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RESUMO

Devido ao pouco conhecimento do efeito da nicotina sobre a cicatrizacdo de
feridas em bexiga urinaria, foi realizado um estudo a fim de observar a acéo
desta droga sobre células inflamatérias, deposicido de colageno | e lll e sua
provavel interferéncia sobre a for¢ca tecidual em suturas vesicais de coelhos.
Para tanto, foram utilizados 20 coelhos Nova Zelandia, divididos de maneira
aleatéria em dois grupos N e C, conforme o tratamento proposto. Cada grupo
foi subdividido em dois subgrupos, de acordo com o intervalo de tempo
utilizado para avaliacdo. No grupo N, composto de 10 animais, foi administrada
nicotina na dose de 2 mg/kg de peso do coelho por via subcuténea, diluida em
1 ml de solucdo fisioldgica a 0,9% em 1 aplicagdo diaria; a droga foi
administrada por 28 dias prévios a cirurgia, sendo mantida por quatro ou sete
dias conforme o subgrupo do animal. No grupo C, também composto de 10
animais, foi administrada solugao fisioldgica a 0,9%, nas mesmas condi¢des e
intervalos de tempo do grupo da nicotina, sendo utilizado como controle para o
experimento. Todos os animais foram submetidos a cistotomia com sutura
continua da parede vesical apds 28 dias da administracdo de nicotina ou
solucgao fisioldgica. As afericbes foram realizadas no 4° e 7° dia em cada grupo
apos cistectomia e eutanasia dos animais. Uma parte da bexiga era retirada e
enviada para teste de tragdo para avaliar a for¢ca tecidual da sutura e um
fragmento era enviado para exame histolégico. A analise histologica era
realizada através das técnicas de hematoxilina e eosina, com o intuito de
avaliar alteragdes do processo inflamatério e proliferacido de fibroblastos, e
picrosirius-red F3BA, para identificar a porcentagem de deposicéo de colageno
tipo | e Ill. Os resultados permitiram concluir que houve uma diminuicdo do
numero de neutréfilos no 4° dia pos-operatoério € aumento de plasmocitos no 7°
dia ap6s a cirurgia nos animais que receberam nicotina em relagdo ao grupo
controle. Nao ocorreu diferenca estatistica nas demais variaveis.

Palavras-chave: Bexiga; Colageno; Nicotina; Suturas; Coelhos; Cicatrizacdo

de Feridas



ABSTRACT

Due to limited knowledge of the nicotine effects on the urinary bladder wound
healing, a study was performed on the bladders of rabbits in order to observe
the action of this drug on inflammatory cells, deposition of collagen type | and Il
and its likely interference on tissue strength at vesical sutures in rabbits. Thus,
20 New Zealand rabbits were used, randomly divided into two groups N and C,
according to the proposed treatment. Each group was subdivided into two
subgroups, according to the time interval used in the evaluation. Group N, made
up of 10 animals, received a nicotine dose of 2mg/kg by subcutaneous injection,
diluted in 1 ml of 0.9% saline solution and administered once a day; the drug
was given during a 28 day period prior to surgery and it was maintained for four
or seven days according to the animal subgroup. In group C, made up of 10
animals, a saline solution at 0.9% was administered under the same conditions
and time intervals as the nicotine group, being used as control for the
experiment. All the animals underwent a cystotomy with continuous suture of
the bladder wall after 28 days of nicotine or saline solution administration.
Measurements were performed on the days four and seven in each group after
the cystectomy and euthanasia of the animals. A fragment of the bladder was
removed and sent for a tensile strength test to evaluate the tissue strength of
the suture, and another fragment was sent for a histological examination. The
histological analysis was performed using the hematoxylin and eosin
techniques, with the objective of evaluating changes in the inflammatory
process and the proliferation of fibroblasts, and picrosirius-red F3BA, to identify
the percentage deposition of collagen type | and lll. The results allowed us to
conclude that there was a decrease in the number of neutrophils on the day 4
after the surgery and an increase of plasmocytes on the day 7 after surgery in
animals that received nicotine in relation to the control group. There were no
statistical differences in the other variables.

Key words: Bladder; Collagen; Nicotine; Sutures; Rabbits; Wound Healing
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1 INTRODUGCAO

Atualmente o tabagismo € um dos principais problemas de saude publica
em todo 0 mundo, devido a sua associacdo com diversas doengas. Entre elas,
de importancia para urologia, destaca-se o0 cancer de bexiga,
reconhecidamente associado ao habito de fumar. Além disso, o fumo pode
estar relacionado diretamente com o aumento da prevaléncia dos sintomas do
trato urinario baixo (KOSKIMAKI et al., 1998).

Segundo REUS et al. (1984), existem aproximadamente cinco mil
componentes no tabaco, dentre os mais toxicos destaca-se a nicotina,
substancia alcaldide inodora e incolor que ao ser inalada ou injetada pode
liberar catecolaminas e resultar em vasoconstricdo com diminuigéo da perfuséo
tecidual.

Apds uma lesdo tecidual inicia-se 0 processo de restauracdo da
integridade do tecido através de uma série de eventos celulares, fisioldgicos e
bioquimicos altamente dinédmicos e integrados. WITTE e BARBUL (1997),
SINGER e CLARK (1999) dividiram didaticamente a cicatrizacdo em trés fases
distintas, porém relacionadas: 1) fase inflamatéria, 2) fase proliferativa e 3) fase
de maturacdo. Cada uma destas fases desempenha papel importante na
cicatrizacdo, com destaque ao colageno, principal proteina encontrada no
tecido conjuntivo e responsavel pela forca mecanica tecidual (WITTE;
BARBUL, 1997).

