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RESUMO

Introducgao: A utilizacdo de varios nutrientes, com diferentes agdes sobre o sistema
imunoldgico e inflamatoério, em formulas unicas de suporte nutricional, € chamada de
imunonutricdo. A suplementagao com imunonutrientes mostra importantes
resultados na modulacéo do sistema imune, com diminui¢do das complicagdes
infecciosas e ocorréncia de fistulas. Entretanto, poucos sao os trabalhos que
avaliaram as ag¢des das dietas imunomoduladas sobre o0 processo de cicatrizacio,
mediante métodos especificos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia da suplementacéao pré-operatoria com dieta enteral imunomoduladora
sobre a cicatrizagao de anastomoses col6nicas em ratos eutroficos. Material e
método: Foram utilizados 24 ratos Wistar, machos, adultos, randomizados em dois
grupos: (PI) suplementacao pré-operatéria por 7 dias com dieta enteral enriquecida
com arginina, acidos graxos 6mega-3, nucleotideos e oligoelementos (zinco e
selénio), n=12; (PC) suplementacao pré-operatoria por 7 dias com dieta enteral
controle, isocaldrica e isonitrogenada, n=12. Todos os ratos receberam agua e ragao
ad libitum durante o periodo de estudo. A suplementagao com as dietas enterais foi
realizada por gavagem, apos sedagdo. A quantidade de dieta em estudo foi
calculada conforme o peso dos ratos, fornecendo 0,5g arginina/Kg peso/dia. Durante
a cirurgia, foram realizadas duas anastomoses colénicas. No 5° PO, todos os ratos
foram sacrificados. Foram analisados: evolugédo do peso; morbidade e mortalidade;
avaliagdo tensiométrica da anastomose colénica; densitometria do colageno da
anastomose colbnica. Analise estatistica foi realizada por meio dos testes t de
Student e Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de p<0,05. Resultados: N&o
foram observados processos infecciosos (abscessos abdominais ou peri-
anastomaticos), deiscéncias ou 6bitos. A evolugdo da média e do erro padrao dos
pesos foi similar em todo periodo de estudo entre os grupos (p>0,05). Entretanto, o
ganho de peso durante o periodo de suplementagéo pré-operatoria foi
significativamente maior no grupo PI (33,68 + 2,88g) do que no grupo PC (25,18 +
1,18g), com p=0,012. O valor da forga maxima de tragao do grupo Pl foi de 0,210 +
0,01 Kgf, enquanto no grupo PC foi de 0,161 + 0,019 Kgf, havendo diferencga
estatistica entre os grupos (p=0,03). A média da area ocupada de colageno total foi
semelhante entre os grupos Pl e PC (8340,53£1392,85 um? e 7000,431658,40 pm?,
respectivamente; p=0,39). Porém, observou-se maior area de colageno tipo |
(maduro) no grupo PI (4308,02 um? + 571,92 pm?) que no grupo PC (2342,68 um? +
340,49 pm?), com p=0,01. Observou-se melhor indice IMaC no grupo Pl em relagao
ao grupo PC (1,49+0,27 e 0,55+0,09; p=0,003). Conclusées: a suplementacao pré-
operatdria com dieta enteral enriquecida com arginina, acidos graxos 6mega-3,
nucleotideos e oligoelementos esta associada ao aumento da forgca maxima de
tracao e ao aumento da quantidade de colageno tipo 1 nas anastomoses colbnicas
no 5° PO de ratos nutridos.

DESCRITORES: Imunonutrigdo. Cicatrizagdo de feridas. Anastomose coldnica.
Tensiometria. Densitometria do colageno. Ratos.



ABSTRACT

Background: The utilization of several nutrients, with different actions on the
immune and inflammatory system, in nutritional support formulas, is called
immunonutrition. The supplementation with immunonutrients has been associated
with significant results in the immune system modulation, with reduction of infectious
complications and anastomotic leaks. However, few studies have evaluated the
relationship between nutritional support with immune-modulating nutrients and
wound healing, through specific methods. The objective of this study was to evaluate
the influence of preoperative enteral supplementation with immunonutrients on the
healing of colonic anastomosis, in nourished rats. Material and method: Twenty four
male adult Wistar rats were randomized into two groups: (Pl) preoperative
supplementation for 7 days with enteral diet enriched with arginine, omega-3 fatty
acids, nucleotides and trace elements (zinc and selenium), n = 12; (PC) preoperative
supplementation for 7 days with isocaloric and isonitrogenous standard enteral diet, n
= 12. All rats received water and food ad libitum during the study period.
Supplementation with enteral diets was made through an orogastric tube, after
sedation. In PI group, the amount of enriched diet was calculated using the weight of
the mice, providing 0.5 g arginine/kg body weight/day. During surgery, two colonic
anastomosis were made. In the 5™ postoperative day, all rats were killed. We
analyzed: weight evolution, morbidity and mortality, tensiometry of the colonic
anastomosis; collagen densitometry of the colonic anastomosis. Statistical analysis
was performed using the Student’s f test and Kruskal-Wallis test, with significance
level of p <0.05. Results: There were no infectious processes, like abdominal or peri-
anastomotic abscess, dehiscence or deaths. The evolution of the weights was similar
throughout the study period between Pl group and PC group (p> 0.05). However,
weight gain during the preoperative supplementation period was significantly higher
in Pl (33.68 + 2.88 g) than in PC (25.18 £ 1.18 g), with p = 0.012. The tensile strength
of the colonic anastomosis was greater in the Pl group (0.210 + 0.01 kgf) than in the
PC group (0.161 £+ 0.019 Kdf), with statistical difference (p = 0.03). The average of
total collagen were similar between the Pl and PC groups (8340.53 + 1392.85 um?
and 7000.43 + 658.40 ym?; p = 0.39). However, there was more collagen type |
(mature) area in Pl group (4308.02 um? + 571.92 pm?) than in PC group (2342.68
um? + 340.49 um?), with p = 0.01 . There was better IMaC index in group PI
compared to PC group (1,49+0,27 e 0,55+0,09; p=0,003). Conclusions:
preoperative supplementation with enteral diet enriched with arginine, omega-3 fatty
acids, nucleotides and trace elements is associated with increased tensile strength
and collagen type | deposition in the colonic anastomosis of nourished rats, in the 5"
postoperative day.

KEY-WORDS: Immunonutrition. Wound Healing. Colonic anastomosis. Tensiometry.
Collagen densitometry. Rats.
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1 INTRODUGAO

A cicatrizac&o é processo comum a todas as feridas. E um processo sistémico
e dinamico, e esta diretamente relacionado as condigbes gerais do organismo.
Consiste em perfeita e coordenada cascata de eventos celulares, moleculares e
bioquimicos, que interagem para que ocorra a reconstituicdo tecidual. Necessita de
um conjunto de condicdes que incluem sistema imunolégico e fibroblastico
eficientes, boa perfusado tecidual, auséncia de debris, e, em pacientes cirurgicos,
adequada técnica cirurgica (PHILLIPS, 2000; MOREIRA, 2000).

Diversos séo os fatores que podem influenciar, positiva ou negativamente, o
processo de reparo tecidual. Estado nutricional adequado € fator importante para
alcangar processo de cicatrizagdo 6timo, pois a dinamica tecidual exige energia e
substratos plasticos provenientes de macro e micronutrientes (ROBERTS et al.,
1998).

A intensidade do reparo da ferida guarda relagéo direta com as necessidades
de macro e micronutrientes. A deficiéncia de proteina, potencialmente presente nas
condigbes de trauma, como queimadura, politraumatismo, grande cirurgia e
contusdo grave, prejudica o processo de cicatrizacdo, favorecendo maior risco de
infecgbes (PEACOCK, 1960; MODOLIN et al., 1982, 1984).

Na pratica clinica, a oferta de nutrientes pode ocorrer por via oral, enteral e
parenteral. Nos ultimos anos, houve importante desenvolvimento de formulagbes
nutricionais especializadas para atender necessidades particulares de o6rgaos e
sistemas, disponiveis sob a forma de suplementos. Dentre elas, encontram-se
férmulas hiperprotéicas, enriquecidas com glutamina, arginina e nutrientes
antioxidantes, desenhadas para atender as necessidades decorrentes do processo

cicatricial e otimizar o seu desenvolvimento (DESNEVES et al., 2005).

Como as complexas interacdes entre nutricdo, funcido da barreira mucosa e
imunorregulagdo se tornam cada vez mais claras, ha esperangca de que formas
especificas de terapia nutricional possam trazer beneficios a determinados estados

de doenca especifica. Muitas férmulas contém nutrientes anteriormente
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considerados n&o essenciais, mas que, em condi¢gdes de doenga grave, tornam-se
"condicionalmente essenciais". Exemplos destes nutrientes sdo a glutamina, a
arginina, os nucleotideos (como o RNA), os acidos graxos 6mega-3 (w-3) e alguns
oligoelementos, como o zinco e o selénio. O uso de formulas enterais

suplementadas com esses componentes é referido como imunonutricao.

Atualmente, a terapia nutricional pretende, ao lado de fornecer energia e
substratos nutricionais, influenciar de maneira farmacologica fungdes organicas
prejudicadas pelo estado patolégico do paciente, particularmente, quando
imunossupressao e/ou hiper-inflamacao estao presentes. Nessas condi¢oes, a oferta
enteral ou parenteral de nutrientes com fungdes imunomoduladoras se associa a
importantes beneficios, como aumento da celularidade e promoc¢ao de funcgdes
imunolégicas (SUCHNER; KUHN; FURST, 2000).

A suplementagédo nutricional com formulas ditas imunomoduladas mostra
importantes resultados na modulagao do sistema imune em pacientes criticos (WU,
ZHANG; WU, 2001; BRAGA et al., 2002b). Estudos clinicos mostram importante
diminuicao das taxas de infeccao e do tempo de ventilagdo mecanica, de unidade de
terapia intensiva e de internacdo hospitalar com a utilizacdo de dietas imuno-
enriquecidas (HEYS et al.,, 1999; BEALE; BRYG; BIHARI, 1999; MONTEJO et al.,
2003).

Em pacientes cirurgicos, principalmente nos casos de cancer do trato
digestivo, a terapia nutricional com dietas imunomoduladas esta associada a
reducdo das complicacdes infecciosas pos-operatérias, fistulas anastomaticas e
tempo de internagdo, com diminuicdo também dos custos de hospitalizacao
(SENKAL et al., 1997; HEYS et al., 1999; WAITZBERG et al., 2006).

Entretanto, estudo clinico recente nao mostrou diferengas significativas em
relagdo a complicagbes pos-operatorias, tempo de internagdo e mortalidade com a
utilizacdo de formula enteral enriquecida com arginina, acidos graxos w-3 e
nucleotideos em pacientes submetidos a cirurgias de grande porte no trato
gastrointestinal (HELMINEN; RAITANEN; KELLOSALO, 2007).
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Jones e Heyland (2008), em trabalho de revisédo, questionaram a utilizagdo da
imunonutricdo em pacientes criticos, ja que diversos trabalhos com resultados

positivos apresentam falhas metodoldgicas relevantes.

Os efeitos da suplementacdo enteral com imunonutrientes, especialmente
arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos, no processo de cicatrizagao de feridas
ainda nao foram amplamente estudados. Indicios de melhora neste processo foram
demonstrados por Senkal et al. (1997) e Waitzberg et al. (2006), mediante
observacao da reducado do numero de fistulas nos pacientes que utilizaram dietas

imunomoduladas.

Poucos sao os trabalhos que avaliaram as ac¢des das dietas imunomoduladas
sobre o processo de cicatrizacdo por meio de métodos especificos. Ferreras et al.
(2005) observaram que a utilizagdo de formula enteral suplementada com arginina,
acidos graxos w-3 e nucleotideos no pos-operatorio precoce de cirurgia por cancer
gastrico aumenta a sintese de hidroxiprolina e melhora a cicatrizacdo da ferida

cirargica.

Os efeitos de nutricdo enteral suplementada com arginina e antioxidantes
sobre o processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas, em termos de avaliagao
morfo-estrutural, bioquimica e biologia molecular, foram avaliados por Pereira
(2006), em estudo experimental. Os melhores resultados foram alcangcados nos

ratos que receberam suplementagdo com arginina e antioxidantes.

Apesar de existirem indicios de melhora do processo de cicatrizagdo com a
utilizacdo de formulas imunomoduladas, os trabalhos que mostraram esta relagao
por meio de métodos especificos sdo escassos. Assim, ha a necessidade de novos
estudos, que avaliem os efeitos da suplementacdo imunomodulada sobre o reparo

tecidual mediante método adequado.
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1.1OBJETIVOS

Avaliar a influéncia da suplementacao pré-operatéria com dieta enteral
imunomoduladora, enriquecida com arginina, acidos graxos 6mega-3, nucleotideos e
oligoelementos sobre a cicatrizagdo de anastomoses colénicas em ratos, por meio
de:

a) Avaliacdo tensiométrica das anastomoses colbnicas;
b) Densitometria do colageno das anastomoses colénicas;

c) Morbidade e mortalidade pos-operatorias.
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2 REVISAO DA LITERATURA
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CICATRIZAGAO

O processo cicatricial € comum a todas as feridas, independentemente do
agente que a causou. E um processo sistémico e dinamico e esta diretamente

relacionado as condi¢cdes gerais do organismo.

A cicatrizagdo de feridas consiste em perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares, moleculares e bioquimicos que interagem para que ocorra a

reconstituicao tecidual.

Em 1910, Carrel descreveu o0s mecanismos cicatriciais em sequéncia
ordenada de eventos, que foram divididos por Orgill e Demling (1988) em cinco
fases principais: inflamagao, proliferagéo celular, formagéo do tecido de granulagao,
contragdo e remodelamento da ferida. Recentemente, Clark (2005) reclassificou
esse processo em trés fases divididas, didaticamente, em: fase inflamatéria, fase de

proliferagdo ou de granulagao, fase de remodelamento ou de maturagao.

2.1.1 Fase inflamatéria

A fase inflamatéria se inicia imediatamente apdés a lesao tecidual, com
liberacdo de substancias vasoconstritoras, principalmente tromboxana A2 e
prostaglandinas, pelas membranas celulares. O endotélio lesado e as plaquetas
estimulam a cascata da coagulagdo. Visando a hemostasia, a cascata da

coagulacgao € iniciada e granulos sao liberados das plaquetas, as quais contém fator
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de crescimento de transformacao beta (TGF-(), fator de crescimento derivado das
plaquetas (PDGF), fator de crescimento derivado dos fibroblastos (FGF), fator de
crescimento epidérmico (EGF), prostaglandinas e tromboxanas. O coagulo é
formado por colageno, plaquetas e trombina, que servem de reservatorio protéico
para a sintese de citocinas e fatores de crescimento, aumentando seus efeitos.
Desta forma, a resposta inflamatéria se inicia com vasodilatagdo e aumento da
permeabilidade vascular, promovendo a migracdo de neutrofilos para a ferida
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006a; WITTE; BARBUL, 1997). Estas sao as
primeiras células a chegar a ferida, com maior concentragado 24 horas apos a lesao.
Aderem-se a parede do endotélio, mediante ligacdo com as selectinas (receptores
de membrana), e produzem radicais livres que auxiliam na destruicdo bacteriana.
Gradativamente sdo substituidos por macréfagos (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006b).

Os macrofagos sao as principais células antes dos fibroblastos migrarem e
iniciarem a replicagdo. Tém papel fundamental no término do desbridamento iniciado
pelos neutréfilos e sua maior contribuicdo € a secrecéo de citocinas e fatores de
crescimento, além de contribuirem na angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz
extracelular, fundamentais para a transigao para a fase proliferativa (BROUGHTON,;
JANIS; ATTINGER, 20063a).

2.1.2 Fase proliferativa/granulagao

A fase proliferativa é constituida por quatro etapas fundamentais: epitelizacao,
angiogénese, formagao de tecido de granulagdo e deposicdo de colageno. Tem
inicio ao redor do 4° dia apds a lesao e se estende aproximadamente até o término

da segunda semana.

A epitelizagao ocorre precocemente. Se a membrana basal estiver intacta, as

células epiteliais migram em direcdo superior, e as camadas normais da epiderme
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sdo restauradas em trés dias. Se a membrana basal for lesada, as células epiteliais
das bordas da ferida comecam a proliferar na tentativa de restabelecer a barreira
protetora (LAWRENCE; DIEGELMANN, 1994).

A angiogénese é essencial para a cicatrizacdo adequada. E estimulada pelo
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e caracteriza-se pela migragcdo de células

endoteliais e formacao de capilares.

A etapa final da fase proliferativa € a formacao de tecido de granulagcédo. Os
fibroblastos e as células endoteliais sdo as principais células da fase proliferativa. Os
fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a ferida, porém precisam ser ativados
para sair do estado de quiescéncia. O fator de crescimento mais importante na
proliferacdo e ativacdo dos fibroblastos € o PDGF (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006a). Em seguida é liberado o TGF-B, que estimula os fibroblastos a
produzirem colageno tipo |. Os fibroblastos se transformam em miofibroblastos, que
promovem a contragao da ferida (WITTE; BARBUL, 1997).

2.1.3 Fase de maturagcao/remodelamento

A formacéo e depdsito de colageno sé&o as principais caracteristicas desta
fase. O colageno produzido inicialmente € mais fino do que o colageno presente na
pele normal, e tem orientagdo paralela a pele. Com o tempo, o colageno inicial
(colageno tipo 1ll) é reabsorvido e um colageno mais espesso (tipo |) € produzido e
organizado ao longo das linhas de tenséo. Estas mudancgas se refletem em aumento
da forga ténsil da ferida. A reorganizagdo da nova matriz é processo importante da
cicatrizacdo. Fibroblastos e leucdcitos secretam colagenases que promovem a lise
da matriz antiga. A cicatrizagdo tem sucesso quando ha equilibrio entre a sintese da
nova matriz e a lise da matriz antiga, havendo sucesso quando a deposi¢ao é maior.

Mesmo apds um ano, a ferida apresentara um colageno menos organizado do que o
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da pele s3, e a forga ténsil jamais retornara completamente, atingindo em torno de
80% apos trés meses (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006b).

2.1.4 Importancia do colageno

O colageno é a proteina mais abundante do tecido conjuntivo. As varias
diferencas na composicdo quimica do colageno determinam suas fungdes
biolégicas. Foram descritas até o presente 19 isoformas (tipos) de colageno,
codificadas por um unico gene. Os tipos de fibras colagenas do tecido conjuntivo séo
helicoidais, com sequéncia tripeptidica repetitiva composta de glicina-X-Y, sendo X
representado pela prolina e Y pela hidroxiprolina. E necessaria grande presenca de
glicina e prolina para que uma molécula madura de colageno assuma a estrutura de
tripla hélice (ROBSON; STEED; FRANZ, 2001).

O colageno tipo |, mais frequente, € sintetizado pelos fibroblastos, sendo
predominante em ossos e tenddes. O tipo Il € mais comumente encontrado em
tecidos moles, como vasos sanguineos, derme e fascia. A derme sa contém
aproximadamente 80% de colageno tipo | e 20 % de colageno tipo lll. Ja o tecido de
granulacao expressa 30 a 40 % de colageno do tipo lll, sendo considerado colageno
imaturo (ROBSON; STEED; FRANZ, 2001).

A degradacéo do colageno se inicia precocemente e € muito ativa durante o
processo inflamatoério. A digestdao do colageno ocorre em ambiente extracelular e é
mediada por colagenases especificas. S&o conhecidos quatro tipos de colagenases:
as sericas (elastase, catepsina C e proteinase neutra) e as metaloproteinases. A
atividade das colagenases € controlada por citocinas liberadas principalmente por
células inflamatdrias, endoteliais, fibroblastos e queratinécitos. A formagao da matriz
extracelular é, pois, resultante de balango entre a deposigao (sintese) e degradagéao
de colageno (CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008).
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2.1.5 Cicatrizagao de anastomoses colOnicas

A resposta inflamatéria nas anastomoses ¢é rapida. Os mediadores
quimiotaticos atraem neutrofilos, que se acumulam na area anastomética trés horas
apods a sua realizacdo, e aumentam a proporcao de monaocitos a partir de 12 horas
pos-operatorias (HESP et al., 1985). Os agentes vasoativos contribuem para o
edema anastomotico, que persiste nos primeiros sete dias pos-operatorios
(GETZEN; HOLLOWAY, 1966).

Varios tipos celulares aumentam sua concentragdo na area anastomatica
durante a proliferacdo celular. Evidencia-se neovascularizagdo entre o segundo e
terceiro dia pés-operatério (WISE et al., 1975). Os fibroblastos atingem a regido da
anastomose, nas primeiras 12 horas apdés a cirurgia, multiplicando-se no local
(HESP et al., 1985).

Os eventos cicatriciais sobre a anastomose afetam toda a estrutura laminar
do coélon. Cada camada da parede colénica exibe caracteristicas préprias e sofre
alteracbes em diferentes intensidades. A aproximagao das bordas da anastomose
afeta a velocidade do reparo epitelial (THORNTON; BARBUL, 1997).