Estas fases da cicatrizacdo foram descritas de forma extensa na
cicatrizacdo cutdnea e também se aplicam na compreensdo do reparo de
outros tecidos (MAST, 1997). Apesar disto, cada 6rgao sofre reparo tissular
com algumas variagbes € a bexiga pode apresentar caracteristicas diferentes
do trato gastro-intestinal, por exemplo, quanto a taxa de deposi¢ao de colageno
e recuperacéo da forca mecanica (EDLICH; RODEHEAVER; THACKER, 1996).

Dentre os diversos fatores que podem afetar a cicatrizacéo de feridas, a
nicotina aparece como um dos fatores que podem interferir negativamente no
processo cicatricial, STADELMANN et al. (1998) citam a vasoconstricdo
decorrente do emprego da nicotina como uma das causas de seu efeito

deletério sobre a cicatrizagao.



Apesar do efeito da nicotina ser alvo de trabalhos cientificos com relagao
a cicatrizagdo em varias especialidades, como dermatologia, odontologia e
cirurgia geral (KNUUTINEN et al., 2002; MARTINEZ, SILVERIO; ROSSA JR,
2002; MEDEIROS et al., 2003a) ainda n&o ha estudos pertinentes ao trato
urinario, inclusive bexiga. Este fato, aliado ao grande numero de intervengdes
cirurgicas envolvendo suturas e anastomoses vesicais, despertou o interesse
em se idealizar esta pesquisa, com a finalidade de se avaliar as eventuais

interferéncias da nicotina na cicatrizacéo da parede vesical.

1.1 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo é avaliar a influéncia da nicotina no
processo cicatricial de suturas vesicais em coelhos submetidos a cistotomia,
em relagdo aos seguintes aspectos:

1. Alteragbes histoldgicas
2. Quantidade de colageno tipo | (maduro) e tipo Il (imaturo)

3. Analise da forca de tens&o tecidual.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CICATRIZACAO

A cicatrizacdo € um fendmeno relacionado a varios eventos, ocorrendo
de modo dinamico, complexo e que ao final resulta na restauracédo da barreira
epitelial. O processo de cicatrizacdo envolve mediadores soluveis, células
sanguineas e do parénquima, além da matriz extracelular. Didaticamente, a
cicatrizagdo pode ser divida em trés fases distintas: inflamacéo, proliferacéo e
maturacdo ou remodelagem, as quais se sobrepbem em tempo e nao devem
ser vistas como uma série simples de passos sequenciais (SINGER; CLARK,
1999).

Inflamacéao

Ocorre do momento da leséo até o 4° e 5° dia. Segundo WITTE e
BARBUL (1997), € caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular,
quimiotaxia de células da circulagdo, liberacdo de citocinas e fatores de
crescimento, e ativacdo das células de migracdo. Apds a exposicdo de
colageno subendotelial as plaquetas, ocorre agregacéo plaquetaria e ativacéo
da parte intrinseca da cascata de coagulacdo. O contato entre colageno e
plaquetas, tanto quanto a presenca de trombina, fibronectina e seus
fragmentos, resultam na liberagdo de citocinas e fatores de crescimento. A
formacdo de coagulos serve de suporte para a infiliracdo de células como
neutréfilos, mondcitos, fibroblastos e células endoteliais.

Segundo SINGER e CLARK (1999), os neutréfilos s&o as primeiras
células a migrar para o sitio da lesdo e servem para limpar a area da ferida de
particulas estranhas e bactérias. Em seguida, os mondcitos infiltram o sitio da
ferida em resposta a fatores quimiotaticos especificos (fragmentos de proteinas
da matriz extracelular, fator de crescimento transformador-f e proteina 1
quimiotatica de mondcitos), transformam-se em macrofagos ativados que
liberam fatores de crescimento como o fator de crescimento derivado de
plaquetas e fator de crescimento endotelial vascular, os quais iniciam a

formacéo do tecido de granulagéo. Os fatores de crescimento derivados de



monocitos e macréfagos s&o certamente necessarios para 0 inicio e
propagacdo da formacdo de novos tecidos em feridas, de modo que os

macroéfagos tém papel fundamental na transi¢c&o entre inflamacéo e reparo.

Proliferacao

De acordo com WHELAN, STEWART e SCHWARTZ (2005), os eventos
da proliferac&o iniciam-se em torno do 4° dia e persistem até aproximadamente
o 14° dia apds a injuria. Caracteriza-se por 3 processos. angiogénese,
proliferacdo fibroblastica e epitelizacdo. Fibroblastos e células endoteliais sdo
as células primarias proliferando nesta fase. Os fibroblastos migram dos
tecidos adjacentes para o local da ferida e as células endoteliais proliferam das
vénulas intactas proximas do local da lesdo e formam novos capilares pelo
processo de angiogénese.

Aproximadamente 2 dias apds a lesdo, queratinécitos comegcam a
proliferar na borda da ferida. Proteinas da membrana basal sdo formadas e se
deslocam da borda da ferida para o centro e servem como matriz proviséria
para guiar a proliferagdo de queratinécitos. Quando a ferida é coberta, os
queratinécitos retornam ao seu fendtipo normal, aderindo a derme subjacente e

membrana basal, permitindo a ferida cicatrizar em sua forma original.

Maturacéo

EDLICH, RODEHEAVER e THACKER (1996) deixaram claro que na
fase de maturacdo, a deposicdo de colageno na ferida é o principal fator. A
qualidade, o grau de velocidade e a quantidade total de depdsito na matriz
determinam a for¢ca da cicatriz. O conhecimento da estrutura molecular e
organizacdo do colageno é essencial para a compreensado das propriedades
fisicas e anatdbmicas de cicatrizes da derme. Ha quatro niveis distintos de
organizacdo molecular do colageno da derme. Primeiro, diz respeito a
sequéncia precisa do arranjo de aminoacidos. A glicina corresponde a um tergo
dos aminoacidos na molécula e o restante, prolina e hidroxiprolina. Segundo, a
molécula de colageno consiste de trés cadeias de peptideos de comprimento

aproximadamente iguais, cada um contendo cerca de 1000 aminoacidos.



Terceiro, refere-se ao arranjo espacial das trés cadeias na molécula que tem a
configuragdo de hélice, chamada tropocolageno. O quarto nivel é a maneira
pela qual o tropocolageno esta agregado em uma unidade bioldgica estavel de
forca mecanica, ja que suas moléculas estdo orientadas na mesma direcdo e
unidas por ligacbes covalentes intra e intermoleculares criando um forte
polimero, a fibra colagena.

WITTE e BARBULL (1997) citam a existéncia de mais de uma dezena
de tipos especificos de colagenos, sendo que o colageno tipo | (sintetizados
pelos fibroblastos) e o colageno tipo lll sdo predominantes na derme intacta,
compondo em 80 a 90 % e 10 a 20 % da proteina colagena, respectivamente.
Segundo CRONIN, JACKSON e DUNPHY (1968), o colaleno tipo Il é
depositado precocemente no tecido de granulagdo e caracteriza um colageno
imaturo; mais tarde com a remodelacido surge o tipo |, de caracteristicas
maduras. BASKIN et al. (1993), através de estudos in vitro, demonstraram que
as células musculares lisas da bexiga sintetizam predominantemente
colagenos tipo | e lll, e fibronectina.

De acordo com WHELAN, STEWART e SCHWARTZ (2005), apés 1
semana de cicatrizacdo ocorre contracdo da ferida com a aproximacéo dos
seus bordos. Neste periodo ocorre uma mudan¢a no fenétipo dos fibroblastos
que passam a expressar grande quantidade de actino-microfilamentos ao longo
de suas membranas citoplasmaticas e conexdes extracelulares. GABBIANI,
CHAPONNIEL e HUTTNER (1978) evidenciaram em estudo experimental em
ratos e coelhos que durante a cicatrizacdo da ferida de pele, células
epidérmicas e fibroblastos de tecido de granulagdo (miofibroblastos)
desenvolvem um aparato citoplasmatico extenso. Paralelamente, a proporgéo
da superficie de células epidérmicas ocupadas por jungdes GAP aumenta
quando comparada a pele normal, e juncbes GAP recentemente formadas
aparecem entre os miofibroblastos, sugerindo que a migracdo de células
epiteliais € a contracido do tecido de granulagdo constituem um fenémeno
sincronizado.

HASTINGS et al. (1975) demonstraram que a bexiga de cées tem um
grande potencial de reparo, com uma velocidade de sintese de colageno
atingindo um pico no quinto dia, sendo que no décimo quarto dia a ferida

vesical apresenta 100% da for¢ca do tecido normal. O exame das feridas de



cistotomia mostrou formacao de cicatriz tipica sem evidéncia de regeneracao
de musculo liso na ferida, o que leva a crer que a cicatrizacdo da parede
vesical ocorreu por sintese, deposicdo e remodelagem do colageno para
formar a cicatriz. De maneira diversa, FAGGIAN et al. (1998) documentaram a
formacéo de tecido de musculo liso de novo via incorporacéo de células
intersticiais em bandas de musculo liso crescentes apds a indugcdo de uma
les&o localizada sobre a parede vesical de coelhos. Ademais, WU et al. (1999)
determinaram a origem de células musculares lisas em enxertos acelulares
vesicais que foram recobertos através da desdiferenciacdo, migracido e
rediferenciacdo de células musculares maduras, considerando improvavel que
fibroblastos do tecido periférico sejam induzidos pelo epitélio e matriz a formar

musculo liso.

2.2 TABAGISMO E NICOTINA

De acordo com READ (1984), o uso compulsivo de tabaco € observado
em todas as culturas nas quais a sua utilizacdo foi introduzida. Durante a
Segunda Guerra Mundial, milhées de soldados americanos ganharam cigarros,
0 que levou a um grande aumento do consumo nos Estados Unidos, expondo
estes veteranos a uma das drogas que mais produz dependéncia, morbidade e
mortalidade.

O habito de fumar é uma causa bem conhecida de diversas doengas e
varias formas de cancer, inclusive cancer de bexiga. De acordo com HIJJAR e
COSTA E SILVA (1991), estima-se que no Brasil o tabaco esteja relacionado a
morte de 80 a 100 mil pessoas anualmente e que 2,5 milhdes de pessoas
morrem por ano no mundo em consequéncia do habito de fumar .

Segundo estudos de REUS et al. (1984) a fumaga do cigarro € uma
mistura complexa de muitas substéncias toxicas, contendo mais de 5 mil
componentes, dos quais os mais tdxicos sdo o mondxido de carbono, éxido
nitrico, amoniaco e nicotina.