A submucosa mantém a taxa metabdlica mais elevada da parede col6nica na
area da cicatrizacdo anastomatica. Halsted, em 1887, provou a importancia dessa
camada ao inclui-la sob os pontos da anastomose. E na submucosa que se distribui
a maior parte do colageno colonico produzido, fundamental na manutencdo da

integridade intestinal durante a cicatrizacdo anastomoética (HESP et al.,1985).

MORI et al. (1992) demonstraram que a reconstituicio da camada muscular
depende da diferenciacdo de células musculares lisas a partir de células
mesenquimais indiferenciadas, as quais invadem a regido entre o terceiro e quinto
dia apos o ferimento. As primeiras, aliadas aos fibroblastos locais, sdo as
responsaveis pela produgdo da totalidade do colageno cicatricial intestinal
(GRAHAM et al., 1987).
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A importancia do peritbnio visceral no processo de cicatrizagdo foi
evidenciada no estudo de Goligher, Graham e Dombal (1970). Os autores provaram
que estruturas extra-peritoneais (desprovidas de serosa) estavam mais sujeitas a

fistulas.

O colageno é o principal componente da matriz extracelular dos tecidos.
Estrutura-se numa rede densa e dinamica resultante da constante deposicao e
reabsorcdo. A quantidade de colageno modifica-se no célon durante o pos-
operatorio de anastomoses colbnicas, principalmente na regido peri-anastomética
(JIBORN; AHONEN; ZEDERFELDT, 1980). Essa variacao é resultado da interagao
entre sintese, fixacdo e degradacdo no tecido cicatricial (NIMNI; DEGUIA;
BAVETTA, 1967).

As enzimas colagenases quebram o colageno, atuando mais intensamente no
inicio da cicatrizagdo da anastomose. Apds o terceiro dia do processo cicatricial, a
atividade colagenolitica diminui, aumentando a quantidade absoluta de colageno na
regido cicatricial (CHOWCAT et al., 1970).

Cronin, Jackson e Dumphy (1968) demonstraram que os niveis absolutos de
colageno em anastomoses colbnicas de ratos permanecem baixos até o 5° PO,
ocorrendo aumento progressivo da sua quantidade até atingir valores quase normais
em torno do 10° PO. Irvin e Hunt (1974a) utilizando radioisétopos confirmaram os
achados de Cronin, Jackson e Dumphy (1968), mas observaram que as alteragdes
na concentragao do colageno ocorriam em propor¢cdes menos intensas devido a
formacdo de edema na regido anastomotica. Segundo Irvin e Hunt (1974a), o
conteudo de colageno peri-anastomoético permanece constante durante os trés
primeiros dias pods-operatorios, com aumento significativo apds esse periodo e

alcangando valores maximos no 7° PO.

Jiborn, Ahonen e Zederfeldt (1980) avaliaram o metabolismo de colageno em
anastomoses do colon esquerdo de ratos. Demonstraram que, em estagios precoces
ap6s a anastomose (4° PO), a lise predominava, embora a atividade sintética
também estivesse aumentada. Entre o0 4° e 7° PO, a sintese comecgava a superar a
degradagao, até que no 7° PO esse balango tornava-se favoravel a deposicao de

colageno no tecido cicatricial.
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Trés subtipos de colageno (I, lll e V) séo identificados durante o processo
cicatricial do colon. Os colagenos | e Ill atingem proporgdes mais significativas e a

relagao entre eles tém importancia maior no estudo da cicatrizagdo anastomatica.

Braskén, Renvall e Sandberg (1991) utilizaram marcadores monoclonais e
observaram queda na concentragdo de colageno lll e | anastomaéticos, com niveis
minimos no 1° e 2° PO respectivamente. Ambos os subtipos de colageno
acumularam-se a partir do 3° PO, atingindo niveis maximos no 7° PO e

permanecendo elevados até o 14° PO.

Essas alteragbes histologicas da anastomose acompanham as modificagcdes
das propriedades mecanicas do tecido cicatricial. Herrmann, Woodward e Pulanski
(1964) sugeriram que as alteragdes histologicas da cicatrizagdo eram as

responsaveis pela forca da anastomose e identificaram trés diferentes fases:

1) Fase Lag (quiescéncia): predominancia de edema e inflamacao, ocorrendo entre
o dia da cirurgia e o0 4° PO, momento em que a for¢a da ferida € dependente do

reforgo artificial das suturas;

2) Fase Logaritmica (fibroplasia): proliferacéo de fibroblastos com rapido ganho de

forca da anastomose, ocorrendo entre 3 e 14 dias;

3) Fase Estacionaria (maturagao): remodelamento das fibras de colageno, com

menor ganho de forga que se inicia em torno do 10° PO.

Evidéncias mais recentes associaram as alteracbes da rede de colageno
como as principais responsaveis pelas modificagdes mecanicas das anastomoses
intestinais (KHOURY; WAXMAN, 1983; JONSSON; JIBORN; ZEDERFELDT, 1983,
1985 e 1987).

As anastomoses colbnicas perdem 72% a 95% da forca tecidual original,
durante os trés primeiros dias do processo cicatricial, quando ha atividade mais
intensa da colagenase (HOGSTRON; HAGLUND; ZEDERFELDT, 1985; JIBORN;
AHONEN; ZEDERFELDT, 1980). Apos esse periodo inicial de déficit mecanico,
ocorre ganho de forga anastomoética acompanhada de progressiva deposigao de

colageno na area cicatricial.
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Entretanto, as caracteristicas qualitativas do colageno depositado sdo mais
importantes para o suporte estrutural da anastomose do que sua concentracio
tecidual (HENDRIKS; MASTBOOM, 1990). LEVENSON et al. (1965) verificaram que
medidas da quantidade total de colageno nao se correlacionavam bem com as

mudancas de forca ténsil da ferida em cicatrizacao.

O aumento de forga ténsil € mais relacionado com o colageno | do que com o
colageno lll. Doillon et al. (1985) evidenciaram que a deposi¢cao e o remodelamento
das fibras de colageno | sdo os principais determinantes do ganho de forgca da area

cicatrizada, exercendo influéncia sobre a integridade anastomética (Figura 1).

curva resultante

forca do colageno
novo aumenta
com a sintese

Forca
Ténsil

forca do colageno antigo
diminui devido a lise

-
Dias

FIGURA 1 — SINTESE E DEGRADAGAO DO COLAGENO NA CICATRIZAGAO
FONTE — TRUBIAN (2008)

Jonsson, Jiborn e Zederfeldt (1983), assim como Hendriks e Mastboom
(1990), estabeleceram a correlagao clinica dessas evidéncias. Verificaram que havia

um periodo mais vulneravel para deiscéncia anastomotica (entre 4° e 7° PO), que
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correspondia aos momentos de déficit mecanico e de baixa qualidade de colageno

depositado na anastomose.

2.2 AVALIAGAO DA CICATRIZAGAO DE ANASTOMOSES COLONICAS

As anastomoses intestinais podem ser avaliadas mediante parametros
clinicos, mecanicos, histopatoléogicos e bioquimicos. Outros meétodos, menos
comumente utilizados, s&o os parametros microbiolégicos, radiograficos,
microangiograficos e de microscopia eletrénica (VIZZOTTO et al., 2003; COSTA et
al., 2003; BONIN et al., 2005; CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008).

Em modelos animais, parametros clinicos levam em conta a evolugao poés-
operatoria e os achados intra-abdominais apos a morte, seja ela em meio a fase de
experimentacao ou provocada no término desta para coleta de dados. Eles indicam
0 sucesso ou insucesso da anastomose e refletem a presenca de deiscéncia
anastomotica o que, em ultima analise, procura-se avaliar nos experimentos em

cicatrizacdo de anastomoses coldnicas.

Os dados evolutivos mais comumente explorados sao: ganho ou perda de
peso e a evolugdo pos-operatdria (dbitos). A exploracéo da cavidade abdominal, os
dados mais frequentemente avaliados sdo: quantificacdo e qualificagdo de
aderéncias pos-operatdrias e possiveis complicagdes anastomoéticas (deiscéncia,

abscesso peri-anastomotico e estenose), entre outros.
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2.2.1 Avaliagdo mecanica

As forcas mecanicas envolvidas nas anastomoses refletem, de forma objetiva,
a integridade da mesma (KORUDA; ROLANDELLI, 1990). Essas variaveis podem
ser determinadas de diferentes formas. A avaliacdo da forga ténsil da anastomose é
frequentemente utilizada em estudos experimentais, com resultados que refletem

com elevada precisao as propriedades biofisicas do tecido.

Em 1853, Paget, citado por Ballantyne (1983), introduziu a medida de forga
ténsil de tecidos ao seccionar e reparar cirurgicamente tenddes de coelhos.
Mediante tecnologia rudimentar observou que o segmento reparado ganhava forga
ao longo do periodo pos-operatério. Os primeiros estudos de forga ténsil em
anastomoses intestinais foram realizados em 1899 por Chlumsky, citado por

Ballantyne (1983), que abandonou esse método em fungao da baixa sensibilidade.

Howes, Sooy e Harvey (1929) renovaram o interesse pelo método ao
sistematizarem a técnica de medida da forga ténsil por meio de dispositivo mecanico
(tensibmetro) que apresentava resultados reprodutiveis. Esse instrumento foi
descrito por Fast, Nelson e Dennis (1947), sofrendo aprimoramentos durante as

ultimas décadas.

Por meio dos estudos de Howes, Sooy e Harvey (1929) conseguiu-se
estabelecer relagcéo entre o ganho de forga e o evento de fibroplasia da cicatrizagao.
Este periodo (fibroplasia) se inicia apos o 4° dia pds-operatério da anastomose
coloénica em ratos (IKEUCHI et al., 1999), quando ha menor influéncia dos materiais
de sutura na forga ténsil do tecido avaliado. Da mesma forma, evidenciou-se que o
tipo de sutura tinha pouca interferéncia nos resultados da for¢a ténsil da anastomose
nesse momento da cicatrizacdo (BALLANTYNE, 1983).

Jonsson, Jiborn e Zederfeldt (1983) associaram um componente eletronico,
fornecendo maior sensibilidade ao sistema. Adotaram o método de forga de tragao,
no qual o aparelho tracionava o corpo de prova (anastomose centrada num
segmento de intestino excisado) a partir de uma das extremidades, deixando a outra

fixa até que ocorresse a ruptura da peca cirurgica. Blomquist, Jiborn e Zederfeldt
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(1984) estabeleceram a importancia do aumento de forga de forma continua na
avaliacdo dos resultados. Naresse et al. (1987) utilizaram o equipamento
evidenciando que o0 mesmo apresentava erros minimos de leitura, recomendando
sua utilizagdo em investigagdes experimentais de cicatrizagao intestinal e de outras
feridas cirurgicas. Nos ultimos anos, os tensiébmetros foram informatizados e a

industria disponibilizou varios modelos, facilitando o emprego desse método.

Van Winkle (1969) definiu dois tipos de for¢a para a avaliagdo mecanica de
uma ferida: Tensao (quantificagdo da carga aplicada para rompé-la, considerando a

dimenséo do tecido analisado) e For¢a de Ruptura (forca necessaria para rompé-la).

Ikeuchi et al. (1999) testaram outro método de avaliagdo mecénica de
anastomoses: a Pressao de Ruptura. Verificaram a imprecisao desta variavel na
avaliagdo de anastomoses em fases precoces da cicatrizacdo, sem encontrar
correlagdo da mesma com a forga de ruptura. Outros estudos também mostraram
vantagens na avaliagdo da forca ténsil com a utilizagdo da forca de ruptura que,
diferentemente da pressdao de ruptura, correlaciona-se estreitamente com a
deposigado de colageno a partir do 4° PO de anastomoses intestinais (JIBORN;
AHONEN; ZENDERFELDT, 1978; BRASKEN, 1991).

As forcas mecanicas envolvidas na anastomose podem ser avaliadas por
meio de uma tira de tecido correspondendo a amostra do segmento contendo parte
da anastomose no centro (NARESSE; LUCCHIARI; KOBAYASI, 1988; NARESSE et
al., 1988), ou por meio da analise da anastomose na alca intestinal integra (LEITE et
al., 1993; NARESSE et al., 1993).

Herrmann, Woodward e Pulanski (1964) realizaram estudo sobre a
cicatrizacdo de anastomoses colénicas de ratos. Dividiram uma amostra de 220
animais e mediram a forga ténsil de anastomoses coldnicas em diversos periodos de
tempo compreendidos entre 3h e um ano apds o procedimento cirurgico.
Evidenciaram que entre trés e 14 dias havia o maior ganho de forga ténsil da
anastomose, constituindo-se no melhor periodo para estudar os parametros

biofisicos da cicatrizagao do célon anastomosado de ratos.
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2.2.2 Avaliagao histolégica e densitometria do colageno

A microscopia 6tica € um método de avaliagdo do processo de cicatrizagao de
anastomoses intestinais muito utilizado em estudos clinicos e experimentais.
Entretanto, a real importancia deste método é questionada devido a subjetividade
(CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008).

O processo de reparacao tecidual pode ser avaliado mediante técnica de
coloragdo com hematoxilina-eosina (HE), utilizando diversos indicadores, tais como:
exsudato neutrofilico, edema intersticial, necrose de mucosa, necrose transmural,
deposigao de fibrina, congestdo vascular, infitrado monomorfonuclear, atividade
regenerativa da mucosa, proliferagao fibroblastica, neoformagao vascular, processo
granulomatoso e fibrose intersticial (CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008).

Outro método histolégico de grande utilidade, principalmente na avaliagéo e
diferenciacdo de tipos de colageno, € o da polarizagdo com Picrosirius. Sweat,
Puchtler e Rosenthal (1964) adotaram o uso do Sirius-red F3BA (SRF) como corante
alternativo na identificagdo do colageno tecidual devido ao rapido desbotamento da
coloragao de picrofucsina. As moléculas de SRF (acido) interagem individualmente
com as moléculas de colageno, mantendo relacionamento espacial paralelo com as
mesmas, ressaltando a birrefringéncia. A combinagdo seletiva com o colageno
permite visualizacdo como fibras amarelo-brilhantes, sendo que o uso da
microscopia polarizada aumenta a especificidade, a sensibilidade e a resolugdo do
método (CONSTANTINE; MOWRY, 1968).

Quando o “Sirius Red”, um corante acido forte, reage com o colageno, sua
birrefringéncia normal é aumentada devido ao fato de suas moléculas serem

acoladas as fibrilas de colageno de maneira que as mesmas fiquem paralelas.

O estudo comparativo de 6rgaos de animais vertebrados por este método
determinou estreita correlacéo entre a localizacdo de diferentes cores e intensidades
de birrefringéncia com a distribuicdo bioquimica dos tipos I, Il e Il de colageno,
criando a possibilidade de diferenciagao tecidual dos mesmos. O colageno tipo |

aparece como fibras espessas, fortemente birrefringentes, de coloracdo amarelo ou
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vermelho; ja o colageno do tipo lll possui o aspecto de fibras finas, fracamente
birrefringentes e de coloragcdo esverdeada (JUNQUEIRA, MONTES e SANCHEZ
1982).

Dayan et al. (1989) analisaram varios tipos de fibras colagenas e
evidenciaram que a espessura da fibra ndo é o unico fator determinante do padréo
de birrefringéncia. Constataram que o alinhamento das moléculas e o
entrelagamento das fibras afetavam a refragdo da luz, sendo que fibras espessas e
entrelacadas apresentavam-se laranja-avermelhadas (fibras de colageno tipo | -
maduras), enquanto que fibras finas e pouco entrelagadas apresentavam-se

esverdeadas (fibras de colageno tipo Il - imaturas).

Rabau et al. (1995) realizaram estudo da concentracdo de colageno em
anastomoses intestinais de ratos utilizando SRF e polarizagédo. Verificaram que no
intestino de ratos ndo operados havia predominio de fibras colagenas de coloragao
que variava do amarelo ao laranja. Por outro lado, durante a primeira semana pés-
operatéria, a maioria das fibras no sitio anastomoético apresentava-se fina, de
colageno imaturo, com coloragdo que variava do verde ao amarelo. Entretanto, as
fibras gradualmente retornavam as coloragbes pré-operatorias até o 21° PO,
acompanhando as modificagdes mecanicas da ferida, sugerindo que a qualidade
das fibras de colageno tem importancia na integridade da anastomose intestinal

durante sua cicatrizagao.

A quantificagdo de fibras maduras e imaturas, de acordo com a sua
coloracéo, permite avaliagdo qualitativa do colageno em estudos de cicatrizacédo de
anastomoses. No entanto, os parametros histolégicos, mesmo quando examinados
por patologistas experientes, podem apresentar variabilidade inter-observadores. A
utilizacdo de equipamentos que digitalizam imagens histologicas permite a
quantificacdo de dados morfolégicos com minimizagéo de viés. Com esse proposito,
varios estudos informatizaram a analise histolégica (COELHO-LEMOS et al., 2004;
COSTA et al., 2003; TRUBIAN, 2007).

Coelho-lemos et al. (2004), em estudo para verificar a influéncia da
desnutricdo intra-uterina na cicatrizagcao da parede abdominal em ratos lactentes,
idealizaram o indice de maturagdo do colageno (IMaC), que foi definido como a

razao entre as percentagens de colageno tipo | e tipo lll. Este indice tem sido
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amplamente utilizado por ser de facil reprodutibilidade e facilitar a interpretacdo dos
resultados, onde valores acima de 1 (um) representam predominancia de colageno
tipo | e valores abaixo de 1 (um) representam predominio de colageno tipo lll
(COELHO-LEMOS, 2004; SCHMITZ; CAMPOS; CAMILO, 2006; TRUBIAN, 2007).

2.3 NUTRIGAO E CICATRIZACAO

Diversos fatores, locais ou sistémicos, podem alterar o processo de
cicatrizacdo. Muitas condi¢des locais podem afetar negativamente este processo,
como isquemia, infecgao, técnica cirurgica inadequada, edema e tensido sobre a
linha de sutura. Condi¢des sistémicas também podem interferir desfavoravelmente
no reparo tecidual, como diabetes, hipotireoidismo, desordens da coagulagao, idade
avangada, trauma grave, instabilidade hemodindmica, queimadura, sepse,
insuficiéncia renal e hepatica, tabagismo, uso de corticoesterdides, radio e
quimioterapia (SAVASSI-ROCHA; LOPES, 1994).

O processo de cicatrizacdo necessita de estado nutricional adequado, pois a
dindmica tecidual exige energia, substratos plasticos provenientes de macro e
micronutrientes (ROBERTS et al., 1998). Entretanto, a prevaléncia de desnutricdo
em pacientes hospitalizados é alta em nosso meio, podendo chegar a 50,2%
(WAITZBERG; CAIAFFA; CORREIA, 2001; CORREIA; CAMPOS; ELAN
COOPERATIVE STUDY, 2003). Pacientes hospitalizados, com deficiéncias
nutricionais, apresentam maior risco de complicacdes infecciosas, insuficiéncia de
algum 6rgao e obito (JONES; HEYLAND, 2008).

A reducdo do consumo de alimentos resulta em perda de gordura, massa
magra, pele e visceras, com consequente perda de peso e aumento do volume de
liquido extracelular (ELWYN; BRYNA-BROWN; SHOEMAKER, 1975). A combinagao

de perda de massa tecidual com reducido da capacidade de trabalho a nivel celular
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impede respostas homeostaticas a fatores agressores, como doengas graves ou
cirurgias (KINNEY; WEISSMAN, 1986).

O estresse de processos cirurgicos ou trauma aumenta a necessidade de
energia e proteina mediante estado hipermetabdlico (catabolismo) (KIYAMA et al.,
1998). Ocorre redistribuicdo dos macronutrientes (gordura, proteina e glicose) a
partir das reservas labeis, como o tecido adiposo e o musculo esquelético, para
tecidos metabolicamente mais ativos, como o figado, os 0ssos e 0s 6rgéos viscerais.
Esta resposta pode levar ao aparecimento de desnutricdo dentro de alguns dias
(BABINEAU; BORLASE; BLACKBURN, 1991). A taxa de desenvolvimento de
desnutricdo em pacientes criticos € fungao do estado nutricional pré-existente e do

grau de hipermetabolismo.

A desnutricdo provoca uma série de consequéncias deletérias, incluindo
aumento da susceptibilidade a infecgdo, ma cicatrizacdo, aumento da frequéncia de
ulceras de decubito, crescimento excessivo de bactérias no trato gastrintestinal,
perdas anormais de nutrientes pelas fezes (ELWYN; BRYNA-BROWN;
SHOEMAKER, 1975; KINNEY; WEISSMAN, 1986; SANTOS, 1994; MAINOUS;
DEITCH, 1994). De particular interesse para os pacientes submetidos a cirurgia sao
os riscos de sepse pos-operatoria e prejuizo a cicatrizagdo. A desnutricdo leva a
disfungdo do sistema imunoldgico, prejudicando a producdo e ativagdo do
complemento, opsonizagdo bacteriana, e a fungdo de neutréfilos, macréfagos e
linfécitos (MAINOUS; DEITCH, 1994). Tanto a imunidade humoral quanto a celular
sdo afetadas (LAW; DUDRICK; ABDOU, 1973). Este comprometimento imune se
relaciona clinicamente com aumento nas taxas de complicagcdes de feridas cirurgicas

e aumento da falha cicatricial apds procedimentos cirurgicos.