A dificuldade em parar de fumar é atribuida em grande parte as
propriedades aditivas da nicotina, que nas concentracdes da fumaca do cigarro
€ uma potente droga psicoativa (KUMAR; LADER, 1981). BENOWITZ (1988)



afirma que a nicotina € uma amina terciaria composta de um anel de piridina e
pirrolidina. O tabaco contém nicotina-S levorotatoria, mas a fumacga do cigarro
também contém o isdmero R em quantidades de até 10 % do total de nicotina
presente, provavelmente por racemizagao durante o processo de combustao. A
nicotina é uma base fraca com um pKa de 8,0 e num pH fisiolégico cerca de
31% esta n&o-ionizada, podendo facilmente cruzar membranas celulares. O pH
da fumaga do cigarro normalmente € acido, o que dificulta a absorcdo da
nicotina na boca, porém ao ser inalada alcanca as vias aéreas inferiores aonde
e facilmente absorvida, independente do pH. Apds isso, a nicotina entra
rapidamente no cérebro e 1ogo seus niveis declinam, a medida que €
distribuida aos outros tecidos corporais. A nicotina € metabolizada
primariamente no figado, e em pequena quantidade pelo pulmé&o. O nivel de
excrecdo renal depende do pH urinario e fluxo da urina, respondendo por 2 a
35% da eliminacéo total. Os principais metabdlitos da nicotina s&o a cotidina e
o Oxido-N-nicotinico, além da hidroxicotidina que é abundante na urina e serve
como indicador de exposi¢cdo a nicotina. A nicotina tem efeito sobre varios
orgaos e sistemas, entre eles o sistema cardiovascular, levando ao aumento do
fluxo cardiaco e vasoconstricdo periférica, em decorréncia da elevacédo dos
niveis de catecolaminas circulantes, por estimulo direto da nicotina nas supra-

renais e ganglios simpaticos periféricos.

2.3 NICOTINA E CICATRIZACAO

MOSELY e FINSETH foram os primeiros a descrever em 1977 os efeitos
nocivos do tabagismo sobre a cicatrizacao de feridas, observando um retardo
na cicatrizacdo de uma ferida de méo em um fumante com aterosclerose. A
partir de entdo, comecgou a se estudar mais profundamente a relagao entre
tabaco e cicatrizacao.

Em 1978, MOSELY, FINSETH e GOODY, estudaram 8 coelhos
submetidos a uma lesdo cuténea na orelha, os quais receberam nicotina
intraperitoneal na dose de 2 mg/kg, 2 vezes ao dia por 5 dias previamente a
cirurgia e por mais 21 dias no periodo de observagcédo. Os resultados foram

comparados com o grupo controle de 8 animais. Realizou-se afericdo



macroscopica da area cruenta a cada dois dias, havendo retardo na
cicatrizacdo do 6° ao 10° dia. Entretanto, a taxa de cicatrizacdo foi a mesma a
partir desta data.

JONSSON et al. (1991) estudaram feridas subcutédneas em 33 pacientes
cirurgicos no pds-operatorio, medindo a tens&o de oxigénio e deposicdo de
colageno. A deposicdo de colageno foi direta e significativamente proporcional
a tensdo de oxigénio e as medidas de perfusdo. JENSEN et al. (1991)
demonstraram em 8 voluntarios que a tensdo de oxigénio no subcuténeo cai
rapidamente em resposta ao fumo, permanecendo baixa por 30 a 50 minutos,
paralelamente a estabelecida farmacocinética da nicotina. Isto sugere que a
vasoconstricdo causada pela nicotina, através de seus efeitos adrenérgicos,
pode contribuir com a diminuicdo da tensdo de oxigénio subcutanea, o que
poderia afetar a cicatrizac&o de feridas.

SILVERSTEIN (1992) enfatiza que a nicotina exerce varios efeitos
especificos que podem afetar a cicatrizagdo, levando a diminuicdo da
proliferacdo de hemacias, fibroblastos e macréfagos. Além disso, ocorre
aumento da adesividade plaquetaria, que causa micro-coagulos e diminui a
micro-perfusao.

Em estudo experimental em anastomoses do intestino delgado de ratos,
SKINOVSKY (2000) observou nos animais em que foi administrada nicotina na
dose de 2 mg/kg em 2 aplica¢des diarias por 28 dias, menor proliferacdo de
fibroblastos no 7° dia pds-operatério e menor area ocupada por colageno
imaturo no 28° dia pos-operatoério em relagdo ao grupo controle.

CAMPOS et al. (2001) estudaram a agado da nicotina sobre retalhos
cutaneos em ratos, sendo que a droga foi administrada na dose de 2 mg/kg, 2
vezes ao dia durante 4 semanas. Apds isso, 0s animais foram submetidos a um
retalho isquémico de pele e, em seguida, um grupo recebeu a nicotina por 1
semana € outro utilizou soro fisiolégico durante igual periodo. Este estudo teve
um terceiro grupo que recebeu soro fisioldégico nas mesmas condi¢des.
Observou-se um aumento na area de necrose nos retalhos cutaneos nos
grupos utilizando nicotina e piora do quadro com a continuidade do seu uso no
pos-operatorio.

MARTINEZ, SILVERIO e ROSSA JUNIOR (2002) observaram em

culturas celulares de uma linhagem continua de fibroblastos, expostas a



diferentes quantidades de nicotina (O=controle, 10ug, 100 ug, 0,5 mge 1 mg) e
tempos de condicionamento (1 e 24 h), que a nicotina pode alterar, in vitro, a
viabilidade e a morfologia de fibroblastos de forma proporcional a dose e ao
tempo de exposicéo.

MEDEIROS et al. (2003a) estudaram 16 ratos submetidos a laparotomia,
oito animais receberam nicotina na dose de 5 mg/kg/dia em dias alternados
através de disco de nicotina (Nicotinell TTS ®) implantado no espago
subcuténeo do dorso dos animais, e oito animais no grupo controle que
utilizaram discos de celulose. Foi avaliada a tensdo do oxigénio tecidual em
liquido seroso colhido no subcutadneo por um tubo de silicone, a resisténcia a
tracdo da camada musculo-aponeuroética e a analise quantitativa da densidade
dos elementos da reacdo inflamatéria, fibroblastos, neutrofilos, neovasos,
tecido de granulacéo e colageno. Apos a avaliagdo destes dados, observou-se
uma diminui¢do de todos os parametros no grupo utilizando nicotina.

WONG et al. (2004) avaliaram experimentalmente o efeito do
equivalente da fumaca de cigarro inalada pelo fumante passivo em culturas de
fibroblastos embrionarios e observaram alteracbes cito-esqueléticas nos
fibroblastos que podem levar a diminuicdo da migracdo destas células. Além
disso, neste trabalho ocorreram alteracbes da endomembrana com
vacuolizacdo do citosol, fragmentacdo do reticulo endoplasmatico, diminuicéo
do complexo de Golgi. O mesmo achado foi observado com o uso de nicotina
apenas, fazendo crer que esse efeito seja decorrente da acdo da nicotina,

encontrada em niveis elevados na fumaca inalada por fumantes passivos.
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3 MATERIAL E METODO

Aplicaram-se nesse trabalho as Normas para Apresentacdo de
Documentos Cientificos da Universidade Federal do Parana (2000) e utilizou-se
a Nomina Anatomica Veterinaria (1975). O trabalho foi aprovado no Comité de
Etica em Pesquisa da Sociedade Evangélica Beneficiente de Curitiba,
protocolado sob numero 4803/05. Os procedimentos experimentais foram
realizados no Centro de Pesquisas Cirurgicas do Programa de Pds-Graduagéo
em Clinica Cirurgica da Universidade do Parana, no Instituto de Pesquisas
Médicas - IPEM e no Instituto Tecnologico do Laboratério Central de Pesquisa
e Desenvolvimento do Parana — LACTEC e seguiram as normas do Colégio

Brasileiro de Experimentagdo em Animais (COBEA).

3.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Para a realizagao deste experimento utilizaram-se 20 coelhos machos
(Oryctolagus cuniculus), raga Nova Zelandia branco, pesando entre 2600 a
3750 g, com idade variando de 90 a 110 dias e procedentes do Instituto de
Tecnologia do Parana (TECPAR).

3.2 AMBIENTE DE EXPERIMENTACAOQO

Os animais foram alojados isoladamente, em gaiolas de polipropileno, de
dimensdes padronizadas, sendo mantidos em ciclo de 12 horas de claridade
por 12 horas de escuriddo e na temperatura ambiente constante de 24 graus
Celsius. Durante todo o experimento os coelhos foram alimentados com ragéo

propria para a espécie (Supra, Campinas, SP) e com livre acesso a agua.
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3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os coelhos foram divididos aleatoriamente em dois grupos: Grupo N,
com 10 animais, submetidos a aplicacdo de nicotina e Grupo C, com 10
animais, para submeterem-se a aplicagdo de solugao fisioldgica a 0,9%; cada
grupo foi dividido em dois subgrupos, contendo 5 coelhos cada. Os subgrupos
foram denominados, segundo o tempo de avaliagdo pds-operatéria (4° e 7° dia

pds-operatorio), em N4, N7, C4 e C7.

3.4 ETAPAS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Administrac&o de nicotina ou solugéo fisioldgica pré-operatorias

Nos animais do grupo N foi administrada nicotina (Nicotine di-tartrate
salt, Sigma, Saint Louis, Missouri, USA), durante um periodo de 28 dias prévios
ao procedimento cirdrgico, por via subcutanea (figura 1) e na dosagem de 2 mg
por quilo de peso, uma vez ao dia, diluida em solucéo fisioldgica a 0,9% para
completar 1 ml e ajustada para pH 7,4.

No grupo C, os animais foram submetidos a aplicagdo de solugéo
fisiolégica a 0,9%, no volume de 1 ml, 1 vez ao dia, por via subcuténea e sendo
ajustada para pH 7,4, por um periodo igual ao grupo da nicotina. A
administracao das solucdes foi realizada na regido dorsal do animal, através de
agulha 13 x 4,5 e os coelhos foram pesados semanalmente e a dosagem de

nicotina ajustada, quando necessario.
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FIGURA 1 — ADMINISTRACAO DA NICOTINA NO DORSO DO ANIMAL

3.4.2 Preparo e procedimento operatorio

No 28° dia de aplicacdo da solugcdo os animais foram submetidos a
retirada da ragao pelas 12 horas prévias a operacdo, mantendo-se agua com

livre acesso. O procedimento ocorreu no dia seguinte.

3.4.3 Anestesia

Os coelhos receberam inducdo anestésica através da associagdo de
Xilasina 10 mg por quilo de peso e Quetamina 25 mg por quilo de peso,
administradas por via intra-muscular. Quando os animais ndo apresentavam
reacdo ao manuseio foram considerados anestesiados. A dose anestésica
aplicada foi considerada adequada através da observacdo da amplitude e
freqUéncia dos movimentos respiratérios de cada animal. Apds a indugao
anestésica foram anotados na ficha de protocolo o grupo e subgrupo de cada

animal, assim como a data da operagéao.
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3.4.4 Preparo da pele e posicionamento na mesa operatoria

Procedeu-se a tricotomia da parede abdominal ventral. Em seguida, a
fixacdo do animal com fita adesiva, na mesa operatéria, em posicédo de
decubito dorsal com os membros em extensdo. Realizou-se entdo a anti-sepsia
abdominal com soluc&o de polivinilpirrolidona-iodo a 10 % e a delimitagéo do

abdome com campos cirurgicos esterilizados.