A desnutricdo prévia ao trauma retarda a contracdo da ferida nos diferentes
tempos, retarda o processo de epitelizacdo da epiderme, aumenta o processo
inflamatdrio e retarda o desenvolvimento do processo proliferativo. Pacientes com
desnutricdo também tém taxas mais lentas de cicatrizacdo de feridas (HAYDOCK;

HILL, 1986), apesar de a maioria cicatrizar espontaneamente (ALBINA, 1994).

Um dos primeiros estudos relacionando desnutricdo e cicatrizacdo foi
realizado por Clark, em 1919. Esse autor realizou medidas seriadas da dimensao de

feridas na superficie cutédnea de cées e verificou a influéncia de dois tipos de dieta
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(protéica e lipidica) nos mecanismos de reparo. Constatou beneficios da dieta
protéica, com encurtamento da fase de laténcia. No entanto, Harvey e Howes (1930)
evidenciaram que a proteina estimulava a multiplicacido e maturagao de fibroblastos,

com rapido ganho de forga ténsil na fase fibroblastica.

Thompson, Ravdin e Frank (1938) foram os primeiros a relacionar a
desnutricdo com deiscéncia de feridas operatorias. Esses pesquisadores realizaram
laparotomia em caes que receberam dieta hipoprotéica e verificaram que em 72%

deles ocorreu déficit de cicatrizacdo da parede abdominal.

Em 1958, Sisson et al. compararam a cicatrizacdo de feridas em diversos
estados de déficit nutricional. Os autores evidenciaram que o grau de desnutricdo

correlacionava-se diretamente com a deficiéncia de forga da ferida.

Daly, Vars e Dudrick (1972) realizaram anastomose em segmento
descendente do coélon de 124 ratos, os quais foram divididos em oito grupos, de
acordo com o tempo de nutricdo pré-operatoria (1, 2, 4 e 6 semanas) e o tipo de
dieta fornecida (hipoprotéica e normal). Apds a cirurgia, os ratos continuaram a
receber a mesma dieta até o dia do sacrificio (7° PO). A perda ponderal entre os
ratos desnutridos (dieta hipoprotéica) variou de 2% a 26%, enquanto o grupo
controle ganhou em média 12% de peso. Em todos os grupos desnutridos houve
diminuicdo significativa da pressdo de ruptura anastomoética comparada aos
respectivos controles, enfatizando o prejuizo da desnutricdo sobre as propriedades

mecanicas da anastomose coldnica.

Coelho-lemos et al. (2004) analisaram os efeitos da desnutrigdo intra-utero na
cicatrizagdo da parede abdominal em ratos recém-nascidos. Demonstraram que a
desnutricdo intra-utero diminui a for¢ca ténsil das feridas no 7° PO, com maior
incidéncia de colageno tipo Il (imaturo) na fase inicial de cicatrizagcdo em ratos

recém-nascidos de maes desnutridas.

Bernhardt (2008) avaliou a influéncia da desnutricdo na cicatrizacdo da
anastomose colonica em ratos toxémicos. Foram utilizados 45 ratos, distribuidos
aleatoriamente em trés grupos: grupo controle nutrido (GCN), n=15; grupo nutrido
toxémico (GNT), n=15; grupo desnutrido toxémico (GDT), n=15. Os grupos GCN e

GNT receberam agua e racéo ad libitum durante todo estudo. Ja o grupo GDT foi
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desnutrido pela técnica de Pair Feeding. Os grupos GNT e GDT foram submetidos a
toxemia com inje¢des diarias de lipopolissacarideo (LPS) de E. coli, intra-peritoneais.
No 5° dia de toxemia, todos os ratos foram submetidos a cirurgia, sendo realizadas
anastomoses coldnicas. No 5° PO, os ratos foram sacrificados. As anastomoses
foram avaliadas por meio de estudo tensiométrico e de densitometria do colageno.
Houve diminui¢cdo do peso no GDT, acompanhada de redugdo da albumina sérica.
Nos grupos submetidos a toxemia, houve aumento da PCR, TNF alfa e IL-6.
Observou-se diminuicdo da forca maxima de tracdo no GDT (p<0,05). Houve
também diminuicdo do numero de miofibroblastos (p=0,03). O autor concluiu que a
desnutricdo e a toxemia determinam pior cicatrizacdo de anastomoses colonicas em

ratos.

Estudos clinicos também demonstraram os efeitos deletérios da desnutricdo
em pacientes cirurgicos. Rady, Ryan e Starr (1997) estudaram 2.743 pacientes
submetidos a cirurgia cardiotoracica. Pacientes com hipoalbuminemia pre-
operatdria, isolada ou em associagdo com doenca hepatica cronica ou insuficiéncia
cardiaca congestiva, tinham maior probabilidade de apresentar disfungdo organica
pos-operatoria (cardiaca, pulmonar, renal, hepatica e neuroldgica), hemorragia
gastrintestinal, infecgdes hospitalares, aumento da duracédo da ventilagdo mecanica

e de permanéncia na unidade de terapia intensiva, e de morte hospitalar.

2.3.1 Terapia nutricional e cicatrizagao

A terapia nutricional na cicatrizagcédo de feridas tem como objetivos prevenir ou
repor a deplegao dos nutrientes essenciais ao organismo, aumentar a velocidade e a
qualidade da cicatrizacdo e reduzir riscos de infecgbes e outros problemas que
possam retardar e/ou prejudicar o processo de reparo tecidual e aumentar o tempo
de internacao hospitalar (KIYAMA et al., 1998; MOREIRA, 2000).
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Na tentativa de estudar os efeitos da terapia nutricional sobre a cicatrizacao,

em situagdes de desnutricdo, diversos trabalhos foram realizados.

Steiger et al. (1971) utilizaram dieta hipoprotéica para desnutrir 41 ratos
durante seis semanas. Os animais foram divididos em trés grupos conforme o tipo
de nutricdo parenteral administrada durante os primeiros sete dias pos-operatorios
(dextrose 30% + aminoacidos 5%; dextrose 35% e dextrose 5%). As médias de
pressao de ruptura das anastomoses em cada grupo foram 203, 142 e 149 mm Hg,
respectivamente. Esse trabalho demonstrou que pequenos periodos de nutricdo
parenteral pos-operatdria melhoraram a forga ténsil de anastomoses colbénicas de

ratos desnutridos.

Ward et al. (1982) simularam o nivel de desnutricdo comumente visto em
pacientes submetidos a anastomose colorretal (12,5% peso corporal) e avaliaram a
influéncia dessa deplecdo nas propriedades mecanicas de anastomoses em codlon
esquerdo de ratos. Dividiram 42 ratos em trés grupos: Grupo A (18 ratos que
receberam ragao normal durante todo estudo); Grupo B (12 ratos que receberam
dieta hipoprotéica antes da cirurgia e racdo normal no pds-operatorio) e Grupo C (12
ratos que receberam dieta hipoprotéica durante todo estudo). Os animais foram
alimentados com as respectivas dietas durante sete dias antes da operacao e
sacrificados no 7° PO. Os resultados demonstraram que os grupos A e B tiveram
médias de pressao de ruptura similares, que foram significativamente diferentes da
média do grupo C (p<0,01 e p<0,005 respectivamente). Os autores concluiram que a
desnutricido, mesmo em graus menores, afetou as propriedades mecéanicas da
anastomose, sendo que o suporte nutricional adequado no pos-operatdrio conseguiu

prevenir os efeitos adversos.

Trubian (2008) analisou os efeitos da nutricdo peri-operatéria na cicatrizagao
de anastomoses colbnicas de ratos desnutridos e toxémicos. Foram utilizados 45
ratos, divididos em 3 grupos: grupo controle (C) — ragcdo ad libitum por 21 dias,
recebendo injecdes de solugao salina intra-peritoneais por 4 dias; grupo desnutrido e
toxémico (DT) — desnutridos pela técnica de Pair Feeding por 21 dias, recebendo
injecbes de LPS por 4 dias; grupo desnutrido, toxémico e com nutricdo peri-
operatoria (DTN) — desnutridos pela técnica do Pair Feeding, recebendo injecdes de

LPS por 4 dias e nutricido peri-operatéria por 14 dias. Os ratos foram submetidos a
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duas anastomoses col6nicas, sendo sacrificados no 5° PO. 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. No grupo DNT, a tensdo maxima foi superior ao grupo
DT (0,86+ 0,14 Kgf/cm2 vs. 0,52 £ 0,06 Kgf/cm2; p=0,04) e semelhante ao grupo C
(0,86+ 0,14 Kgf/lcm2 vs. 0,89+0,06 Kgf/ cm2; p=0,54). A média da forca maxima de
tracdo 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
10,01; p=0,36). A analise da densitometria do colageno ndo demonstrou diferenga
entre os grupos. O numero de miofibroblastos foi superior no grupo DTN em relagéo
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 0,28, p=0,02). O numero 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 (8,11+0,35 vs. 4,33+0,39, p= 0,0000 e 8,3510,73 vs.
4,33+0,39, p=0,0004). Concluiu-se que a nutrigado perioperatéria, durante 14 dias, foi
eficaz em reverter os efeitos deletérios da desnutricao e da toxemia.

Gongalves et al. (2009) avaliaram a cicatrizagdo colénica de ratos
desnutridos, comparando os efeitos da nutricdo pré-operatéria quanto a deposigcao
de colageno maduro e forga de ruptura da anastomose. Utilizou 80 ratos Wistar,
divididos em quatro grupos: grupo controle 1 (ragcdo ad libitum durante 21 dias),
grupo desnutrido (metade da quantidade diaria de ragado do grupo controle 1 - Pair
Feeding - durante 21 dias), grupo controle 2 (ragao ad libitum durante 28 dias) e
grupo desnutrido e realimentado (metade da quantidade diaria de ragdo do grupo
controle 2 - Pair Feeding - durante 21 dias e realimentado com ragédo ad libitum
durante 7 dias). No 21° dia (controle 1 e desnutrido) ou 28° dia do estudo (controle 2
e desnutrido + realimentado) os ratos foram submetidos a duas transecgdes
coldénicas seguidas de anastomoses término-terminais. No 5° PO os ratos foram
sacrificados e as anastomoses foram ressecadas e submetidas a teste de tracéo e
estudo histoldgico de densitometria do colageno. Os resultados demonstraram que a
forca de ruptura total da anastomose foi significativamente maior no grupo
desnutrido realimentado em relagdo ao grupo desnutrido (0,09 £ 0,01 vs. 0,15 £ 0,01
kgf; p<0,05), com valores similares aos do grupo controle 2 (0,15 + 0,01 vs. 0,15 %
0,02 kgf; p=0,91). A deposicéo de colageno maduro foi menor no grupo desnutrido e
realimentado que no controle 2 (4,90 £ 0,36 vs. 6,13 £ 0,39; p = 0,010), mas foi



42

maior quando comparado ao grupo desnutrido (4,90 £ 0,36 vs. 3,83 + 0,35; p<0,05).
Concluiu-se que a nutricdo pré-operatéria por 7 dias aumenta o forga ténsil, assim
como o percentual de deposi¢cao de colageno maduro, de anastomoses colbnicas de

ratos previamente desnutridos.

Os efeitos da suplementacdo com nutrientes especificos sobre a cicatrizagao

também foram estudados em varios trabalhos experimentais.

Rolandelli et al. (1986) analisaram os efeitos da infusdo intra-colénica de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) na cicatrizagdo de anastomoses coldnicas
em ratos. Observaram que a pressédo de ruptura foi maior no grupo AGCC em

relagéo ao grupo controle (p<0,03) no 6° PO.

Rolandelli, Buckmire e Bernstein (1997) estudaram a infusdo endovenosa de
butirato na cicatrizagdo coldnica em ratos. Dividiram os animais em dois grupos, um
recebendo nutricdo parenteral total e outro recebendo nutricdo parenteral total com
130mmol/L de N-butirato. O grupo butirato apresentou maior pressdo de ruptura em

relacdo ao grupo controle (p<0,04).

Pace, Campos e Graf (2006) avaliaram os efeitos de antioxidantes (vitamina
C, E e Ginkgo Biloba) na cicatrizacdo cutanea de ratos. Todos os grupos que
receberam antioxidantes apresentaram melhor viabilidade das feridas cutaneas e

maior angiogénese (avaliada por contagem histologica) do que os grupos controles.

Partindo do principio da manipulagcdo nutricional, diversos estudos foram
realizados com fitoterapicos, mostrando seus efeitos na cicatrizacdo. Dentre os
fitoterapicos estudados, podem ser citados a Passiflora edulis (maracuja); Orbignya
phalerata (babagu) e a Jotropha gossypiifolia (pido roxo). Todos mostraram, de
alguma forma, melhora na cicatrizagdo da parede abdominal, anastomoses
colonicas e gastricas, por meio da avaliacdo da forca de ruptura (BALDEZ et al.,
2006; BEZERRA et al., 2006; GOMES et al., 2006; SANTOS et al., 2006).

A terapia nutricional deve prevenir ou repor a deple¢cdo dos nutrientes
essenciais ao organismo, aumentando a velocidade de cicatrizagdo e diminuindo
complicagbes poés-operatérias. A disponibilizacdo de elementos plasticos,

energéticos e imunomoduladores pode melhorar o processo cicatricial.
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2.4 IMUNONUTRICAO

A utilizacado de varios nutrientes, com mecanismos de acao diferentes sobre o
sistema imune e inflamatdrio, em féormulas Unicas de suporte nutricional foi chamada
de imunonutricdo (O'LEARY; COAKLEY, 1996; NEWSHOLME; HARDY, 1997;
MCCOWEN; BISTRIAN, 2003).

Em pacientes gravemente enfermos, sabe-se que a fungéo imune encontra-se
prejudicada. A resposta organica ao estresse, trauma e sepse esta relacionada a
alteragdes imunoldgicas. Consequentemente, foi proposto que a terapia nutricional
poderia melhorar os mecanismos de defesa do hospedeiro, reduzindo morbidade.
Entretanto, a ndo ser em pacientes desnutridos, o fornecimento de terapia nutricional
tradicional traz pequenos efeitos na fungdo imune. Nutricdo enteral parece trazer
mais beneficios do que a nutricao parenteral na preservagcdo da competéncia imune.
Recentemente, o interesse por nutrientes especificos, que trariam beneficios ao

quadro imunolégico, aumentou.

Como as complexas interagdes entre nutricdo, funcdo da barreira mucosa,
imunorregulagdo e doenga grave se tornam cada vez mais claras, ha esperanga de
que formas unicas de terapia nutricional possam trazer beneficios a alguns estados
de doenca especifica. Muitas férmulas contém nutrientes anteriormente
considerados n&o essenciais, mas que, em condi¢gdes de doenga grave, tornam-se
"condicionalmente essenciais". Exemplos destes nutrientes sdo a glutamina, a
arginina, os nucleotideos (como o RNA), os acidos graxos 6mega-3 e o0s
oligoelementos, como o zinco e o selénio. O uso de formulas enterais

suplementadas com esses componentes é referido como imunonutricao.
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2.4 1 Glutamina

A glutamina € um aminoacido nao-essencial envolvido no metabolismo do
nitrogénio, dos carboidratos, dos acidos nucléicos e dos fosfolipidios. Produgdo e
degradagao sdo mediadas por duas enzimas: glutamina-sintetase e glutaminase. A
glutamina é absorvida no intestino delgado e concentra-se, principalmente, na
musculatura esquelética. Dos 6rgaos que consomem glutamina, o intestino € o

principal, direcionando sua utilizagao na produgéo de energia.

Diversos estudos comprovam que o aminoacido € importante substrato
oxidativo em enterdcitos e colondécitos (ARDAWI; NEWSHOLME, 1985; SOUBA;
SMITH; WILMORE, 1985; SOUBA, 1991; WINDMUELLER, 1982). No entanto, essas
células apresentam dependéncia importante de fontes exégenas de glutamina para
0 seu metabolismo. Isso resulta da relativa auséncia de glutamina-sintetase no TGl,
associada a presenca de glutaminase com atividade intensa no intestino delgado e
intermediaria no célon (ELIA; LUNN, 1997).

A glutamina mantém relacédo estreita com os eventos cicatriciais. Participa
como substrato da gliconeogénese, fornecendo energia para as células inflamatérias
e estimulando a resposta imune precoce. E essencial na proliferagdo linfocitica e
importante precursora da sintese de nucleotideos em fibroblastos e macréfagos
(WILLIAMS; BARBUL, 2003). Além disso, alguns dos seus metabdlitos finais
(hidroxiprolina, y-aminobutirato e glutationa) fazem parte da estruturacdo da
molécula do colageno (HALL; HELL; MCCAULEY, 1996).

Estados de hipercatabolismo e desnutricdo levam a deplecdo dos depdsitos
de glutamina. Nessas condigbes, a producdo de glutamina ndo alcanga as
necessidades da demanda, ha diminuicdo dos niveis plasmaticos do aminoacido e o
organismo recupera glutamina a partir do consumo protéico da musculatura
esquelética. Esta caracteristica levou alguns pesquisadores a classificarem esse

aminoacido como condicionalmente essencial (LACEY e WILMORE, 1990).

Demetriades et al. (2000) realizaram estudo comparando os efeitos da

administracdo poés-operatéria precoce de trés dietas enterais diferentes sobre a
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cicatrizagdo de anastomoses colénicas em ratos. Sessenta ratos foram submetidos
a anastomoses colbnicas e divididos em quatro grupos, conforme o tipo de
suplementagao pés-operatéria. Grupo A (n=15) — solucgao glicosada. Grupo B (n=15)
— nutricdo completa balanceada. Grupo C (n=15) — suplementagdo com fibras.
Grupo D (n=15) — suplementagcdo com glutamina. Os ratos foram sacrificados no 7°
PO. As pressbes de ruptura foram estatisticamente maiores nos grupos C e D,
quando comparadas as pressdes dos grupos A e B (p<0,05). Entretanto, ndo houve
diferenga estatistica entre os grupos C e D (p>0,05). Os autores concluiram que a
nutricdo enteral pds-operatéria precoce melhora a cicatrizagdo de anastomoses
colbnicas em ratos, sendo este efeito mais evidente quando a suplementagao

contém fibras ou glutamina.

Costa et al. (2003) estudaram os efeitos da suplementacao de glutamina na
cicatrizacdo de anastomoses colénicas em ratos. O animais foram randomizados
para receber diariamente, por sete dias antes da cirurgia e durante o periodo pdés-
operatorio, L-glutamina 10% (GLN) ou glicina 10% (GLY). Os autores observaram
melhora na for¢ca maxima de ruptura no grupo GLN (0,068 + 0,045kgf VS. 0,042 +
0,027kgf, P=0,04), com aumento da percentagem de area de colageno maduro
(58,65 £ 11,70 vs. 41,79 £ 10,54, P = 0,0000), das anastomoses colénicas no 3° e 8°

PO em ratos.

Schmitz, Campos e Camilo (2006) avaliaram os efeitos da glutamina em
anastomoses colonicas de ratos previamente desnutridos. Os animais foram
divididos em trés grupos: glutamina, glicina e controle. O grupo glutamina néao
mostrou vantagem adicional sobre o grupo glicina em relagdo aos parametros de
avaliagdo do processo cicatricial, mas ambos o0s aminoacidos aumentaram
significativamente a forca maxima de tracdo e deposi¢cdo de colageno tipo Il em

relagdo ao grupo controle.

Entretanto, alguns trabalhos apresentaram resultados diferentes. Figueiredo
et al. (2009) avaliaram o efeito da suplementacao nutricional com glicina e glutamina
na epitelizacdo da mucosa colbnica, tamanho da area de cicatriz, fibroplasia e
resisténcia ténsil da anastomose intestinal, apds colectomia parcial. Quarenta e
cinco coelhos foram divididos em cinco grupos, de acordo com o tipo de suplemento.

Dois animais morreram em cada grupo por causas diversas. Grupo 1 (n=9) —
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suplementacdo com glutamina durante seta dias antes e cinco dias apds a
operagao. Grupo 2 (n=9) — suplementagdo com glicina durante sete dias antes e
cinco dias apds a operacao. Grupo 3 (n=9) — suplementagdo com glutamina durante
cinco dias apos a operacao. Grupo 4 (n= 9) - suplementagdo com glicina durante
cinco dias apds a operagdo. Grupo 5 (n=9) — sem suplementacdo alimentar. A
resisténcia da anastomose foi medida por meio de presséo de ruptura por insuflacéo
de ar intraluminar. Como resultados, observaram que o Grupo 2 foi o Unico que
apresentou valores de ruptura superiores aos do Grupo 5 (p<0,05). Nao houve
diferenca entre os grupos quanto aos aspectos histolégicos estudados. Concluiram
que a suplementagéo oral com glicina, no periodo pré e pds-operatorio, aumenta a

resisténcia ténsil anastomotica colbnica apds colectomia parcial em coelhos.