3.4.5 Procedimento operatério

Utilizando técnica asséptica durante todo o procedimento, realizou-se
uma incisdo mediana de 5 cm de extensdo, com bisturi de [amina 15, iniciando-
se logo acima do pubis e dirigindo-se cranialmente, interessando todos os
planos da parede abdominal ventral, obtendo desta forma o acesso a cavidade
peritoneal. Apds a identificacdo da bexiga, esta era mobilizada externamente,
aspirado o seu conteudo com seringa de 10 ml e agulha 30 x 0,80 e realizado
incisdo sagital da sua parede na regido da cupula (figura 2), seguido por
fechamento da cistotomia através de sutura continua da mesma com fio
categut cromado 5-0 (agulha 1/2, 2cm). Apds isso, a bexiga era recolocada na
cavidade abdominal e a parede abdominal era fechada em 2 planos, através de
sutura continua do plano peritbnio-musculo-aponeurético e da pele,

empregando-se para tanto o fio nylon 2-0.
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FIGURA 2 - EXPOSICAO E ABERTURA DA BEXIGA (A e B)

A - bexiga exposta B - abertura da bexiga

3.4.6 Pds-operatério

Os animais foram transferidos para suas gaiolas para acompanhamento
pbs-operatdrio. Os coelhos receberam livre acesso a agua e ragédo apds o
procedimento operatdrio.

A administracdo de nicotina ou solugéo fisiolégica manteve-se por todos

os dias até completar quatro ou sete dias conforme o subgrupo do animal.

Nas avaliagbes diarias observaram-se as condi¢cdes gerais € aspecto da
ferida operatoria, sangramento, infeccdo, deiscéncia da sutura da pele e/ou

evisceracao.



15

3.4.7 Eutanasia e aferi¢des

Ao completar os dias de pos-operatorio de cada grupo era realizada a
eutanasia dos animais de cada subgrupo. Apds inducdo anestésica, colocagao
do animal na mesa cirurgica e anti-sepsia abdominal conforme descrito
anteriormente, obtinha-se acesso a cavidade abdominal através da mesma
incisdo anterior. Em seguida, eram desfeitas eventuais aderéncias a bexiga e
procedia-se a cistectomia apos seccdo da sua base. A bexiga era depositada
em um frasco contendo solucio fisiologica a 0,9% e entdo o coelho era
submetido a eutanasia através da administracdo intra-cardiaca de fentanil na

dose de 10 ml.

A bexiga era entdo aberta, de maneira que a sutura pudesse
permanecer na posi¢do central e transversal, para submeter-se ao teste de
tracdo. Apds isso, retirou-se um fragmento de aproximadamente 1 cm? para
analise histoldgica, com area da sutura e adjacéncias, que era colocado em
formalina a 10 % e fixada a um fragmento de cortica para evitar retragcdo da

amostra.
- Analise histoldgica:

A amostra encaminhada para analise histologica foi submetida a
desidratacdo, diafanizacido e emblocamento em parafina histoldégica. Apos
microtomia a 4 micrbmetros de espessura, os cortes histolégicos foram corados
pela técnica de hematoxilina e eosina e também submetidos a coloracédo de

picrosirius — red F3BA.

As secc¢des histologicas foram examinadas em microscépio 6ptico marca

Olympus, modelo BH-2, com lentes apocromaticas (Olympus, Tokio, Japan).

Os parametros histoldgicos analisados foram: intensidade de infiltrado
inflamatério agudo, intensidade de inflamatério crénico, intensidade da

proliferacao fibroblastica e deposi¢cao de colageno.

Os dados obtidos foram observados por meio da contagem do numero

de células presentes no campo microscopico, utilizando-se para isto o software
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Image Pro Plus em computador linha Pentium, e em seguida tabulados para

analise.
Descricdo dos parametros histolégicos:
- Intensidade do infiltrado inflamatério agudo.

Foi analisado o numero total de polimorfonucleares neutréfilos na area
de sutura, avaliados em 5 campos diferentes, e realizado o calculo da média de

células por campo microscopico (figura 3).

FIGURA 3 — AVALIACAO DO NUMERO DE NEUTROFILOS NO 4° DIA

nota: corte histolégico com contagem do ndamero de neutréfilos realizada na tela do

computador.

- Intensidade do infiltrado inflamatério crénico.
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Foi analisado o numero total de linfécitos e plasmoécitos presentes na
area de sutura, avaliados em 5 campos diferentes, e realizado o calculo da

meédia de células por campo microscopico (figura 4).

FIGURA 4 — AVALIACAO DO NUMERO DE PLASMOCITOS NO 4° DIA

E._n‘lmage-Pm Plus - untitled000 [1/1]

ntitled000 (1/1)

Con Tt -
Total Count: & :] Class 0 *]

Te=rsa [z |

nota: corte histolégico demonstrando contagem do namero de plasmdcitos realizada na tela do

computador.

- Intensidade da proliferacdo fibroblastica.

Foi analisado o numero total de fibroblastos proliferados na linha de
sutura, avaliados em 5 campos diferentes, e realizado o calculo da média de

células por campo microscopico (figura 5).
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FIGURA 5 — AVALIAGAO DO NUMERO DE FIBROBLASTOS

al oENLE BSA
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nota: corte histolégico demonstrando contagem de fibroblastos realizada na tela do

computador.

- Deposicéo de colageno.