2.4.2 Arginina

A arginina, um aminoacido dibasico, participa da constituicdo de diversas
proteinas do organismo humano e esta envolvida com a sintese de uréia, oxido
nitrico (NO), poliaminas e fosfato de creatina. Suas fontes podem ser exdgenas ou
enddgenas, sendo seu maior precursor a citrulina, obtida a partir dos aminoacidos
prolina, glutamato e glutamina no intestino (WU, 1998). Apds a ingestéo de arginina,
40% sofre degradacgao intestinal pela arginase e o restante é absorvido via portal
(SITREN; FISCHER, 1977). O catabolismo protéico ndo contribui para a produgao
de arginina e Oxido nitrico e, por isso, em situagdes de estresse grave, ha
necessidade de suplementacao de arginina (WILLIAMS; BARBUL, 2002; WITTE et
al., 2002).

A arginina pode modular importantes atividades bioldgicas, fungdes
metabdlicas e imunologicas. O organismo, sob condi¢des de trauma grave,
necessita de maior quantidade desse nutriente, que passa a ser classificado como
aminoacido condicionalmente essencial (WITTE; BARBUL, 2003; STECHIMILLER;
CHILDRESS; COWAN, 2005).
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O metabolismo da arginina ocorre por meio de diversas vias, sendo as
principais a do NO e da arginase. Ambas as vias ocorrem nos locais de cicatrizagao,

levando a deplecéo dos estoques de arginina (BOUTARD et al., 1995).

A arginina participa na sintese protéica, como substrato no ciclo da uréia e
producao de NO. Também ¢é substrato para ornitina, precursora de poliaminas e
outras moléculas envolvidas na cicatrizagdo e regeneracédo tecidual (MILLS, 2001).
A arginina age, indiretamente, na indugdo da secrecdo do fator de crescimento
insulina simile (IGF-1), importante proteina para o crescimento celular. O IGF-1
induz a enzima ornitina descarboxilase, fator limitante na sintese de poliaminas,
fundamental na divisdo, diferenciagcado e crescimento celular (ZALOGA et al., 2004;
LANGKAMP-HENKEN et al., 1998). As poliaminas sado importantes para
angiogénese e apresentam funcdes antioxidantes ao proteger as células de danos
decorrentes do estresse oxidativo (IGARASHI; KASHIWAGI, 2000) (Figura 2).

Fator de crescimento Poliaminas Prolina
anadlogo a insulina 1 —-—-———F”'T
4
Hormoénio de orniti
Crescimento e Glutamato
Prolactina
Insujjina (@"' ;
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da N
Secretagogo Oeals Citrulina ,\
Dieta
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Glutamato
Prolina
Dieta
Arginina + Creatina

FIGURA 2 — METABOLISMO DA ARGININA.
FONTE — CORREA NETO (2008)

Durante o processo de cicatrizagao, a degradacao da arginina € direcionada

para duas diferentes vias, via 6xido nitrico sintase (NOS) e via arginase (ABD-EL-
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ALEEM et al., 2000). A sintese maxima de NOS ¢é 24 a 72 horas apds o trauma e
tem como produto final o NO e citrulina (SINGER; CLARK, 1999; FRANK et al.,
2002). O NO age no aumento da permeabilidade vascular e angiogénese. Possui
agao citotoxica na eliminagcao de bactérias presentes no local da ferida e induz a
formacao de colageno, quando produzido por fibroblastos (SCHAEFFER et al., 1999;
WITTE; BARBUL, 2003).

A via arginase ocorre 72 horas apos o trauma, com a diminui¢do na produgéo
de NO. Existem 2 tipos de arginase, a arginase tipo | € muito expressa no citoplasma
hepatico e participa do ciclo da uréia, enquanto a enzima arginase tipo Il é de
localizacdo mitocondrial no tecido extra-hepatico (EVOY; LIEBERMAN; FAHEY,
1998; ZALOGA et al.,, 2004), sendo que ambas participam na degradagao de
arginina em ornitina. A arginase | apresenta maior atividade na producdo de
poliaminas enquanto a arginase |l esta direcionada para sintese de arginina em
ornitina, prolina e glutamato (SHI et al., 2002; WITTE; BARBUL, 2003).

O efeito da suplementagdo de arginina ndo esta relacionado ao aumento na
producdo de NO, embora exista aumento nos niveis plasmaticos de arginina e
metabdlitos do NO, provavelmente pelo aumento da hidroxiprolina (WU et al., 1999).
A deficiéncia de arginina plasmatica nao influencia diretamente a diminuicdo da
sintese de NO, sugerindo que o pool de arginina endogena seja suficiente para a
sintese de NO (CASTILLO et al., 1995).

Evidéncias sugerem que a agao da arginina sobre a sintese de colageno
ocorra por meio da sintese de NO (SHI et al., 2002), embora, a sintese de colageno
pelos fibroblastos ndo ocorra em concomitancia com a indugdo de sintese de NO
(WITTE; BARBUL, 2002). O NO pode afetar também o processo cicatricial ao
participar na regulacdo de algumas metaloproteinases geradas por fibroblastos e
expressas durante a fase de remodelamento, além de influenciar a agdao de
macrofagos e fibroblastos (FRANK et al., 2002). Assim, a fungdo da arginina na
cicatrizagao é, em parte, dependente do NO (AGREN; FRANZEN, 1990).

Barbul et al. (1985) avaliaram os efeitos da infusdo endovenosa de arginina
no processo de cicatrizacdo da pele e na funcdo imune do timo, em ratos.
Observaram aumento na forca de tracdo das feridas, assim como aumento na
concentracdo de hidroxiprolina, no grupo que recebeu maiores quantidade de

arginina. Este mesmo grupo apresentou melhora da fungédo do timo, avaliada pelo
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aumento de peso do 6rgdo e aumento do numero de linfécitos circulantes. Os
autores concluiram que a infusdo de arginina poderia melhorar o processo de

cicatrizacao de feridas e o sistema imune, em ratos.

Nirgiotis, Hennessey e Andrassy (1991) avaliaram a cicatrizagdo e a fungao
imune, em ratos, mediante quantificacdo de hidroxiprolina, medida da forca de
ruptura de ferida em dorso, pesagem do timo e do bago. Provocaram quadro séptico
pela injecado intraperitoneal de Streptococcus pneumoniae. Os resultados foram
favoraveis ao grupo suplementado com arginina, pois este grupo apresentou
maiores niveis séricos de albumina e proteina, maiores dimensdes de timo e peso
do bacgo. As medidas de excregao total de nitrogénio, balango nitrogenado e ganho
de peso também indicaram maior retengcdo de nitrogénio no grupo suplementado
com a arginina. As quantidades de hidroxiprolina, obtidas nas esponjas implantadas
no dorso dos ratos, ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos. O
grupo suplementado com arginina apresentou maiores forgas de ruptura. Medidas
da imunidade, como a ativacdo de mitoses em linfocitos estimulada por fito-
hemaglutinina e concavalina, morte de bactérias por macrofagos peritoneais, indice
de quimiotaxia de macréfagos, evidenciaram efeitos benéficos no grupo
suplementado. Os autores concluiram que a suplementagdo com arginina € benéfica
em animais sépticos.

Shashidharan et al. (1999) analisaram, em estudo experimental, a influéncia
da suplementagdo dietética com arginina sobre a cicatrizagdo colénica de
anastomoses de ratos. Foram utilizados trés grupos, cada um com 42 animais, que
receberiam 0%, 1% e 3% de arginina no periodo de trés dias antes e trés dias apds
a cirurgia. Foi realizada secgdo do cdélon transverso, com anastomose término-
terminal. Em cada grupo foram sacrificados 14 animais no 6°, 10° e 14° PO. Presséao
de ruptura e critérios histologicos (inflamacédo e colageno) foram analisados. As
médias de pressdo de ruptura foram menores no 6° PO no grupo 0% arginina em
relacdo aos grupos 1% e 3% (p<0,0005). No 10° e 14° PO nao foram observadas
diferencas na pressao de ruptura entre os grupos suplementados com arginina. A
pressao de ruptura foi significativamente menor no 6° PO quando comparada aos
10° e 14° PO nos grupos suplementados com arginina. Nao houve diferenga
importante na analise histologica de inflamagdo e colageno entre os grupos. Os

autores concluiram que a suplementagdo com arginina melhora a forga de ruptura
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de anastomoses colbnicas de ratos em relagdo a n&o suplementagéo. Arginina a 3%
nao tem vantagens sobre a arginina a 1% em relagdo a for¢a de ruptura no 6°, 10° e
14° PO.

Shi et al. (2007) estudaram a suplementacéo parenteral de arginina sobre a
cicatrizacdo em ratos com quadros de trauma e choque. Quarenta e oito animais
foram divididos em 2 grupos: trauma e choque antes da realizagcdo de ferida
cirurgica (n=24); sem trauma ou choque (n=24). Todos os animais foram submetidos
a incisdo cutanea dorsal, com implantagdo de esponjas. Metade dos animais de
cada grupo recebeu arginina por injecdo intra-peritoneal, enquanto os outros
receberam injecbes de solugédo salina. Os animais foram sacrificados no 10° PO.
Observaram que o trauma e o choque diminuiram a for¢ca de tensédo da ferida, com
diminuicdo de deposigédo de colageno. Arginina aumentou significativamente a forga
de tenséo (19%) e a deposicao de colageno (21%), tanto nos grupos controle quanto
nos submetidos a trauma/choque, quando comparada a injecdo de solugao salina
isotbnica. Mas, o tratamento com arginina ndo aumentou a concentragdo de oxido
nitrico nas feridas ou no plasma. Assim, os autores concluiram que a cicatrizacao é
prejudicada pelo trauma/choque, mas pode apresentar resultados melhores com a

suplementac&o com arginina.

Corréa Neto et al. (2008) analisaram o efeito da suplementagédo dietética
perioperatoria de arginina na cicatrizagdo das anastomoses colbnicas em ratos.
Foram utilizados 47 ratos, divididos em trés grupos: suplementacdo com arginina a
10%; solugéo de aminoacidos a 10%; solugao salina isoténica. A suplementacéo foi
realizada por meio de gavagem, por sete dias antes e quatro dias apds a cirurgia.
Foram realizadas duas anastomoses colénicas, e o sacrificio foi no 5° PO. As
anastomoses foram analisadas através de medidas de tracdo, densitometria do
colageno e estudo imunoistoquimico (presenca de miofibroblastos e
neovascularizagao). A tragdo maxima foi significativamente maior no grupo
suplementado com aminoacidos quando comparado ao grupo salina (P=0,04), mas
ndo em relagcdo ao grupo arginina. Quanto a forca maxima de tragcdo, houve
diferenga significativa entre o grupo aminoacido e o grupo salina (P=0,04), mas n&o
em relagcédo ao grupo arginina. A forga de ruptura total evidenciou valor maior para o
grupo aminoacido em relagdo ao grupo arginina (P=0,05). Nao foram observadas

diferengas significativas entre os grupos em relagdo a concentracdo de colageno,
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contagem de vasos sanguineos ou miofibroblastos. Os autores concluiram que a
administracao de solugdo contendo 20 aminoacidos se mostrou mais efetiva do que
a administracéo isolada de arginina nas provas de tragdo das anastomoses

colbnicas.

Entretanto, os beneficios da suplementagao nutricional com arginina sobre a
cicatrizacdo ainda sao duvidosos. Naderpour et al. (2008) avaliaram os efeitos da L-
arginina sobre a cicatrizagcdo cutanea. Utilizaram trés grupos de ratos: (1) L-arginina
a 2%, diluida em &agua, trés dias antes e sete dias apdés a cirurgia; (2)
suplementagao com L-arginina por trés dias, antes da cirurgia; (3) grupo controle,
sem suplementagdo com L-arginina. Realizaram feridas padronizadas no dorso dos
animais, sendo o didametro e a profundidade aferidas diariamente. Observaram que o
grupo 1 apresentou menor porcentagem de fechamento da ferida no 7° PO, quando
comparado aos outros dois grupos (p<0,05). Houve maior depdsito de colageno nas
feridas dos grupos 2 e 3, no 7° PO. Assim, concluiram que a administracao de L-
arginina em agua a 2%, por trés dias antes e sete dias apos feridas cutaneas, pode

diminuir as taxas de cicatrizagdo e deposigédo de colageno.

Os efeitos da suplementacdo com arginina também foram avaliados em

estudos clinicos.

Kirk et al. (1993) realizaram estudo randomizado, duplo cego, para investigar
os efeitos da suplementagdo oral com arginina sobre a cicatrizagdo e funcdo de
células-T em humanos idosos. Trinta pacientes, sadios, com mais de 65 anos, foram
divididos em dois grupos: (1) n=15, suplementacéao diaria com 30mg de aspartato de
arginina (17mg de arginina), por duas semanas; (2) n=15, placebo. A resposta
fibroblastica e a concentragdo de hidroxiprolina foi avaliada por meio de cateter
subcuténeo na regido do deltdide direito dos pacientes. Epitelizagao foi avaliada por
meio de ferida de 2x2cm, na face lateral da coxa dos pacientes. Linfocitos
circulantes foram avaliados no inicio do estudo e no final da suplementagdo com
arginina. O grupo 1 apresentou maiores concentragdes de hidroxiprolina, mas néo
apresentou melhores taxas de reepitelizagdo das feridas cutdneas. O numero de
linfocitos foi maior no grupo 1. Assim, os autores concluiram que a suplementagao
com arginina pode melhorar o processo de cicatrizagdo e o sistema imune em

pacientes idosos.
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Luis et al. (2004), em estudo clinico randomizado, investigaram a utilizacdo de
suplementagao pos-operatéria com arginina em pacientes com cancer de cabecga e
pescoco. Noventa pacientes foram divididos em dois grupos: A - formula com
arginina e fibras (n=45); B - formula isonitrogenada e isocaldrica, com fibras mas
sem arginina. As complicagdes infecciosas pds-operatérias foram similares nos dois
grupos (A=4%, B=9%, ns). Complicagbes da ferida cirurgica, como fistulas, foram
menos frequentes no grupo suplementado com arginina (A=5%, B=11%, p<0,05). O
tempo de hospitalizacdo foi menor no grupo A do que no grupo B (p<0,05). Os
autores concluiram que férmulas enriquecidas com arginina melhoram as taxas de
fistulas, com diminuicdo do tempo de hospitalizagdo, em pacientes submetidos a

cirurgia por cancer de cabecga e pescogo.

2.4.3 Acidos graxos 6mega-3

Dois grupos de acidos graxos sao considerados essenciais: 0s acidos graxos
Omega-3 (ou w-3), representados pelo acido alfa-linolénico, e os acidos graxos
Omega-6 (ou w-6), representados pelos acidos linoleico e araquiddnico. Os acidos
graxos essenciais de cadeia longa, acido araquidonico (w-6), acido
eicosapentaenoico (w-3) e acido docosaexaenoico (w-3), fazem parte da estrutura
dos fosfolipideos, que sdo componentes importantes das membranas e da matriz
estrutural de todas as células. Além de papel estrutural, esses lipideos podem
também modular a fungdo celular ao atuarem como mediadores intracelulares da
transducédo de sinais e como moduladores das interagdes entre células (RUTHIG;
MECKLING-GILL, 1999).

A composigao dos fosfolipideos de membranas na forma de acidos graxos &,
em parte, determinada pela composicdo dos acidos graxos w-3 e w-6 da
alimentacdo. Dessa forma, a composi¢gdo da gordura alimentar pode influenciar
varias fungdes relacionadas a membrana, como ligacdo de hormodnios e atividades

associadas a enzimas e transportadores. Na dieta ocidental tipica, a proporgao w-6:
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w-3 varia de aproximadamente 10:1 a 30:1, muito diferente de 1:1 a 2:1 que se
acredita ter sido a proporc¢ao na dieta de populagdes mais antigas (MCDANIEL et al.,
2008).

Algumas acbes dos acidos graxos w-3 foram descritas: supressdao da
biossintese dos eicosanoides derivados do acido araquidbnico, o que resulta em
atenuacado da resposta imunoldgica as células tumorais e modulagédo da inflamacgéo;
impacto na proliferacdo celular, na apoptose e na angiogénese; influéncia na
atividade do fator de transcricdo nuclear, na expressdo génica e nas vias de
transdugdo de sinais, levando a mudangas no metabolismo celular, crescimento e
diferenciagcao das células; alteragdo na produgao de radicais livres; e envolvimento
em mecanismos diretamente relacionados a sensibilidade a insulina e a fluidez das
membranas (RUTHIG; MECKLING-GILL, 1999; MCDANIEL et al., 2008;
WAITZBERG; TORRINHAS, 2009).

Uma das mais importantes fungdes dos acidos graxos w-3 e w-6 é
relacionada a conversdo enzimatica em eicosandides. Os eicosandides modulam a
resposta inflamatoria e a resposta imunolégica, além de terem papel importante na
agregacao plaquetaria, no crescimento e na diferenciagéo celular. A producdo de
eicosandides comegca com a liberagdo dos acidos graxos poli-insaturados da
membrana fosfolipidica pela acdo de varias fosfolipases. Liberados da membrana,
esses acidos graxos servem como substratos para cicloxigenases, lipoxigenases e
citocromo P450 monoxigenase. Cicloxigenases e lipoxigenases agem nos acidos
graxos, produzindo prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. As prostaglandinas
da série dois, produzidas a partir do acido aracdbnico, tendem a ter agéo pro-
inflamatdria e proliferativa na maioria dos tecidos. As prostaglandinas da série trés,
produzidas a partir do acido eicosapentaendico, tém efeito inflamatdrio e proliferativo
menor, atenuando a resposta inflamatéria (JONES; HEYLAND, 2008; TODD et al.,
2008).

A adicdo de w-3 limita os efeitos pro-inflamatérios por meio da diminuigdo da
conversao de acido linoléico em acido aracdbénico. Além disso, acidos graxos w-3
substituem os w-6 na membrana celular fosfolipidica, levando a diminuicdo da

producao de eicosandides pro-inflamatorios (como prostaglandina E2 e leucotrienos
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B4) e promovendo aumento da producdo de eicosandides com menor potencial

inflamatdrio (como tromboxano e prostaglandina E3) (TODD et al., 2008).

Pontes-Arruda, Aragdo e Albuquerque (2006) avaliaram a agao
suplementacao enteral enriquecida com acido eicosapentaendico (EPA), acido -
linoléico (AGL) e vitaminas anti-oxidantes sobre a mortalidade de pacientes com
sepse grave ou choque séptico, em ventilagdo mecanica. Incluiram 165 pacientes,
randomizados em dois grupos: (1) dieta enriquecida com EPA, AGL e antioxidantes
por quatro dias; (2) dieta controle isonitrogenada e isocal6rica por quatro dias. Os
pacientes foram monitorizados por 28 dias. Houve diminuicdo da mortalidade no
grupo 1, quando comparado ao grupo 2, com reducao de risco absoluto de 19,4%
(p=0,037). Os pacientes do grupo 1 também apresentaram menos dias de ventilagao
mecanica, menos dias em unidade de terapia intensiva e menor desenvolvimento de

disfuncao de 6rgaos.

Pontes-Arruda et al. (2008) realizaram metanalise para determinar a
efetividade de dietas especializadas enriquecidas com acido eicosapentaendico
(EPA), acido ¥-linoléico (AGL) e vitaminas anti-oxidantes na oxigenacéo e resultados
clinicos de pacientes com injuria pulmonar aguda e sindrome da angustia
respiratoria aguda. Trés estudos controlados e randomizados, somando 411
pacientes, foram incluidos. Foi observada redugao significativa da mortalidade, com
reducdes significativas no desenvolvimento de insuficiéncias organicas, tempo de
ventilagdo mecanica, tempo em unidade de terapia intensiva em pacientes que

receberam EPA, AGL e anti-oxidantes.

2.4.4 Nucleotideos

Nucleotideos sdao componentes intra-celulares de baixo peso molecular,
necessarios para a sintese de DNA (acido desoxirribonucléico) e RNA (acido

ribonucléico). Os nucleotideos dietéticos sofrem influéncia do trato digestivo e sao
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quebrados em nucleosideos e suas bases, que sao absorvidos. A utilizacido de
suplementacado dietética com nucleotideos aumenta a sintese protéica, estando
envolvido na regulacédo de diversas respostas imunes mediadas por células T. Além
disso, auxiliam na restituicdo da funcado imune prejudicada por perdas protéicas
(VAN BUREN; KULKARNI; RUDOLPH, 1994).

Os nucleotideos dietéticos sdo importantes para o desenvolvimento, a
manutengao e o reparo intestinal. Estdo envolvidos também nos sistemas de defesa,
metabolismo lipidico neonatal e bio-disponibilidade de ferro (LELEIKO; WALSH,
1995). Em individuos saudaveis, a quantidade absorvida na dieta é de 1-2g/dia. Em
situagdes de estresse as necessidades estdo aumentadas e a falta leva a perda da
funcado dos linfécitos T e diminuigdo dos niveis de interleucina-2 (SUCHNER; KUHN;
FURST, 2000).