Para identificacdo do colageno maduro e imaturo os cortes histolégicos
foram submetidos a coloragdo de picrosirius-red F3BA por técnica de
microscopia com luz polarizada e analise morfométrica computadorizada.
Nesta técnica analisaram-se os cortes histoldgicos através de microscépio
optico marca Olympus, modelo BX50 (Olympus, Tokyo, Japan), em aumento
de 400 vezes, utilizando-se luz polarizada. As imagens foram captadas por
uma camera Sony CCD 101 (Sony, Tokio, Japan), transmitidas a um monitor
colorido Triniton Sony, congeladas e digitalizadas através de placas Oculus
TCX. Finalmente foi realizada a analise das imagens através do aplicativo
Optimas 6.0 para Windows em computador da linha Pentium. A calibragdo do

sistema foi baseada na densidade optica dos pontos de resolugéo (pixels) que
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formam as imagens, selecionando-se o valor limite de melhor resolucéao. No
sistema RGB (red, green, blue) foram considerados os valores para preto
(fundo), para tons de vermelho (colageno tipo |) e para tons de verde (colageno
tipo 1ll). Nos cortes histoldégicos analisados determinou-se 0 campo
microscopico sobre a linha de anastomose, em 5 campos distintos, obtendo-se
entdo as médias aritméticas. Calculou-se a percentagem da area ocupada

pelas fibras que continham colagenos dos tipos | e lll.
- Teste de Tragéao:

O segmento vesical retirado para o teste de tracdo media
aproximadamente 15 mm de largura e 5 mm de espessura, foi mantido em
imersdo em solucéo fisioldgica a 0,9 % e logo em seguida submetido a analise
da forca de tensao tecidual maxima antecedendo a ruptura, expressa em kgf,
através de uma maquina de tragdo computadorizada, marca Instron, modelo
4467, com garras de pressdo pneumaticas, protegidas com papel filtro e
capacidade para 3 toneladas. Para este estudo foi utilizada uma célula de
carga para 10 kg, com sensibilidade de 50 g, tracionada na velocidade de 100

mm por min.

3.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas do presente estudo as amostras nas quais nao foi

possivel a andlise de todas as variaveis previamente determinadas.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Recorreu-se a analise descritiva dos dados através de tabelas e
graficos. Para a comprovacédo dos objetivos levantados neste trabalho foram
utilizados os testes paramétrico “t de Student’, para amostras independentes e
pareado e 0s ndo paramétricos “Mann-Whitney” e “Wilcoxon (dados pareados)”
através do software “Primer of Biostatistics” O nivel de significancia

(probabilidade de significancia) adotado foi menor que 5 % (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DAS ALTERACOES HISTOLOGICAS

Na comparacéo entre os grupos, com relacédo as células inflamatérias e
proliferacdo de fibroblastos, ndo foi observado diferengca significativa em
nenhum dos momentos analisados. No entanto, ressalta-se que no 4° dia o
numero de neutrofilos foi menor no grupo da Nicotina (p=0,079) e no 7° dia o
numero de plasmdécitos foi maior no grupo da Nicotina (p=0,053)
(probabilidades limitrofes que indicam tendéncia) (tabela1) (graficos 1 e 2).

Em relacdo a analise intra-grupo (mesmo grupo em momentos
diferentes), quanto a avaliacdo das células inflamatdrias e proliferacao
fibroblastica, foi observado diferenga significativa apenas no grupo do Soro
Fisiologico, para o numero de neutrofilos que foi menor no 7° dia (p=0,045) (tabela
2).



TABELA 1 — ESTATISTICA DESCRITIVA E ANALISE COMPARATIVA DAS

CELULAS INFLAMATORIAS E PROLIFERACAO
FIBROBLASTICA ENTRE OS GRUPOS DE ESTUDO
. DESVIO . ] VALOR
DADOS MEDIA 7 MINIMO MAXIMO MEDIANA
PADRAO DEp®
4°DIA
e Linfocitos 1,0 @05 0,4 2,0 09 0,583
« Soro Fisiolégico 1,1 ®06 06 2,0 0,8
e Nicotina 0,9 @05 0,4 1,6 1,0
e Plasmécitos 37 @12 2,2 5,8 32 0,375
e Soro Fisiolégico 34 0,9 22 46 -
e Nicotina 41 @14 3,0 58 3,2
e Neutréfilos 2,1 ®0,8 0,4 3,2 22 0,079
e Soro Fisiolégico 25 0,6 1,8 3,2 -
e Nicotina 1,6 ®o8 0,4 22 2,0
e Fibroblastos 8,0 @28 4,4 13,4 7.4 0,491
« Soro Fisiolégico 87 ®29 6,0 13,4 7,8
e Nicotina 7,4 @28 4,4 10,8 6,8
7°DIA
e Linfocitos 15 ®0,7 0,8 3,0 1,2 0515
e Soro Fisiolégico 1,3 ®04 0,8 2,0 1,2
e Nicotina 1,6 ®p9 1,0 3,0 1,0
e Plasmdcitos 42 0,9 28 6,2 - @0,053
e Soro Fisiolégico 3,6 0,6 2,8 42 -
e Nicotina 47 09 4.0 6,2 -
e Neutréfilos 2,2 @20 0,2 7,0 1,3 0,115
« Soro Fisiolégico 1,2 ®0.8 02 2,4 1,2
e Nicotina 32 @24 1,0 7.0 3.4
« Fibroblastos 79 2,1 48 11,6 - 0187
e Soro Fisiolégico 8,8 0,7 8,0 9,8 -
e Nicotina 7,0 @27 4,8 11,6 6,2

NOTA: O namero de animais em cada grupo é de cinco.

(1) “Mann-Whitney”.

(2) “t de Student”.

(3) Desvio padrdao muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.