Em estudo com modelo animal, a administracio de RNA melhorou
significativamente a resposta imune, com aumento da sobrevida em quadros
sépticos, enquanto uma dieta sem nucleotideos resultou em diminuicdo de
interleucina 2, diminuigdo da imunidade celular e reduziu a resisténcia a infecgao
(FANSLOW et al., 1988).

Entretanto, Heyland, Cook e Guyatt (1994), em estudo de revisdo da
literatura, concluiram que ainda ha poucas evidéncia que indiquem o uso rotineiro de
suplementagao alimentar com nucleotideos de forma isolada na prevencado de

complicagdes infecciosas em pacientes gravemente enfermos.

2.4.5 Zinco

Deficiéncias pré-existentes de micronutrientes, especialmente de zinco, ferro
e selénio, sao frequentes em pacientes criticos. Além disso, deficiéncias podem
ocorrer devido a administracdo inadequada ou inapropriada de micronutrientes

durantes a terapia nutricional, ou por causa do aumento da necessidade ou aumento
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das perdas corporais. Estas deficiéncias podem afetar negativamente varios
processos bioldgicos, levando a disfungdes organicas, alteragao do sistema imune e
prejuizo a cicatrizagao de feridas (SRIRAM; LONCHYNA, 2009).

O zinco esta envolvido em diversos processos metabdlicos, sendo essencial a
integridade estrutural das proteinas. E componente de mais de 250 metaloenzimas,
como piruvato desidrogenase, fosfatase alcalina, DNA e RNA polimerases (HARDY;
MENENDEZ; MANZANARES, 2009).

O zinco tem importante papel na manuten¢ao da fungdo imune, na promogao
da cicatrizagao de feridas e na manutengao da integridade da mucosa intestinal. A
deficiéncia de zinco esta associada a redugao da concentragao de IGF-1 e reducéao
nas taxas de sintese protéica. Em certas condigcbes, a deficiéncia de zinco pode
ocorrer com maior facilidade, como nos pacientes grandes queimados, nos casos de
pancreatite grave e em pacientes com perda excessiva de fluidos gastrointestinais. A
excregao urinaria de zinco aumenta com o grau de estresse catabdlico. A
suplementacédo de zinco pode ser importante em pacientes graves, mas com
monitorizagdo regular dos niveis séricos deste metal (O'LEARY; COAKLEY, 1996;
NEWSHOLME; HARDY, 1997).

Agren et al. (2008) investigaram os efeitos de injecdes intra-peritoneais de
zinco na cicatrizagao colénica em ratos. Sessenta animais foram divididos em quatro
grupos de 15 animais: (1) uma inje¢do com zinco no pré-operatorio imediato e
injecbes com zinco no 1° e 2° PO; (2) uma injecdo com zinco no pré-operatorio
imediato e injegbes com zinco do 1° ao 4° PO; (3) uma injecdo com solugéo salina
isoténica (SSI) no pré-operatorio imediato e inje¢des de SSI no 1° e 2° PO; (4) uma
injecdo com SSI no pré-operatdrio imediato e injecbes com SSI do 1° ao 4° PO. A
forca de tracdo das anastomoses col6nicas foi semelhante entre os grupos 1 e 3,
assim como nos grupos 2 e 4. Os autores concluiram que a suplementagéo
parenteral de zinco ndo melhorou a cicatrizacdo de anastomoses colOnicas em

ratos.

Binnebdsel et al. (2009) avaliaram a influéncia da deficiéncia de zinco na
cicatrizacdo de anastomoses colbnicas em ratos. Quarenta ratos foram
randomizados em dois grupos: (1) deficiéncia de zinco (n=20); (2) sem deficiéncia de

zinco (n=20). Em cada animal, uma anastomose no cdélon transverso foi realizada.
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No 7° PO, os animais foram sacrificados. Em cada grupo, uma fistula anastomotica
foi observada. A expressao de metaloproteinases 2, 9 e 13 foi significativamente
maior, e a expressao de Ki76 foi significativamente menor no grupo 1. Observou-se
que a relagao dos tipos de colageno I/lll foi menor no grupo 1. Os autores
concluiram que a deficiéncia de zinco aumenta a atividade de metaloproteinases (2,

9 e 13), levando a redugéao da relagéo dos tipos de colageno /111

2.4.6 Selénio

O selénio € um oligoelemento essencial, com fungdes anti-oxidantes e
imunoldgicas. Tem papel importante no sistema de defesa em condi¢des de
inflamacao sistémica aguda, sendo co-fator de enzimas anti-oxidantes, como a
glutationa peroxidase e a tioredoxina redutase. Este metal esta envolvido no sistema
imune, funcido cerebral e tireoidiana, e protecdo contra doencas cardiovasculares
(HARDY; MENENDEZ; MANZANARES, 2009).

O selénio é incorporado a seleno-proteina P, a principal seleno-enzima do
plasma, que é responsavel por 60% do selénio total no plasma. Outros 30% estao
na glutationa peroxidase, 6% a 10% na albumina e menos de 1% encontra-se livre

na circulagao.

A disponibilidade de diversos oligoelementos € modificada em situagdes
criticas. A sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS) esta associada a re-
distribuicdo de oligoelementos da circulagdo para os tecidos, para a sintese de
proteinas e proliferacéo de células do sistema imune. Isto pode explicar a diminui¢ao
sérica de selénio, glutationa peroxidase e seleno-proteina P em pacientes com
SIRS. Baixos niveis de selénio sérico estdo relacionados a complicacoes
infecciosas, piora de insuficiéncias organicas e aumento nas taxas de mortalidade.
Como outros micronutrientes, os niveis de selénio diminuem primariamente devido a

distribuicdo em diferentes compartimentos corporais e devido as perdas para o
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compartimento intersticial por extravasamento capilar. Além disso, perdas por
fluidos, hemodiluicao, terapias dialiticas e reposi¢ao inadequada contribuem para a
diminuicdo da concentracdo corporal de selénio (MAEHIRA et al., 2002;
MANZANARES; HARDY, 2009).

Angstwurm et al. (1999) avaliaram os efeitos da reposicdo de selénio na
morbidade e mortalidade de pacientes com sindrome da resposta inflamatoria
sistémica (SIRS). Quarenta e dois pacientes com SIRS por quadros infecciosos, e
APACHE (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation) Il minimo de 15 foram
divididos em 2 grupos: (1) reposicdo endovenosa de selénio, por meio de selenito de
sodio, por 9 dias, no total de 975 microgramas; (2) grupo controle, com reposicao
endovenosa de selenito de sodio, no total de 35 microgramas. Nos pacientes do
grupo 1, os niveis séricos de selénio e glutationa peroxidase se normalizaram em
trés dias, enquanto no grupo 2 as duas variaveis permaneceram significativamente
mais baixas (p<0,0001). O indice APACHE Ill diminuiu nos dois grupos, mas mais
significativamente no grupo 1. Mortalidade total do grupo 2 foi de 52% vs. 33,5% no

grupo 1 (p=0,13).

Angstwurm et al. (2007) estudaram a reposi¢cao de selénio em pacientes com
sepse grave e choque séptico. Foram incluidos 249 pacientes com SIRS, sepse,
choque séptico, e APACHE Il maior que 70. Os pacientes receberam inicialmente
1000 microgramas de selenito de sodio, endovenoso, seguido de 1000 microgramas
por 14 dias ou placebo. Onze pacientes foram excluidos por diversos motivos. Por
meio da analise pela intencao de tratar, a taxa de mortalidade no grupo placebo foi
de 50% e de 39,7% no grupo suplementado com selénio (p=0,109). Quarenta e nove
pacientes foram excluidos por quebra de protocolo. No grupo em estudo, com 92
pacientes, a taxa de mortalidade foi de 42,4%, enquanto a mesma taxa foi de 56,7%
no grupo placebo (p=0,049). Concluiram que o tratamento adjuvante com altas
doses de selénio diminui a taxa de mortalidade de pacientes com sepse grave ou

choque séptico.
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2.5 IMUNONUTRIGAO EM SITUAGCOES CRITICAS

Diversos estudos analisaram os efeitos de dietas imunomoduladas, em

diferentes momentos de administracao, sobre quadros criticos.

Bower et al. (1995) analisaram a utilizagao de nutricado enteral precoce, com
férmula enriquecida com arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos, em unidade de
terapia intensiva (UTI). Incluiram 316 pacientes, que foram admitidos em UTI por
causa de trauma, cirurgia ou sepse, com APACHE Il maior ou igual a 10. Os
pacientes foram randomizados em dois grupos: (1) n=168, dieta enteral
imunomodulada; (2) n=158, férmula controle padrdo. Nao houve diferenca estatistica
em relagdo ao balango nitrogenado nos dois grupos, no dia 4 e 7. A taxa de
mortalidade foi similar entre os dois grupos. Entretanto, o grupo 1 apresentou menor
tempo de hospitalizagdo e menos complica¢des infecciosas, principalmente entre os

pacientes sépticos.

Atkinson, Sieffert e Bihari (1998) avaliaram os efeitos da imunonutricdo
enteral sobre a mortalidade hospitalar e o tempo de internagdo, em paciente
criticamente enfermos. Realizaram trabalho prospectivo, randomizado, duplo cego,
controlado, que incluiu 398 pacientes, divididos em dois grupos: (1) suplementacéo
enteral com dieta enriquecida com arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos; (2)
controle com dieta enteral isocalorica e isonitrogenada. Nao foram observadas
diferengas significativas nas taxas de mortalidade entre os dois grupos. Entretanto,
quando foram avaliados subgrupos de pacientes, observou-se diminuicdo na
necessidade de ventilagdo mecanica e no tempo de hospitalizagdo nos pacientes
que receberam imunonutricdo precoce (dentro dos trés primeiros dias). Assim, os
autores concluiram que a administracdo enteral de imunonutrientes ndo afeta a
mortalidade da populagao geral de pacientes criticos. Entretanto, quando a nutricao

pode ser administrada precocemente, ha diminuicido da morbidade.

Heys et al. (1999) apresentaram metanalise com 11 estudos controlados e
randomizados, comparando terapia enteral suplementado com arginina, acidos

graxos w-3 e nucleotideos com terapia enteral padrdo. Avaliaram os efeitos na
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morbidade e mortalidade, assim como tempo de hospitalizagdo. Foram incluidos
1009 pacientes considerados criticos ou submetidos a cirurgia por céancer.
Encontraram diminuicdo de complicagdes infecciosas e tempo de internagdo nos
pacientes criticos que utilizaram dieta imunomodulada em comparagado com a dieta
padrao. Resultados similares foram documentados entre pacientes submetidos a
cirurgia por cancer. Entretanto, ndo houve diferenga significativa entre os grupos em
relagdo a pneumonia ou oObito. Os autores concluiram que a suplementacdo com
dieta imunomodulada reduz significativamente o risco de complicagdes infecciosas e
tempo de internagcdo em pacientes criticos e com cancer gastrointestinal, mas sem

efeito nas taxas de 6bitos.

Beale, Bryg e Bihari (1999) realizaram metanalise com o objetivo de verificar
se nutricdo enteral com dieta imuno-enriquecida traria beneficios a pacientes criticos
apds trauma, sepse ou cirurgia de grande porte. Doze estudos controlados e
randomizados, comparando pacientes que receberam dieta enteral padrdo com
pacientes que receberam dieta imunomodulada com arginina, acidos graxos w-3 e
nucleotideos, foram analisados, totalizando 1482 pacientes. Foram verificadas taxas
de mortalidade, infecg¢ao, dias de ventilagdo mecanica, tempo de unidade de terapia
intensiva, tempo de hospitalizacdo. Nao houve efeito da imunonutricdo sobre a
mortalidade. Entretanto, houve reducao significativa da taxa de infec¢do, dias de

ventilagdo mecénica e tempo de hospitalizagdo no grupo com dieta imunomodulada.

Galban et al. (2000) avaliaram os efeitos da nutricdo enteral suplementada
com arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos em pacientes sépticos, em unidade
de terapia intensiva. Foram incluidos 181 pacientes, com APACHE Il maior ou igual
a 10, divididos em dois grupos: (1) dieta enteral enriquecida com imunonutrientes;
(2) grupo controle com nutricdo enteral com altas concentragbes de proteinas. A
mortalidade no grupo 1 foi menor do que no grupo 2 (p<0,05). Bacteremia também
foi menor no grupo 1, quando comparada ao grupo 2 (p=0,01). Entre os pacientes do
grupo 1, os beneficios nas taxas de mortalidade foram maiores nos pacientes com
APACHE entre 10 e 15. Os autores concluiram que a nutricdo enteral
imunomodulada reduz as taxas de mortalidade e infecgdo em pacientes sépticos,
admitidos em unidade de terapia intensiva. Estes resultados foram melhores em

pacientes com doenga menos grave.
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Heyland et al. (2001) avaliaram a relagao entre nutricao enteral suplementada
(glutamina, arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos), complica¢des infecciosas e
taxa de mortalidade. Realizaram trabalho de revisdo, que incluiu 22 estudos
randomizados, abrangendo 2419 pacientes criticos, cirurgicos ou nao. Imunonutricao
foi associada a menores taxas de complicacdes infecciosas, sem alteracbes nas
taxas de mortalidade. Os autores concluiram que a imunonutricdo pode diminuir as

taxas de complicagdes infecciosas, mas nao alteram a mortalidade.

Montejo et al. (2003) realizaram revisdo sistematica sobre os efeitos da
nutricdo enteral com farmaconutrientes em pacientes criticos. Vinte e seis estudos
clinicos randomizados, comparando pacientes criticos que receberam algum tipo de
dieta imunomodulada com pacientes que receberam dieta enteral padrdo, foram
incluidos. Verificaram reducao nas taxas de infec¢do no grupo imunomodulado, com
baixa incidéncia de abscessos abdominais, pneumonia nosocomial e bacteremia.
Pacientes que receberam dieta suplementada também apresentaram reducgédo do
tempo de ventilagdo mecanica, tempo em unidade de terapia intensiva e tempo de
hospitalizagdo. Entretanto, ndo foram observados efeitos sobre a mortalidade. Os
autores recomendaram a utilizacdo de dieta enteral imunomodulada em pacientes

criticos.

Porém, Jones e Heyland (2008), em recente trabalho de reviséao,
questionaram a utilizagdo da imunonutricdo em pacientes criticos, ja que diversos
trabalhos com resultados positivos apresentam falhas metodoldgicas, como inclusao
de pacientes com doencas diferentes, diferentes indices de gravidade, utilizacdo de

doses diferentes de nutrientes.

2.6 IMUNONUTRICAO E CIRURGIA

Kemen et al. (1995) avaliaram os efeitos da nutricdo pds-operatéria precoce

com dieta enteral suplementada com arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos na
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funcdo imune de pacientes submetidos a cirurgia por cancer do trato digestivo alto.
Quarenta pacientes foram randomizados em grupos conforme a dieta recebida:
grupo com suplementagcdo com dieta imunomodulada, via jejunostomia; grupo
controle com dieta isocalérica e isonitrogenada, via jejunostomia. O numero de
linfécitos T foi maior no grupo suplementado, no 10° e 16° PO (p<0,05). A
concentragdo média de interferon gama foi maior no grupo suplementado, no 16°
PO. No grupo suplementado, a concentragdo média de imunoglobulina M foi maior
no 10° e 16° PO (p<0,05) quando comparado com o grupo controle. indices de
linfécitos B foram maiores no grupo suplementado, no 7° e 10° PO (p<0,05). Assim,
os autores concluiram que a suplementagéo pos-operatoria precoce com arginina,
acidos graxos w-3 e nucleotideos melhora as respostas imunologicas em pacientes

submetidos a cirurgia por cancer do trato digestivo alto.

Schilling et al. (1996) avaliaram, mediante estudo prospectivo e randomizado,
pacientes submetidos a cirurgia abdominal maior que receberam no pds-operatorio
dieta enteral suplementada (arginina, &acidos graxos w-3 e nucleotideos), dieta
enteral padrdo e solugdo endovenosa com baixas calorias e gordura. Apds quatro
dias de pds-operatdrio, houve diferencas estatisticas na diminuicdo na contagem de
leucdcitos e no aumento da porcentagem de linfécitos nos grupos de dieta enteral
em relagdo ao grupo nutrigdo endovenosa. A expressdo de antigeno ativado de
superficie HLA-DR diminuiu nas células CD14+ no grupo dieta enteral
suplementada, sugerindo menor resposta imunoldgica. O tempo de hospitalizacédo e
em unidade de terapia intensiva foi semelhante nos trés grupos, mas as
complicagdes infecciosas foram menos frequentes no grupo com dieta
suplementada. Os autores concluiram que dieta enteral precoce padrao e
suplementada podem influenciar a competéncia imune através de uma resposta de

defesa mais eficiente, diminuindo complicagdes infecciosas.

Senkal et al. (1997) analisaram os efeitos da suplementagdo com dieta
imunomodulada com arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos no pos-operatorio
precoce de pacientes com cancer do trato gastrointestinal alto. Neste estudo, 154
pacientes, admitidos na unidade de terapia intensiva apds cirurgia para cancer do
trato digestivo alto, receberam dieta enteral precoce via jejunostomia. Foram
divididos em grupo com dieta imunomodulada (n=77) e grupo controle com dieta

isocaldrica e isonitrogenada (n=77). Foram analisadas as complica¢des infecciosas,
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complicagdes da ferida cirurgica e seus custos. Complicagdes pds-operatorias
ocorreram em 17 pacientes do grupo em estudo e em 24 do grupo controle.
Entretanto, analisando-se o periodo apés o 5° PO, ocorreram cinco complicagcdes no
grupo em estudo e 13 no grupo controle (p<0,05). Os custos das complicagdes
foram menores no grupo de estudo do que no grupo controle. Os autores concluiram
que nos pacientes que receberam a dieta imunomodulada houve reducido da
freqiéncia de complicagbes infecciosas e de ferida cirurgica, com menores custos,

em relagdo ao grupo controle.

Braga et al. (1998) conduziram estudo para avaliar a administracao pré e pés-
operatdria de dieta enteral imuno-enriquecida sobre o metabolismo protéico e estado
imune. Trinta pacientes, candidatos a gastrectomia por cancer, foram randomizados
em dois grupos: dieta enteral enriquecida com arginina, acidos graxos w-3 e
nucleotideo, sete dias antes e sete dias depois da cirurgia (n=15); mesma dieta, mas
apenas nos sete dias apds a cirurgia. Imunonutricao perioperatéria resultou em
melhores indices de capacidade de fagocitose, resposta de hipersensibilidade
retardada, numero total de linfécitos quando comparada com a nutricdo pés-
operatoria (p<0,05). Os niveis de interleucina 2 foram maiores no grupo
perioperatorio, no 4° e 8° PO. Também apresentou menores niveis de interleucina 6,
no 1°, 4° e 8° PO, assim como maiores quantidades de pré-albumina no 8° PO. A
administragao perioperatéria de imunonutricdo melhorou os mecanismos de defesa
dos pacientes, controlou a resposta inflamatéria e melhorou a sintese de proteinas

constitutivas de curto tempo de meia vida.

Braga et al. (1999) avaliaram os efeitos da administracéo perioperatoria de
suplementacao enteral enriquecida com arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos
nas taxas de infeccdo pds-operatoria. Foram randomizados 206 pacientes com
cancer colorretal, estbmago e pancreas em dois grupos: dieta enteral controle
(n=104) por sete dias, antes da cirurgia; dieta enteral enriquecida com arginina,
acidos graxos w-3 e nucleotideos por sete dias, antes da cirurgia. As dietas foram
continuadas no periodo pos-operatorio via jejunostomia, 6 horas apos a cirurgia. Os
autores observaram taxa de complicagéo infecciosa pés-operatéria de 14% no grupo
estudo e 30% no grupo controle (P=0,009). Houve diminuicdo no tempo de

internac&o no grupo imunomodulado.
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Wu et al. (2001) avaliaram a modulagao inflamatéria e imune pds-cirurgica
com a utilizacdo de dieta enteral imunomodulada precoce com arginina, acidos
graxos w-3 e nucleotideos, por meio de estudo prospectivo, randomizado, duplo-
cego. Incluiram 48 pacientes com cancer gastrointestinal, que foram randomizados
em dois grupos: dieta imunomodulada com arginina, acidos graxos w-3 e
nucleotideos no pds-operatorio precoce; dieta isocaldrica e isonitrogenada no pos-
operatorio precoce. No grupo suplementado, a habilidade de fagocitose apds a
cirurgia foi maior, com menores niveis de proteina C reativa (p<0,01), em relagao ao
grupo controle. O grupo imunomodulado apresentou maiores taxas de 6xido nitrico,
linfécitos totais, linfocitos T, com niveis menores de interleucina 6 e fator de necrose
tumoral alfa. Os autores concluiram que dieta enteral pds-operatéria precoce
enriquecida com arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos em pacientes com

cancer gastrointestinal pode modular positivamente a resposta inflamatéria e imune.

Tepaske et al. (2001) analisaram se a utilizacdo oral pré-operatoria de
suplemento nutricional imuno-enriquecido poderia melhorar as defesas dos
pacientes, com diminuicdo das taxas de infeccao pds-operatéria em pacientes
submetidos a cirurgia cardiaca. Este trabalho prospectivo, randomizado, duplo-cego,
dividiu 50 pacientes que iriam ser submetidos a cirurgia cardiaca em dois grupos:
suplementacao oral pré-operatdria por no minimo cinco dias com dieta enriquecida
com arginina, acidos graxos w-3 e RNA (n=25); controle (n=25). Expressao pré-
operatoria de HLA-DR em mondcitos foi significativamente maior em pacientes que
receberam a dieta em estudo (p=0,02). Entretanto, as concentragcbes de interleucina
6 foram menores no grupo de dieta suplementada (p=0,032). Adicionalmente,
resposta de hipersensibilidade retardada melhorou no periodo pré-operatorio e
continuou melhor até a alta hospitalar. Em relacdo aos quadros infecciosos,
ocorreram quatro no grupo de dieta enriquecida e 22 no grupo controle (p=0,01).
Assim, os autores concluiram que a ingesta oral pré-operatéria de suplemento
imuno-enriquecido, por no minimo cinco dias, pode melhorar o quadro imunolégico

de pacientes submetidos a cirurgia cardiaca.

Braga et al. (2002b) utilizaram dieta imunomodulada com arginina, acidos
graxos w-3 e nucleotideos em pacientes submetidos a cirurgia por cancer colorretal
e avaliaram a resposta imune, oxigenagao intestinal e infecgbes pds-operatorias.

Dividiram 200 pacientes com cancer colorretal em quatro grupos: (A) dieta oral por
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cinco dias antes da cirurgia com férmula enriquecida (n=50); (B) mesmo tratamento
pré-operatorio, prolongado apds a cirurgia por meio de infusdo jejunal (n=50); (C)
dieta oral por cinco dias antes da cirurgia com féormula padréo isocalérica e
isonitrogenada (n=50); sem suplementacao dietética (n=50). Os dois grupos que
receberam imunonutrientes apresentaram melhora da resposta imune, oxigenagao
intestinal e microperfusdo em relagdo aos outros dois grupos. As taxas de infecgao
foram de 12% (grupo A), 10% (grupo B), 32% (grupo C) e 30% (grupo D), com
p<0,04 (A e B vs. C e D). Os autores concluiram que a férmula enriquecida no pré-
operatério melhora a resposta imunometabdlica e diminui a taxa de infecgao.
Entretanto, o prolongamento da nutricdo imunomodulada no pés-operatério néo traz

beneficios adicionais.

Braga et al. (2002a) avaliaram os efeitos da nutrigdo enteral imunomodulada
com arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos em pacientes com cancer
gastrointestinal. Incluiram 150 pacientes, com perda de peso maior que 10%,
candidatos a cirurgia eletiva de grande porte por cancer gastrointestinal. Formaram
trés grupos: (1) n=50, nutricdo enteral precoce, com dieta padrao; (2) n=50, dieta
enteral imunomodulada por sete dias antes da cirurgia e dieta enteral padrao no pos-
operatorio; (3) n=50, dieta enteral imunomodulada por sete dias antes da cirurgia e
no pés-operatério. Foram observadas 24 complicagdées no grupo 1, 14 no grupo 2 e
9 no grupo 3 (p=0,02, grupo 1 vs. grupo 3). O tempo de internagao pos-operatoria foi
menor no grupo 2 (13,2 dias) e no grupo 3 (12 dias), em relagao ao grupo 1 (p=0,01

e p=0,001, respectivamente).

Gianotti et al. (2002) estudaram, por meio de trabalho prospectivo, se a
suplementagao pré-operatoria com dieta imunomodulada (enriquecida com arginina,
acidos graxos w-3, nucleotideos) poderia ser mais eficaz na redugdo de infecgéo
pos-operatoria e de tempo de hospitalizagdo do que a suplementacao peri-operatoria
e o tratamento convencional, sem suplementagdo. Porém, neste trabalho, incluiram
pacientes com perda de peso menor que 10% no pré-operatdrio, diferentemente de
outros trabalhos do mesmo grupo. Um total de 305 pacientes foram randomizados:
suplementacao oral com dieta enteral enriquecida com arginina, acidos graxos w-3 e
nucleotideos, por cinco dias antes da cirurgia, sem suporte nutricional apos a
cirurgia (n=102); o mesmo tratamento pré-operatério, associado a infusdao pos-

operatéria da mesma dieta suplementada via jejunostomia (n=101); tratamento
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convencional, sem terapia nutricional, nem no pré nem no pos-operatério (n=102).
Analise pela intencdo de tratar mostrou incidéncia de infeccdo pos-operatoria de
13.7% no grupo pré-operatoério, 15,8% no grupo perioperatério, e 30,4% no grupo
convencional (P=0,006 vs. pré-operatorio; P=0,02 vs. perioperatério). O tempo de
hospitalizagéo foi estatisticamente maior no grupo convencional, quando comparado
com 0s grupos com terapia nutricional. Concluiu-se que a suplementagédo pré-
operatoria com dieta enteral imunomodulada é tao eficaz quanto a suplementacgéao
peri-operatéria na reducao de infeccdo pos-operatoria e do tempo de hospitalizagao,

e que ambas as estratégias sdo superiores ao tratamento convencional.

Horie et al. (2006) realizaram estudo prospectivo para avaliar os efeitos da
imunonutricdo enteral pré-operatéria sobre a infecgédo de sitio cirurgico em pacientes
com cancer colorretal. Neste trabalho, foram incluidos pacientes ndo desnutridos.
Sessenta e sete pacientes foram sequiencialmente distribuidos em dois grupos:
imunonutricdo com dieta enteral suplementada com arginina, acidos graxos w-3 e
nucleotideos por cinco dias antes da cirurgia (n=33) e controle (n=34). O grupo com
dieta suplementada apresentou melhores resultados de infecgdo de sitio cirargico
em relacdo ao grupo controle (0 vs. 5, p<0,05). Os autores concluiram que a
imunonutricao enteral pré-operatéria parece ser efetiva na prevengao de infeccéo de

sitio cirurgico em pacientes com cancer colorretal ndo desnutridos.

Waitzberg et al. (2006) apresentaram, em metanalise recente, a relagao entre
imunonutricdo pré, pdés e perioperatoria com morbidades pds-operatorias em
pacientes submetidos a cirurgias eletivas. Em todos os estudos analisados os
pacientes receberam dieta enteral imunomodulada com arginina e antioxidantes,
antes e/ou apos cirurgias eletivas. Foram analisados 17 estudos, incluindo 2305
pacientes. A suplementagdo com arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos, em
geral, foi associada a reducao das complicagcbes infecciosas pés-operatérias, com
diminuicdo do tempo de internagdo. Os melhores resultados foram observados em

pacientes que receberam a dieta imunomodulada no pré-operatorio.

Takeuchi et al. (2007) estudaram a possibilidade de redugcéo de complicagdes
pos-operatorias, em paciente submetidos a esofagectomia por carcinoma
espinocelular de eséfago, mediante utilizacdo de dieta enteral imunomodulada

(arginina, acidos graxos w-3, nucleotideos) no pré e/ou pés-operatério. Quarenta
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pacientes submetidos a esofagectomia foram divididos em trés grupos: (A, n=20)
dieta enteral padrdo via jejunostomia apdés a cirurgia; (B, n= 6) dieta enteral
suplementada apés a cirurgia; (C, n=14) dieta enteral suplementada antes e apés a
cirurgia. No 7° PO, as contagens de linfécitos foram similares entre os grupos C e A
(P=0,07), e significantemente maiores no grupo B (P=0,03). A incidéncia de infec¢ao
de ferida cirurgica no grupo C foi menor que no grupo A (P=0,03). A duragédo da
resposta inflamatdria sistémica foi menor no grupo C do que no grupo A (p<0,05). Os
autores concluiram que a utilizagao peri-operatoria de formula imuno-enriquecida é
superior a féormula enteral padrdo na redugdo de complicagdes infecciosas pos-

cirurgicas e reducéo da resposta inflamatoria sistémica.

Okamoto et al. (2009) avaliaram os feitos da imunonutricdo pré-operatoria na
imunidade, duragédo da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) e complicagdes pos-
operatdrias, em pacientes com cancer gastrico. Formam incluidos 60 pacientes,
randomizados em dois grupos: (1) dieta enteral enriquecida com arginina, acidos
graxos w-3 e nucleotideos, por sete dias antes da cirurgia; (2) dieta enteral padréo,
por sete dias antes da cirurgia. Observaram incidéncia significativamente menor de
complicagdes infecciosas pds-operatorias no grupo 1 (p<0,05). A duracédo da SIRS
foi menor no grupo 1 (p<0,05). O numero de linfécitos T CD4 foi maior no grupo 1,
no 1° PO e 7° PO (p<0,05). Os autores concluiram que a suplementagédo enteral
imunomodulada pré-operatéria melhora a imunidade, reduz a duracdo da SIRS e
diminui a incidéncia de complicagbes infecciosas, em pacientes submetidos a

cirurgia por cancer gastrico.

Apesar de diversos trabalhos na literatura mostrarem beneficios da utilizagcao
de dietas imunomoduladas em pacientes cirurgicos, principalmente na diminui¢cdo de
complicagdes infecciosas pos-operatorias e tempo de internagao, este tema ainda é
controverso. Jones e Heyland (2008), em trabalho de revisdo recente, criticam os
resultados de diversos trabalhos que avaliaram os efeitos da imunonutricdo devido a

problemas metodoldgicos.

Helminen, Raitanen e Kellosalo (2007) ndo mostraram vantagens com a
utilizacdo de dieta imunomodulada em pacientes cirurgicos. Conduziram estudo
prospectivo e randomizado para determinar se imunonutricdo perioperatéria diminuia

a morbidade pos-operatoria, especialmente complicagdes infecciosas, além da
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mortalidade e tempo de hospitalizagdo, em pacientes submetidos a cirurgias de
grande porte sobre o trato gastrointestinal. Diferentemente de outros trabalhos,
incluiram doencgas benignas, além de doencgas malignas, do trato digestivo. Cem
pacientes foram randomizados em dois grupos: (1) suplementagao oral por cinco
dias antes e cinco dias apds a cirurgia com formula enriquecida com arginina, acidos
graxos w-3 e nucleotideos (n=50); (2) sem suplementagdo nutricional. Houve 9
(18%) complicacgbes infecciosas em ambos os grupos. Taxas de complicagdes totais
foram de 28% (n=14) no grupo 1 e 24% (n=12) no grupo 2. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos em relagdo as complicagbes, a mortalidade e ao tempo
de internagdo. Os autores concluiram que imunonutricdo perioperatéria de rotina em

pacientes submetidos a cirurgia gastrointestinal de grande porte ndo é benéfica.

2.7 IMUNONUTRICAO E CICATRIZACAO

O processo de cicatrizagao também sofre interferéncias com a utilizagao de
imunonutricdo. Entretanto, sdo poucos os trabalhos que utilizam metodologia

especifica para a avaliagdo do processo de cicatrizagao.

Em modelo experimental, Pereira (2006), analisaram o efeito de nutrigao
enteral suplementada com arginina e antioxidantes sobre o processo de cicatrizagéo
de feridas cutdaneas em ratos nutridos e previamente desnutridos, em termos de
avaliacdo morfo-estrutural, bioquimica e biologia molecular. Seus resultados
mostraram que, apesar da suplementagdo, os animais previamente nutridos
apresentaram melhores resultados cicatriciais em relagdo aos ratos desnutridos.
Entre os ratos desnutridos, os melhores resultados foram alcangados naqueles que
receberam suplementagdo com arginina e antioxidantes, em relagcdo aqueles que

receberam dieta padréo.

Em estudo clinico, Ferreras et al. (2005) avaliaram o efeito da imunonutrigao

pos-operatoria precoce no processo de cicatrizagdo em pacientes submetidos a
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cirurgia para cancer gastrico. Foram randomizados 66 pacientes com cancer gastrico
para receberem no poés-operatério dieta enteral imunomodulada (arginina, acidos
graxos w-3, nucleotideos) ou controle isocaldrico e isonitrogenado. O processo de
cicatrizacao foi avaliado por meio da quantificacdo de deposi¢cao de hidroxiprolina
em cateter posicionado no subcutaneo, e por meio da ocorréncia de complicacdes
da ferida cirurgica. Os pacientes que receberam dieta imunomodulada apresentaram
maiores taxas de hidroxiprolina local (59,7 nmol VS. 28,0 nmol, P=0,0018) e menos
episédios de complicagcbes da ferida cirdrgica (0 vs. 8, P = 0,005) quando
comparados aos pacientes que receberam formula padrdo. Os autores concluiram
que a nutricdo pos-operatdria precoce com formula enteral suplementada com
arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos aumenta a sintese de hidroxiprolina e
melhora a cicatrizagao da ferida cirurgica em pacientes submetidos a gastrectomia

por cancer gastrico.

Waitzberg et al. (2006), em metanalise que incluiu 17 estudos e 2305
pacientes, observaram que as fistulas anastomaéticas foram 46% menos prevalentes
quando a suplementagdo com arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos fez parte

do tratamento pré-operatorio, em pacientes submetidos a cirurgia eletiva.
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3 MATERIAL E METODO

Este estudo faz parte da linha de pesquisa em Cicatrizacdo dos Tecidos e
Medidas de Resisténcia, do Programa de Pds-Graduagdo em Clinica Cirurgica da
Universidade Federal do Parana - UFPR. Foi realizado de acordo com as normas de
pesquisa animal dispostas na legislacdo nacional, obedecendo aos Principios Eticos
na Experimentagdo Animal postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA), e foi previamente aprovado no comité de ética em pesquisa animal
da UFPR (ANEXO 1).

A normatizagdo do trabalho seguiu as recomendagdes do Sistema de
Bibliotecas (SIBI) da Universidade Federal do Parana (UFPR) estabelecidas nas

Normas para Apresentagao de Documentos Cientificos (2007).

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 24 ratos Wistar (Rattus norvegigus albinus, Rodentia
mammalia), machos, adultos, provenientes do Biotério da Universidade do Vale do
Itajai, Itajai/SC.
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3.2 RACAO

Durante todo o periodo de aclimatagado e de estudo, os animais receberam
agua e ragao balanceada ad libitum, padrao Nuvilab CR1®, produzido pela empresa
Nuvital Nutrientes, Colombo, PR, Brasil (Quadro 1).

Carbonato de calcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo, fosfato bicalcico,

Umidade (maximo): 12,5%

Proteina bruta (minimo): 22%

Célcio (maximo): 1,4%

Fosforo (minimo): 0,8%

Estrato etéreo (minimo): 4%

Material mineral (maximo): 10%

Matéria fibrosa (maximo): 8%

Vitaminas: A, D3, E, K3, B1, B2, B6, B12, niacina, acido pantoténico, acido fdlico,

Microelementos: ferro, zinco, cobre, iodo, manganés, selénio, cobalto.

QUADRO 1 — COMPOSIGAO DA RAGAO ESPECIE-ESPECIFICA PARA RATOS NUVILAB-CR1®

FONTE: Nuvital Nutrientes, Colombo, PR, Brasil

3.3 DIETAS ENTERAIS

Foram utilizadas duas dietas enterais industrializadas isocaldricas e
isonitrogenadas, que diferiam principalmente em relagéo as quantidades de arginina,

nucleotideo, acidos graxos w-3 e alguns oligoelementos (selénio e zinco).




73

3.3.1 Dieta enteral enriquecida

Foi utilizada dieta enteral enriquecida com arginina e oligoelementos (selénio

e zinco), com composi¢cao demonstrada na Tabela 1.

3.3.2 Dieta enteral padrao

Foi utilizada dieta enteral padrdo, com composi¢cao demonstrada na Tabela 1.
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TABELA 1 - COMPOSICAO DAS DIETAS ENTERAIS INDUSTRIALIZADAS
ADMINISTRADAS. QUANTIDADE EXPRESSA POR ML DE DIETA

Nutrientes Dieta Enriquecida Dieta Padrao
Energia 1 Kcal 1 Kcal
Proteina 0,056 g 0,056 g
L-arginina 0,0125 g -
Lipideos 0,028 g 0,028 g
w6:w3 1,3:1 -
Carboidratos 0,130 g 0,130 g
Fibras dietéticas 0 0
Nucleotideos 0,0012 -
Minerais
Sadio 1,56 mg 1,56 mg
Potassio 0,97 mg 0,97 mg
Cloro 0,89 mg 0,89 mg
Calcio 0,61 mg 0,61 mg
Fosforo 0,80 mg 0,80 mg
Magnésio 0,23 mg 0,23 mg
Oligoelementos
Ferro 0,012 mg 0,012 mg
Zinco 0,015 mg -
Cobre 1,700 mcg 1,700 mcg
Manganés 0,002 mg 0,002 mg
Flaor 0,002 mg 0,002 mg
Molibdénio 0,018 mcg 0,018 mcg
Selénio 0,010 mcg -
Cromo 0,010 mcg 0,010 mcg
lodo 0,150 mcg 0,150 mcg
Vitaminas
Vitamina A 0,200 mcg 0,200 mcg
Carotendides 0,002 mg 0,002 mg
Vitamina D 0,007 mcg 0,007 mcg
Vitamina E 0,003 mg 0,003 mg
Vitamina K 0,068 mcg 0,068 mcg
Tiamina 0,002 mg 0,002 mg
Riboflavina B2 0,002 mg 0,002 mg
Niacina 0,022 mg 0,022 mg
Acido pantoténico 0,008 mg 0,008 mg
Vitamina B6 0,002 mg 0,002 mg
Acido félico 0,270mcg 0,270mcg
Biotina 0,068 mcg 0,068 mcg
Vitamina C 0,170 mg 0,170 mg
Colina 0,270 mg 0,270 mg

FONTE: Nestlé Nutrition
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3.4 CONSIDERACOES AMBIENTAIS

O estudo foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental do Programa
de Pd6s-Graduagao em Clinica Cirurgica da Universidade Federal do Parana (UFPR).
As condicbes ambientais do laboratério foram controladas eletronicamente
(Cronomat®, Mallory do Brasil, Sdo Paulo) para se manter temperatura média de 22

graus Celsius e ciclo claro-escuro de 12 horas.

Durante o periodo de aclimatagdo de trés dias, antes do inicio do

experimento, os ratos receberam agua potavel e ragao ad libitum.

Durante todo o periodo de estudo, os animais foram agrupados em numero
de quatro, em gaiolas coletivas de aproximadamente 0,022 m® (41,4 cm x 34,4 cm X
16 cm). As gaiolas, em numero total de 6 (seis), foram identificadas e acomodadas

sobre estantes horizontais.

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.5.1 Grupos de pesquisa

Ap06s periodo de aclimatagao, os animais foram pesados e divididos de forma
randomizada em dois grupos, de acordo com o tipo de suplementagcado enteral a ser

recebida.

GRUPO PI: grupo submetido a suplementagao pré-operatéria com a dieta

enteral enriquecida. Os animais, em numero de 12 (doze), receberam ragao espécie-
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especifica para ratos, ad libitum, durante os sete dias de pré-operatério. Foi
realizada, neste mesmo periodo, a suplementacdo com a dieta em estudo, por meio
de gavagem, utilizando-se a quantidade de dieta capaz de fornecer 0,5g arginina/Kg
peso/dia. No periodo pods-operatorio, receberam nutricdo com ragao espécie-

especifica para ratos, ad libitum.

GRUPO PC: grupo submetido a suplementagdo pré-operatéria com a dieta
enteral controle. Os animais, em numero de 12 (doze), receberam ragdo espécie-
especifica para ratos, ad libitum, durante os sete dias de pré-operatério. Foi
realizada, neste mesmo periodo, a suplementagdo com a dieta controle, por meio de
gavagem, utilizando-se dose isovolumétrica ao peso. No periodo pdés-operatoério,

receberam nutricdo com ragao espécie-especifica para ratos, ad libitum.

3.5.2 Delineamento da pesquisa

Pl (n=12)
PC (n=12)
ACLIMATACAO SUPLEMENTACAO ENTERAL PRE-OPERATORIA RACAO
POR GAVAGEM
3DIAS 7 DIAS 5P0 N
INiClO CX SX

LEGENDA: Pl = grupo suplementacdo enteral com dieta em estudo; PC = grupo suplementagéo
com dieta enteral controle; CX = dia da cirurgia; 5PO = periodo pds-operatorio (nutricao
com ragdo); SX = dia da morte dos animais.
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3.6 MORBIDADE E MORTALIDADE

A evolugao pds-operatoria, mediante avaliagdo clinica, foi analisada. Foram

observadas complicagdes, como deiscéncia anastomoética ou obstrucao intestinal.

Apos o sacrificio dos animais, foi realizada cuidadosa inspe¢ao da cavidade
abdominal. Complicacbes anastomoéticas, como deiscéncia, abscessos, estenose,

foram avaliadas.

Durante todo periodo do estudo, a ocorréncia de 6bitos foi observada.

3.7 CONTROLE DO PESO

O controle do peso dos animais foi realizado no inicio do experimento (apds a
aclimatacédo) e diariamente, nas fases pré e pds-operatérias. As medidas foram
utilizadas a fim de se realizar o calculo das doses diarias das dietas enterais a serem
suplementadas. Utilizou-se balanga eletrénica (AM 5500° Marte, S3o Paulo, SP)

para a afericdo e a unidade utilizada foi o grama (g).

3.8 GAVAGEM

A suplementacdo com dieta enteral foi realizada por meio de sondagem
orogastrica, apds sedagcdo com éter etilico em campéanula. Foi utilizada sonda

plastica maleavel de 8F, com 10 cm de extensdo e 2 mm de diametro interno.
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O rato foi contido com a mao esquerda do pesquisador, enquanto na mao
direita a sonda acoplada a uma seringa de 3ml, contendo a dose apropriada da
dieta, foi introduzida até o ponto correspondente a distancia entre a boca e o
apéndice xifoide do animal (Figura 3). Os volumes infundidos foram calculados de
acordo com a dose diaria de arginina, calculada segundo o peso do animal. Apos
lenta infusdo da solucdo e retirada da sonda, a fim de diminuir o risco de
regurgitacao, o rato foi mantido com a porgao cefalica mais elevada que a caudal até

a sua completa recuperagao anestésica (COSTA et al., 2003).

FIGURA 3 — Método utilizado para gavagem dos animais com
as dietas enterais.
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3.9 ANESTESIA

Para a realizagdo do procedimento de gavagem, os animais foram
submetidos a anestesia inalatéria com éter etilico. Individualmente, cada rato foi
colocado em uma campanula de vidro fechada, a qual continha diviséria fenestrada
que isolava o animal (superiormente) do anestésico e dejetos (inferiormente). Pela
campanula de vidro, o plano anestésico foi monitorado pelos movimentos voluntarios
e respiratorios do animal, sendo retirado da campanula assim que apresentasse

parada dos movimentos voluntarios, preservando os movimentos ventilatérios.

Para o procedimento cirurgico, apds a utilizagcdo do éter etilico conforme
descrito acima, foram utilizadas as drogas xilasina (10mg/Kg peso corporal) e
ketamina (50mg/Kg peso corporal). Ambas foram administradas de forma intra-

muscular na panturrilha dos animais.

3.10 PROCEDIMENTO CIRURGICO

No periodo pré-operatério imediato, os animais foram submetidos a jejum de

2 horas preévias ao procedimento cirurgico.
A equipe cirurgica foi composta de um unico cirurgido (autor) e um auxiliar.

O animal anestesiado foi fixado a mesa cirurgica em decubito dorsal, com
elasticos de latex, colocando os quatro membros em extensao para expor o campo
operatério. Em seguida, realizou-se tricotomia da regido abdominal média e
antissepsia. Uma laparotomia mediana de cerca de 4cm de comprimento deu

acesso a cavidade abdominal.
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ApOs realizagdo do inventario da cavidade, foram realizadas duas secgoes
completas do colon, com preservacao dos vasos colicos. A primeira seccao foi na
flexura colica menor, 5 cm distais a valvula ileocecal, e a segunda 3 cm acima da
reflexdo peritoneal do reto, no coélon descendente. A reconstrugcdo coldnica foi
realizada com anastomose término-terminal, suturada em plano unico total com 8
pontos interrompidos de fio monofilamentar de nylon 6.0 (mononylon® 6.0, Ethicon,

Sao José dos Campos, SP) (Figura 4).

el PROXIMAI S

8 DISTAL

FIGURA 4 — Anastomoses colbénicas — proximal e distal.

A sintese cirurgica da parede abdominal foi realizada com fio de nylon 4-0
(Shalon, Sao Luis de Montes Belo, GO) em dois planos de sutura continua

(musculo-aponeurdético e cutaneo).

Ao fim do procedimento cirurgico, os ratos foram mantidos em ar ambiente até
completa recuperagao. Com o intuito de evitar possiveis interferéncias dos outros
animais ainda nao operados, como mordeduras na area cruenta, ao término do ato
operatorio cada rato foi colocado em gaiola isolada até completa recuperagéo

anestésica. Apds a recuperagao anestésica, cada rato foi recolocado em sua gaiola
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de origem, onde voltou a receber, apos 2 horas do procedimento, agua e ragdo ad

libitum.

3.11 SACRIFICIO DOS ANIMAIS

No 5° dia de pds-operatério, os animais foram sacrificados com dose letal de

éter etilico em sistema fechado de campanula de vidro.

Imediatamente apds a constatacdo do o&bito, cada rato foi submetido a
laparotomia mediana, com inspec¢ao cuidadosa da cavidade. As duas anastomoses

coldnicas foram isoladas (Figura 5) e ressecadas.

PROXIMAL

FIGURA 5 — Isolamento das anastomoses colbnicas, apds morte do animal.
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Uma das anastomoses foi centralizada em segmento de 5 cm de
comprimento, mantida em recipiente como solugao salina isotonica (SSI) para teste

de tracao (corpo de prova) (Figura 6).

FIGURA 6 — Anastomose coldnica proximal ressecada e
conservada em soro fisiolégico (corpo de
prova).

A outra anastomose foi seccionada longitudinalmente na borda anti-
mesentérica, estendida sobre pedaco de papel filtro e armazenada em frasco com
formol a 10% para estudo anatomopatolégico (Figura 7).
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LINHA DE ANASTOMOSE

FIGURA 7 — Anastomose colbnica distal seccionada e estendida sobre
papel filtro.

3.12 AVALIACAO TENSIOMETRICA

A analise mecanica dos corpos de prova foi realizada mediante teste de
tracdo da anastomose comandado automaticamente por equipamento mecanico-
eletrénico universal de ensaio de tragao EMIC®, modelo DL500MF (EMIC, Sao José
dos Pinhais, PR) (Figura 8). Para a avaliagéo da forga ténsil, o corpo de prova (CP)
de cada animal foi fixado, manual e individualmente, em presilhas de pressao
ajustaveis do equipamento de tracdo, de forma a conter a anastomose em sua
porcdo meédia equidistante de suas extremidades. A tragdo desenvolveu-se com
velocidade constante de 50 mm/minuto utilizando carga de 10 Kg e o equipamento
permitiu sensibilidade de 50g com limite de forga de 4500 Kgf até o colapso de 100%

da anastomose do CP, com margem de erro de 0,5% até sua ruptura total (Figura 9).
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FIGURA 8 — Equipamento universal de ensaio mecanico computadorizado EMIC®, modelo
DL500MF.

FIGURA 9 — Teste de tragdo de anastomose coldnica de rato.
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Todos os corpos de prova foram submetidos ao teste em intervalo de tempo
de até duas horas apds sua resseccdo e a aquisicdo dos resultados ocorreu por
meio de software TESC, versao 2.0, acoplado ao sistema, que permitiu calculo da
forca maxima e da forga de ruptura da anastomose de cada CP, bem como a analise
grafica do evento. A Forca Maxima de Tracdo (FMT) foi definida como a forga
maxima suportada pela anastomose imediatamente antes do inicio da ruptura e a
Forca de Ruptura Total (FRT) foi considerada a forca requerida para romper
completamente a anastomose, sendo a unidade desses parametros o quilograma-
forca (VAN WINKLE, 1969).

3.13 DENSITOMETRIA DO COLAGENO

As pecgas para avaliagdo histolégica foram mantidas em formol a 10% para
posterior estudo no Laboratério de Anatomia Patolégica do Hospital de Clinicas da
UFPR.

As pecas foram submetidas a duas secgdes perpendiculares ao maior eixo da
linha de sutura e, apdés os processos de desidratacdo e diafanizagdo, foram
emblocadas paralelamente em parafina. Assim, um unico corte do micrétomo (4 um
de espessura) retirou trés amostras da mesma anastomose. As laminas foram

coradas com Picrosirius-red F3BA (PSR).

As laminas coradas com PSR serviram para determinagdo computadorizada
da densitometria do colageno, mediante microscopia de polarizagdo. As avaliagdes
foram realizadas considerando-se os dados obtidos a partir da média de colageno
de cinco campos diferentes da anastomose colbnica de cada rato. Os cinco campos
microscopicos, com aumento de 400 vezes, foram considerados representativos da
area anastomética e foram capturados utilizando-se microscépio Olympus® BX-51,

com polarizador de luz (Figura 10).
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FIGURA 10 - Fotomicrografia de regido anastomética corada com
PICROSIRIUS-RED F3BA (400X).

Conectado a uma camera digital Sony® CCD 101 (Sony, Tokyo, Japan), as
imagens foram transmitidas do microscopio para um monitor colorido Trinitron
Sony®, sendo congeladas e digitalizadas através de placas Oculus TCX. A seguir, foi
realizada a analise das mesmas por meio do aplicativo Image Pro-plus versao
4.5.1.23 para Windows 98/NT/ME/200/XP Professional (Copyright 1993-2002 Media
Cybernetics inc.) em computador Pentium® Ill 733 MHz. A calibragem do sistema foi
baseada na densidade 6tica dos pontos de resolugao (pixels) que formam a imagem.
Todas as laminas foram avaliadas sob as mesmas condi¢cdes de regulagem, dentro

dos parametros exigidos pelo referido aplicativo.

No sistema RGB (Red, Green, Blue) as fibras coladgenas mais espessas e
fortemente Dbirrefringentes apresentam-se coradas em vermelho-alaranjado
(colageno tipo | - maduro), e as fibras mais finas, dispersas, fracamente
birrefringentes, coram-se de tons verdes (colageno tipo Ill - imaturo) (Figura 11). Por
meio desse sistema foi possivel a quantificacdo da area ocupada por cada tipo de
colageno em cada campo pré-determinado de corte histolégico (JUNQUEIRA;
CORSSEMELLI; BRENTANI, 1978), bem como o calculo do indice de maturacdo do
colageno - IMaC (COELHO-LEMOS et al., 2004).
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FIGURA 11 — Densitometria do colageno — imagem digitalizada pelo
software Image Pro-plus (Media Cybernetics), demostrando
areas coradas de verde (Colageno lll) e de vermelho
(Colageno I).

O indice de maturagdo do colageno (IMaC), definido como a razdo entre as
percentagens de colageno tipo | e tipo lll, foi determinado para os grupos Pl e PC
(COELHO-LEMOS et al., 2004) (QUADRO 2).

IMaC = % Colageno Tipo |
% Colageno Tipo 111

QUADRO 2 - indice de Maturagao do Colageno
FONTE: COELHO-LEMOS et al. (2004).
LEGENDA: IMaC = indice de Maturagao do colageno;

% = porcentagem
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3.14 ANALISE ESTATISTICA

O tratamento estatistico foi realizado conforme a natureza dos dados obtidos
nos grupos Pl e PC, sendo padronizada a medida do erro padrao da média (EP) e

adotando-se nivel de significancia p < 0,05.

Para as variaveis quantitativas observou-se o pré-requisito da distribuicdo

normal (Gaussiana) das variaveis para a escolha do teste estatistico.

Nas analises paramétricas foi utilizado o teste t de Student e nas analises

nao-parameétricas utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis.

Foram avaliadas, segundo esta metodologia estatistica, diferengas das
médias das variaveis do peso (durante todo periodo de estudo, além do ganho pré-
operatorio e perda pds-operatoria), parametros de avaliagdo tensiométrica (forga
maxima de tragdo e forca de ruptura total), densitometria do colageno (area de

colageno total, tipo | e Ill) e IMaC entre os grupos Pl e PC.
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4 RESULTADOS

4.1 MORBIDADE E MORTALIDADE

Nenhum dos ratos evoluiu com deiscéncia anastomética ou obstrucéo
intestinal apos a cirurgia, sendo que todos os animais apresentaram evacuagdes

normais até o 5° PO.

Durante o procedimento cirurgico, no dia do sacrificio, ndo foram observados
processos infecciosos, como abscessos abdominais ou peri-anastomaticos, ou

deiscéncias.

Nao houve 6bitos durante o periodo de estudo.

4.2 SUPLEMENTACAO ENTERAL

Todos os animais foram alimentados com a mesma racao espécie especifica,
e a suplementacdo (dieta em estudo e dieta controle) foram isocaldricas e
isoprotéicas. Nao houve diferenga significativa na quantidade de calorias e

nitrogénio totais suplementados através das dietas enterais nos diferentes grupos.

A quantidade de oligoelementos suplementados foi maior no grupo Pl em
comparagao com o grupo controle PC, ja que a dieta enteral controle ndo continha

selénio nem zinco.
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4.3 PESO

Durante todo o periodo do estudo, a média e o erro padrdao dos pesos nao
foram diferentes entre os grupos Pl e PC (p>0,05), como pode ser observado no

Grafico 1.
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GRAFICO 1 - EVOLUGAO DOS PESOS DOS ANIMAIS DOS GRUPOS PI E PC DURANTE
TODO O PERIODO DO ESTUDO (PESO EM GRAMA).

NOTA: Pl — suplementacdo pré-operatéria com a dieta em estudo. PC — suplementagédo pré-
operatoria com a dieta padrdo. DO - primeiro dia do estudo (inicio da suplementagéo pré-
operatéria). Cx — dia da cirurgia. Sx — dia do sacrificio. p = nivel de significancia estatistica.

A média dos pesos dos grupos Pl e PC no inicio do estudo, no dia do

procedimento cirurgico e no dia do sacrificio estdo demonstrados na Tabela 2.
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TABELA 2 — MEDIA DOS PESOS DOS GRUPOS PI E PC NO iNICIO DO ESTUDO,
DIA DA CIRURGIA E DIA DO SACRIFICIO.

Pl (n=12) PC (n=12)
PESO (g) p
M+ EPM M+ EPM
DO 214,04 +413 214,43 + 4,69 0,94
Cx 247,74 + 3,86 239,62 + 4,82 0,16
Sx 229,63 +4,42 226,03 + 4,21 0,52

NOTA: n - tamanho da amostra. M — média. EPM — erro padrao da média. p — nivel de significancia
estatistica. Pl — suplementacgéo pré-operatéria com a dieta em estudo. PC — suplementagao
pré-operatoria com a dieta padrdo. DO - primeiro dia do estudo (inicio da suplementagéo
pré-operatoria). Cx — dia da cirurgia. Sx — dia do sacrificio

O ganho de peso durante o periodo de suplementacao pré-operatoria, entre o
inicio do estudo e o dia da cirurgia, foi significativamente maior no grupo Pl do que

no grupo PC, como pode ser verificado no Grafico 2.
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Ganho de Peso Pré-operatério (g)

33,68 £2,88

35

20 -
15 -
10 -

n
1

Pl PC
p=0,012

GRAFICO 2 - MEDIA E ERRO PADRAO DO GANHO DE PESO DURANTE O PERIODO DE
SUPLEMENTACAO PRE-OPERATORIA DOS GRUPOS PI E PC.

NOTA: Pl — suplementacdo pré-operatéria com a dieta em estudo. PC — suplementagédo pré-
operatoria com a dieta padréo. p = nivel de significancia estatistica.

Entretanto, a perda de peso durante o periodo de pds-operatorio (do dia da
cirurgia até o dia do sacrificio) ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos,

como pode ser analisado no Grafico 3.
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Perda de Peso Pds-operatorio (g)

18,11 £2,21
20

13,58 £3,14

15

10

Pl PC
p=0,25

GRAFICO 3 — MEDIA E ERRO PADRAO DA PERDA DE PESO DURANTE O PERIODO POS-
OPERATORIO DOS GRUPOS PI E PC.

NOTA: Pl — suplementacdo pré-operatéria com a dieta em estudo. PC — suplementagédo pré-
operatoria com a dieta padréo. p = nivel de significancia estatistica.

4.4 AVALIACAO TENSIOMETRICA

O valor médio e o erro-padrao da média da forga maxima de tracéo (FMT) do
grupo de estudo (PI) foi de 0,210 + 0,01 Kgf, enquanto no grupo controle (PC) foi de
0,161 + 0,019 Kdf, havendo significancia estatistica entre os grupos (P=0,03)
(TABELA 5).

A média e o erro-padrdo da média de forga de ruptura total (FRT) do grupo de
estudo (PI) foi de 0,108 + 0,017Kgf, enquanto no grupo controle (PC) foi de 0,094 +
0,012Kgf, nao havendo significancia estatistica entre os grupos (p=0,5) (TABELA 3).



95

TABELA 3 — MEDIA E ERRO PADRAO DAS VARIAVEIS DE FORGCA MAXIMA DE
TRACAO E FORCA DE RUPTURA TOTAL ENTRE OS GRUPOS PI E

PC.
VARIAVEIS i i
M £ EP (n=12) M £ EP (n=12) P
FMT 0,210 + 0,01 0,161 + 0,019 0,03
FRT 0,108 + 0,017 0,094 + 0,012 0,5

NOTA: Pl — suplementagcdo pré-operatéria com a dieta em estudo. PC — suplementagédo pré-
operatéria com a dieta padrdo. M = média. EP = erro padréo. n = tamanho da amostra. p =
nivel de significancia estatistica. FMT = forca maxima de tragdo. FRT = forca de ruptura
total.

4.5 DENSITOMETRIA DO COLAGENO

A média e o erro padrdo de area ocupada de colageno total foram
determinados nos grupos Pl e PC, ndo havendo diferenga estatistica entre eles
(GRAFICO 4).
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Area de Colageno Total (um?)
/’ £340.53+1393.85
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GRAFICO 4 — MEDIA E ERRO PADRAO DE AREA OCUPADA DE COLAGENO TOTAL NOS
GRUPOS PI E PC.

NOTA: Pl — suplementagcdo pré-operatéria com a dieta em estudo. PC — suplementagédo pré-
operatéria com a dieta padrao. me = micrbmetro quadrado. p = nivel de significancia
estatistica.

A média e o erro padrdao de area ocupada de colageno maduro (tipo I) e
imaturo (tipo Ill) foram determinados nos grupos Pl e PC. Observou-se maior area
de colageno maduro no grupo com suplementagdo em estudo do que no grupo
controle (TABELA 4).

TABELA 4 — MEDIA E ERRO PADRAO DE AREA OCUPADA DE COLAGENO
MADURO E IMATURO DOS GRUPOS PI E PC.

Pl (n = 12) PC (n = 12)

COLAGENOS M+ EP 1+ EP p

Maduro 4308,02 um? + 571,92 ym? 2342,68 ym? + 340,49 pm? 0,01

Imaturo 4032,52 ym? + 832,57 um? 4657,75 um? + 518,56 ym? 0,53

NOTA: Pl — suplementagcdo pré-operatéria com a dieta em estudo. PC — suplementagédo pré-
operatéria com a dieta padrdo. n = tamanho da amostra. M = média. EP = erro padréo. p =
nivel de significancia estatistica.
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O indice de Maturagao do Colageno (IMaC) foi estabelecido para os grupos Pl
e PC (GRAFICO 5). Observou-se diferenca estatistica em relagdo as médias de

IMaC a favor do grupo Pl em relagéo ao grupo PC (p=0,003).

Relacao IMaC de Pl e PC

1.49+ 0,27

1,60 -
1,40 -
1,20 -
1,00 1 0,55+ 0,09
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 ; ;
PI PC

p=0,003

GRAFICO 5 - MEDIA E ERRO PADRAO DE IMaC DOS GRUPOS PI E PC.

NOTA: Pl — suplementacdo pré-operatéria com a dieta em estudo. PC — suplementagédo pré-
operatoria com a dieta padrao. IMaC - indice de maturagao do colageno. p = nivel de
significancia estatistica.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliada a influéncia da suplementagao pré-operatéria com
dieta enteral enriquecida com arginina, acidos graxos w-3, nucleotideos e

oligoelementos sobre a cicatrizacdo de anastomoses colénicas em ratos.

5.1 DO MATERIAL E METODO

A escolha do rato como modelo experimental foi feita pelo fato de apresentar
boa resisténcia ao meio ambiente, ser de pequeno porte, facil aquisicdo, manuseio e
acondicionamento. Existe a facilidade da padronizagcdo de variaveis como raga e
idade. Além disso, este animal possui regime de alimentagdo rudimentar, que
permite a introducdo de alteracdes dietéticas com certa facilidade, bem como a
analise das variaveis desejadas de maneira simples e objetiva (HERMANN;
WOODWARD; PULANSKI, 1964; JIBORN; AHONEN; ZEDERFELDT, 1980; LAW;
ELLIS, 1990; MCCAULEY et al., 1991). Devido ao seu tamanho, existe dificuldade
inicial na confecgcdo de anastomoses em estruturas de pequeno didmetro. Porém,
apods treinamento, as anastomoses sao perfeitamente exequiveis, sem auxilio de
instrumentos de magnificacdo de imagem e com relativa agilidade (COSTA et al.,

2003). Todas estas vantagens levaram o autor a optar por este modelo animal.

A suplementacgao enteral diaria foi realizada por meio de gavagem, para que
fosse assegurada a administragdo correta das doses de dieta calculadas pelo peso
do animal. Sdo descritos problemas com a gavagem em modelos animais, como o
estresse pelo préprio procedimento, ou lesdes de boca, esbéfago e estdbmago.
Através de treinamento prévio, utilizacdo de sedagdo e padronizagdo do

procedimento, a gavagem pdde ser realizada com seguranga, sem complicagbes



100

perceptiveis. Para diminuir o risco de regurgitacéo, o rato foi mantido com a porg¢ao
cefalica mais elevada que a caudal ap6s a gavagem, até a completa recuperagéo

anestésica.

A suplementagao pré-operatéria foi realizada por periodo de sete dias antes
do procedimento cirurgico. O periodo de sete dias de nutricdo foi baseado em
trabalhos da literatura, que mostraram que a nutricdo enteral por 7 a 10 dias no pré-
operatorio reduz a incidéncia de complicagbes pods-operatorias (KLEIN et al., 1997;
CORISH, 1999).

A afericdo do peso € parametro nutricional importante em varios estudos
experimentais (IRVIN; HUNT, 1974a; WARD et al., 1982; KARAHASANOGLU et al,,
1998), estando relacionado a alteragdes cicatriciais. O peso foi um dos parametros
importantes utilizados neste estudo para avaliar a evolugéo nutricional dos grupos

suplementados.

Gianotti et al. (2002) e Horie et al. (2006) conduziram estudos com
suplementacédo enteral imunomodulada em pacientes cirurgicos, sem desnutrigao,
com bons resultados em relacdo as complicagdes infecciosas e tempo de
internagéo. Isto motivou o autor a realizar o presente estudo com ratos eutréficos,

sem desnutricio.

Segundo Halsted (1887), citado por Getzen e Holloway (1966), na
anastomose término-terminal do intestino somente um plano de sutura deve ser
feito, ja que a inversao causada pela sutura em 2 planos determina a formacao de
grande espordo interno, com diminuicdo da luz intestinal. Alguns estudos
relacionaram as anastomoses intestinais construidas com sutura interrompida como
produtoras de melhor cicatrizagdo e com menor degradagéo de colageno (HOWES;
SOOQY; HARVEY, 1929; JIBORN; AHONEN; ZEDERFELDT, 1980). Assim, esta foi a

técnica utilizada para realizagao das anastomoses nos ratos.

Fator importante e de grande interferéncia no processo de cicatrizagao é o
material utilizado na confec¢do da anastomose: o fio de sutura. A aplicacdo de fios
de sutura interfere nos fenémenos biolégicos envolvidos na cicatrizagéo, dai a busca
incessante de material que produza a menor reatividade bioldgica. Todavia n&o se

chegou ao material ideal. Existem evidéncias de que os fios monofilamentares
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inabsorviveis, tal como os de polipropileno e nylon, provoquem menor reacgao
tecidual e, portanto, menor interferéncia no processo cicatricial (KORUDA;
ROLANDELLI, 1990). A utilizagcdo do fio monofilamentar de nylon 6-0, no presente
estudo, é justificada por se desejar minima reacdo inflamatéria tecidual pela
presenca do corpo estranho, pois esta poderia interferir no processo de cicatrizacao,

ocasionando eventuais erros na analise dos resultados.

A avaliagdo da anastomose no 5° PO permite a avaliacdo da cicatrizagao
colénica em periodo favoravel de observacido, por meio do método utilizado neste
estudo, e dentro da fase mais critica do aparecimento de deiscéncias. Law e Ellis
(1990) estabeleceram diferencas mecanicas entre anastomoses colbnicas de ratos
desnutridos e controles eutréficos, principalmente entre 0 4° e 7° PO, considerando o
5° PO como o momento mais apropriado para a avaliagdo das forcas intrinsecas
envolvidas na manutencédo da integridade anastomaética. Souza, Soares e Apprilli
(1991) verificaram que, durante os trés primeiros dias pds-operatérios, a resisténcia
da anastomose € principalmente determinada pelas suturas. Horgstrom, Haglund e
Zederfeldt (1985) estabeleceram que a partir do 4° PO o colageno comecga a se
acumular, passando a determinar as propriedades mecanicas da anastomose
colonica. Jonsson, Jiborn e Zederfeldt (1983) e Hendriks e Mastboom (1990)
consideraram o periodo entre 4° e 7° PO como o momento mais vulneravel de
deiscéncias anastomoéticas de célon, devido ao déficit mecanico e a baixa qualidade

de colageno depositado.

Além disso, outras evidéncias influenciaram para a escolha do 5° PO. Greca
et al. (2000) ndo conseguiram avaliar as forgas mecanicas da anastomose em
periodo precoce (3° PO). No estudo de Costa et al. (2003) houve maior numero de
rupturas fora da linha anastomoética, impossibilitando as analises de forga ténsil, a
partir do 7° PO.

De acordo com Hendriks e Mastboom (1990), a investigagao da cicatrizagao
das anastomoses intestinais, com o intuito de melhorar seus resultados, necessita
de maneiras de quantificagdo. Este processo pode ser avaliado com parametros
clinicos, mecanicos, bioquimicos e histolégicos. A preferéncia € pela utilizagdo de

um método mecanico, bioquimico ou da combinacédo dos dois. No presente estudo,
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optamos pela utilizacdo de parametros clinicos, método mecanico (for¢a ténsil) e

método histoldgico (deposicéo de colageno na linha de anastomose).

5.2 DA SUPLEMENTAGAO ENTERAL ENRIQUECIDA COM IMUNONUTRIENTES.

A utilizagcdo de férmulas suplementadas com nutrientes, anteriormente
considerados n&o essenciais, mas que, em condi¢gdes de doenga grave, tornam-se
"condicionalmente essenciais", é referida como imunonutricdo. Exemplos destes
nutrientes sdo a glutamina, a arginina, os nucleotideos (como o RNA), os acidos

graxos w-3 e os oligoelementos, como o zinco e o selénio.

Diversos sédo os trabalhos que mostraram beneficios com a utilizacdo de
suplementagdo com arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos na diminuicdo de
complicagdes infecciosas e no tempo de internagdo, em pacientes criticos e
operados (BOWER et al., 1995; HEYS et al., 1999; GALBAN et al. 2000; TEPASKE
et al. 2001; BRAGA et al., 2002; WAITZBERG et al., 2006; OKAMOTO et al., 2009).

Beale, Bryg e Bihari (1999) realizaram metanalise mostrando redugao
significativa da taxa de infecgcdo, dias de ventilagdo mecanica e tempo de
hospitalizagdo no grupo com dieta imunomodulada com a utilizagcdo de nutricdo
enteral imuno-enriquecida em pacientes criticos apds trauma, sepse e cirurgia de

grande porte.

Os efeitos de dietas enriquecidas com arginina, acidos graxos w-3 e Pereira
(2006), nucleotideos sobre o processo de cicatrizagao foram estudados por poucos
autores. em estudo experimental, analisaram efeito de nutricdo enteral
suplementada com arginina e antioxidantes sobre o processo de cicatrizagdo de
feridas cutaneas em ratos nutridos e previamente desnutridos, em termos de
avaliacdo morfo-estrutural, bioquimica e biologia molecular. Seus resultados
mostraram que, apesar da suplementacdo, os animais previamente nutridos

apresentaram melhores resultados cicatriciais em relagdo aos ratos desnutridos.
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Entre os ratos desnutridos, os melhores resultados foram alcangados naqueles que
receberam suplementagdo com arginina e antioxidantes, em relacdo aqueles que

receberam dieta padréo.

5.3 DOS RESULTADOS

5.3.1 Morbidade e mortalidade

Em modelos animais, parametros clinicos para a avaliagdo do processo de
cicatrizacdo levam em conta a evolugdo pds-operatéria e os achados intra-
abdominais apos sua morte, seja ela em meio a fase de experimentacdo ou
provocada no término desta, para coleta de dados. Eles indicam o sucesso ou

insucesso da anastomose e refletem a presenca de deiscéncia anastomética.

No presente estudo, ndo foram observadas complicacbes pds-operatorias
como deiscéncia anastomotica, obstrugao intestinal, abscessos abdominais ou peri-
anastomoticos, em ambos o0s grupos, como observados em outros estudos
experimentais semelhantes (COSTA et al., 2003; SCHMITZ et al., 2006). Também

nao houve oObitos durante o periodo de estudo.

A realizagdo de um grupo piloto, prévio a este estudo, para treinamento de
todos os passos do trabalho, principalmente os momentos criticos (sedagéo,
gavagem, anestesia, procedimento cirurgico) pode ter influenciado positivamente
estes resultados (AHUMADA et al., 2008). A experiéncia na linha de pesquisa em
Cicatrizagdo dos Tecidos e Medidas de Resisténcia, do Programa de Pos-
Graduacao em Clinica Cirurgica da Universidade Federal do Parana, também trouxe

seguranga para a execugao deste trabalho.
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5.3.2 Peso

A afericdo do peso é parametro nutricional importante em varios estudos
experimentais (WARD et al., 1982; KARAHASANOGLU et al, 1998), estando
relacionado a alteragdes cicatriciais. A perda de peso pode interferir na evolugcéo das
anastomoses intestinais. Decréscimo ponderal durante o periodo perioperatério
sugere certo grau de desnutricdo, o que pode acarretar deficiéncia na cicatrizacao e,

consequentemente, maior incidéncia de complicagdes anastomaoticas.

O peso tem sido amplamente empregado como paradmetro clinico na
avaliacdo do processo de cicatrizacgo. KARAHASANOGLU et al. (1998)
evidenciaram perda ponderal de aproximadamente 15% do peso corporal inicial em
ratos alimentados com dieta hipoprotéica por 10 dias antes da realizagdo de
anastomose colonica. Com isso encontraram diminuigao significativa nas pressodes
de ruptura nas anastomoses dos animais desnutridos. GONCALVES et al. (2009)
mostraram que a terapia nutricional pré-operatoria por sete dias aumenta o forca
ténsil, assim como o percentual de deposi¢cao de colageno maduro, de anastomoses

colbnicas de ratos previamente desnutridos.

No presente estudo foram incluidos animais sem desnutricdo, que receberam
suplementagcao com dieta enteral padrao (grupo PC) e enriquecida com arginina,
acidos graxos w-3 e nucleotideos (grupo PIl). A utilizagdo de ratos eutroficos foi
motivada pelos bons resultados demonstrados por diversos autores na utilizacado de
nutricdo imunomodulada em quadros sem desnutri¢gdo, principalmente em relagcéo a
diminuicdo de complicagbes infecciosas (GIANOTTI et al., 2002; HORIE et al.,
2006).

Em ambos os grupos (Pl e PC) observou-se ganho de peso no periodo de
suplementacdo pré-operatéria (entre o inicio do estudo até a cirurgia), com
diminuicdo do peso no periodo pods-operatorio, e leve recuperagao no dia do
sacrificio. A evolugdo dos pesos dos animais dos grupos Pl e PC, durante todo o
periodo de estudo, ndo apresentou diferengas significativas (p>0,05). Semelhante

evolugdo das médias de pesos foi observado por Costa et al. (2003) e Pereira
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(2006), em estudos experimentais. A perda de peso no pds-operatério pode ser
explicada pela prépria resposta organica ao trauma, assim como pela diminui¢do da

ingesta de ragao pela dor.

A suplementagao enteral, tanto padrao quanto imunomodulada, mostrou-se
eficiente em aumentar o peso pré-operatério dos ratos. Entretanto, o ganho de peso
durante o periodo de suplementagdo pré-operatoria foi significativamente maior no
grupo PI (33,68 = 2,88 g) do que no grupo PC (25,18 £ 1,18), com p = 0,012. Ja a
perda de peso durante o periodo de pds-operatério ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos (p=0,25). O maior ganho de peso pré-operatdrio no grupo
PI foi inesperado, ja que os grupos receberam ragao espécie especifica ad libitum, e
as suplementag¢des foram isocaloricas e isonitrogenadas, com doses proporcionais
ao peso individual. Este maior aumento de peso pré-operatorio pode indicar
melhores reservas de nutrientes, principalmente daqueles considerados
condicionalmente essenciais e oligoelementos, resultando em maior forga maxima
de tragdo e maior deposicdo de colageno maduro no grupo PIl. Entretanto, no
presente estudo nao foram realizadas medidas diretas de nutrientes individuais, ou

de seus metabdlitos, para evidenciar diferengas entre os grupos.

A suplementagdo enteral, tanto padrdo quanto enriquecida com
imunonutrientes, ndo foi capaz de manter o peso dos ratos no pds-operatorio

imediato.

5.3.3 Avaliacio tensiométrica

As forcas mecanicas envolvidas nas anastomoses refletem de forma objetiva
a integridade da mesma (KORUDA; ROLANDELLI, 1990). Essas variaveis podem
ser determinadas de diferentes formas. A avaliacdo da forga ténsil da anastomose é
frequentemente utilizada em estudos experimentais, com resultados que refletem

com elevada precisao as propriedades biofisicas do tecido.
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Van Winkle (1969) definiu dois tipos de for¢a para a avaliagdo mecanica de
uma ferida: Tensao (quantificagdo da carga aplicada para rompé-la, considerando a

dimenséo do tecido analisado) e Forga de Ruptura (forca necessaria para rompé-la).

Equipamentos eletrénicos informatizados, que realizam teste de tragdo da
anastomose, apresentam erros minimos de leitura e s&o recomendados em
investigacdes experimentais de cicatrizagao intestinal e de outras feridas cirurgicas
(NARESSE et al., 1987).

Alguns imunonutrientes, avaliados isoladamente, mostraram resultados
positivos ao processo de cicatrizagdo (SHASHIDHARAN et al., 1999; BINNEBOSEL
et al., 2009). Entretanto, modelos experimentais para a analise dos efeitos das
dietas imunomoduladas no processo de cicatrizagdo do trato digestivo, através de

métodos mecanicos, ainda sdo escassos.

No presente estudo, a avaliagdo mecanica das anastomoses colOnicas
mostrou maior forga maxima de tracdo no grupo suplementado com imunonutrientes
do que no grupo controle, com significancia estatistica (p=0,03). Como as dietas
enterais utilizadas foram isocalérica e isonitrogenadas, acredita-se que esta
diferenga tenha acontecido por acdo dos imunonutrientes presentes na dieta
enriquecida, levando a um processo de cicatrizagdao mais eficiente. A melhora na
forca maxima de tragcdo pode ter ocorrido devido ao aumento da quantidade de
colageno maduro na linha de anastomose, ou mesmo pela modulagéo do sistema

imune no pos-operatorio.

Em relacédo a forga de ruptura total, resultados similares foram encontrados
entre os grupos Pl e PC. Entretanto, este parametro isolado de resisténcia da
anastomose nao deve ser superestimado, pois possui menor sensibilidade em
perceber pequenas diferencas em tecidos heterogéneos, como segmentos
intestinais (COSTA et al., 2003).
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5.3.4 Densitometria do colageno

Por muito tempo, a analise do colageno se resumiu a analise da quantificagao
de hidroxiprolina (aminoacido caracteristico da proteina colagena na maioria dos
tecidos). Entretanto, varios tipos de colageno apresentam quantidades diferentes de
hidroxiprolina (MILLER, 1973). Um exemplo sdo as cadeias alfa do colageno tipo Il
(imaturo) que apresentam mais residuos de hidroxiprolina do que as cadeias alfa de

colageno tipo | (maduro).

Recentemente, maior énfase tem sido dada ao uso de métodos qualitativos
de avaliagao do colageno (HENDRICKS; MASTBOOM, 1990; RABAU et al., 1995). A
coloragédo de picrosirius com microscopia polarizada diferencia as fibras colagenas
de acordo com sua birrefringéncia; as fibras de maior espessura (colageno tipo I)
aparecem fortemente birrefringentes e as fibras de menor espessura (colageno tipo
[Il) aparecem fracamente birrefringentes. Esta diferenciagdo de cores permite a
andlise qualitativa das fibras colagenas, obtendo-se a densitometria de fibras
maduras (colageno tipo 1) e imaturas (colageno tipo Ill) que, em dultima analise,
reflete a proporcdo de entrelacamento das fibras (SWEAT; PUCHTLER,;
ROSENTHAL, 1964; JUNQUEIRA; MONTES; SANCHES, 1982).

No presente trabalho, a quantidade total de colageno na anastomose colbnica
nao foi diferente entre os grupos estudo e controle (p=0,39). PEREIRA (2006), em
estudo experimental, analisaram efeito de nutricdo enteral suplementada com
arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos sobre o processo de cicatrizagdo de
feridas cutaneas em ratos. A quantidade de colageno total também foi semelhante

entre os grupos com suplementagéo padrao e imunomodulada.

Entretanto, quando se analisaram os diferentes tipos de colageno, observou-
se predominancia do colageno tipo | (maduro) sobre o tipo Il (imaturo) no grupo
suplementado com dieta enriquecida com arginina, acidos graxos w-3 e
nucleotideos. Ja o grupo controle apresentou menores quantidades de colageno tipo
| em relagéo ao tipo lll. Quando se comparou a quantidade de coldgeno maduro

entre os grupos Pl e PC, foram observadas concentragdes significativamente
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maiores no primeiro grupo (p=0,01). O indice de maturagdo do colageno (IMaC) foi
significativamente maior no grupo PI (1,49 + 0,27) do que no grupo PC (0,55 £ 0,09),
com p=0,003.

As caracteristicas qualitativas do colageno depositado sdo mais importantes
para o suporte estrutural da anastomose do que sua concentragdo tecidual
(HENDRIKS; MASTBOOM, 1990). O aumento de forga ténsil € mais relacionado
com o colageno | do que com o colageno lll. Doillon et al. (1985) evidenciaram que a
deposicdo e o remodelamento das fibras de colageno | s&o os principais
determinantes do ganho de forca da area cicatrizada, exercendo influéncia sobre a

integridade anastomotica.

Jonsson, Jiborn e Zederfeldt (1983) e Hendriks e Mastboom (1990)
estabeleceram a correlagédo clinica dessas evidéncias. Verificaram que havia um
periodo mais vulneravel para deiscéncia anastomotica (entre 4° e 7° PO), que
correspondia aos momentos de déficit mecanico e de baixa qualidade de colageno

depositado na anastomose.

Waitzberg et al. (2006), em metanalise recente, haviam observado que as
fistulas anastomoticas foram 46% menos prevalentes quando a suplementacdo com
arginina, acidos graxos w-3 e nucleotideos fez parte do tratamento pré-operatorio,
em pacientes submetidos a cirurgia eletiva. Estes indicios de melhora no processo
de cicatrizacdo foram reforcados com os achados do presente estudo, mediante
aumento na quantidade de colageno maduro e melhora nos parametros mecanicos

de anastomoses colOnicas de ratos suplementados com imunonutrientes.

5.4 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Beneficios com a utilizagcdo de férmulas de suplementagdo enteral
enriquecidas com arginina, acidos graxos w-3, nucleotideos e oligoelementos foram

demonstrados em diversos estudos. Melhores resultados em relagdo a diminui¢cao
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de complicagdes infecciosas pos-operatoérias, de tempo de ventilagdo mecanica e
hospitalizagdo, e de custos ja foram observados. Entretanto, trabalhos recentes

questionam estes resultados positivos.

Poucos trabalhos experimentais foram realizados com método para avaliagao
do processo de reparo tecidual. Assim, o presente estudo teve como objetivo a
avaliagdo da influéncia da suplementacdo pré-operatéria com dieta enteral
enriquecida com arginina, acidos graxos w-3, nucleotideos e oligoelementos sobre a
cicatrizagdo de anastomoses coldnicas em ratos, mediante analise tensiométrica e
densitometria do colageno. Os resultados obtidos mostraram melhora na quantidade

de colageno maduro e nos parametros mecanicos das anastomoses intestinais.

Portanto, os efeitos das féormulas imunomoduladas sobre o processo de
cicatrizagdo ainda podem ser avaliados por meio de outros métodos. As

possibilidades s&o varias:
- terapia imunomoduladora peri-operatoria;
- modelos de desnutricdo e re-nutricao;
- sepse;
- imunoistoquimica;

- dosagem de macro e micronutrientes, assim como de seus metabdlitos.
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6 CONCLUSOES
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6 CONCLUSOES

A suplementagao pré-operatéria com dieta enteral enriquecida com arginina,
acidos graxos 6mega-3, nucleotideos e oligoelementos melhora os parametros de
avaliacao de cicatrizacdo de anastomoses colbnicas de ratos nutridos. Quando

comparada a suplementacdo com dieta enteral padréo, associa-se:

a) Ao aumento da forgca maxima de tracdo das anastomoses colbnicas, no 5°
PO;

b) Ao aumento da quantidade de colageno tipo | (maduro), sem aumento da

quantidade de colageno total nas anastomoses coldnicas, no 5° PO;

c) A ocorréncia similar de complicacdes e 6bitos, até o 5° PO.
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