GRAFICO 1- CELULAS INFLAMATORIAS E

FIBROBLASTOS, NOS GRUPOS DE
ESTUDO - 4°DIA
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GRAFICO 2 -

CELULAS INFLAMATORIAS E FIBROBLASTOS, NOS
GRUPOS DE ESTUDO - 7° DIA
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TABELA 2 — ESTATISTICA DESCRITIVA E ANALISE COMPARATIVA DAS

CELULAS INFLAMATORIAS E PROLIFERACAO
FIBROBLASTICA INTRA-GRUPO
DADOS MEDIA DESV[O MINIMO MAXIMO MEDIANA VALOR
PADRAO DEp®
SORO FISIOLOGICO
e Linfocitos 0,508
e 4°Dia 1,1 ®06 0,6 20 0,8
e 7°Dia 1,3 ®0,4 0,8 20 1,2
+ Plasmocitos ©@0,717
e 4°Dia 34 09 22 46 -
e 7°Dia 36 06 28 42 -
e Neutréfilos 0,045
e 4°Dia 25 06 1,8 32 -
e 7°Dia 1,2 ®0.8 0,2 2.4 1,2
¢ Fibroblastos 0,955
e 4°Dia 8,7 ®29 6,0 13,4 7.8
+ 7°Dia 8,8 07 8,0 9,8 -
NICOTINA
e Linfocitos 0,235
e 4°Dia 0,9 ®05 0,4 1,6 1,0
e 7°Dia 1,6 ®09 1,0 30 1,0
e Plasmocitos 0,346
e 4°Dia 41 ®1.4 3,0 58 32
+ 7°Dia 47 09 40 6,2 -
e Neutréfilos 0,291
e 4°Dia 1,6 ®0.8 0,4 22 2,0
e 7°Dia 32 ®24 1,0 7.0 3.4
¢ Fibroblastos 0,826
e 4°Dia 7.4 @28 4.4 10,8 6,8
e 7°Dia 7,0 ®27 48 11,6 6,2

NOTA: O namero de animais em cada grupo é de cinco.

(1) “Wilcoxon”, para amostras relacionadas.

(2) “t de Student”, para amostras pareadas.

(3) Desvio padrdao muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.
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42 AVALIACAO DA PORCENTAGEM OCUPADA POR COLAGENO DOS
TIPOS I E Il

Nas comparagdes entre os grupos, dos valores de colageno | e lll, ndo
foi observado diferenca estatistica em nenhum dos momentos analisados

(tabela e grafico 3).

TABELA 3 - ESTATiSTICA DESCRITIVA E ANALISE COMPARATIVA DO
COLAGENO ENTRE OS GRUPOS DE ESTUDO

DADOS MEDIA DESV[O MINIMO MAXIMO MEDIANA VALOR
PADRAO DEp®
TIPO I (MADURO)
e 4°Dia 418 ® 3,64 0,37 12,92 356 0,352
e Soro Fisiolégico 3,04 ®276 0,37 6,40 1,68
e Nicotina 5,32 ® 436 1,97 12,92 3,82
e 7°Dia 8,72 ®733 1,46 22,56 702 0,349
«  Soro Fisiolégico 11,03 ® 8,62 1,72 22,56 11,07
+ Nicotina 6,41 ®578 1,46 15,10 495
TIPO Ill IMATURO)
e 4°Dia 95,81 3,64 87,07 99,62 - @0,352
«  Soro Fisiolégico 96,95 276 93,59 99,62 -
« Nicotina 94,67 436 87,07 98,02 -
e 7°Dia 91,27 7,33 77,43 98,53 - @0,349
e Soro Fisiolégico 88,96 8,62 77,43 98,27 -
« Nicotina 93,58 578 84,89 98,53 -

NOTA: O namero de animais em cada grupo é de cinco.

(1) “Mann-Whitney”.

(2) “t de Student”.

(3) Desvio padrao muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.
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GRAFICO 3 — COLAGENO | E lll, NOS GRUPOS DE ESTUDO

M Soro Fisiolégico O Nicotina
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o
o
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4° dia 7° dia 4° dia 7° dia
|p=0,352| |p=0,349| |p=0,352| |p=0,349|

| Colageno | | | Colageno Il |

FONTE: Tabela 3

Em relacdo a anadlise intra-grupo (mesmo grupo em momentos
diferentes), quanto a avaliacdo do colageno maduro e imaturo, ndo foi
observado diferenca significativa (figura 6).

FIGURA 6 — ANALISE DO COLAGENO I e Ill ATRAVES DA TECNICA DE PICROSIRIUS-RED
F3BA
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4.3 ANALISE DA FORCA DE TENSAO TECIDUAL

Na comparagéo entre os grupos submetidos ao teste de trag&o, n&o foi
observado diferencga significativa em nenhum dos momentos analisados (tabela
4).

Em relacdo a anadlise intra-grupo (mesmo grupo em momentos
diferentes) foi observado que o grupo com Soro Fisioldgico, apresentou tragéo
maior no 7° dia (p=0,028) (grafico 4). No grupo da Nicotina, ndo foi observado

diferenca significativa (figura 7).

TABELA 4 - ESTATISTICA DESCRITIVA DO TESTE DE TRAGAO NOS
GRUPOS DE ESTUDO

. DESVIO - ] VALOR
DADOS MEDIA 7 MINIMO MAXIMO MEDIANA )
PADRAO DEp®
ENTRE GRUPOS
e 4°Dia 0,262 0,103 0,106 0,476 0,240 0,483
e Soro Fisiolégico 0237 0,097 0,106 0,355 0,223
e Nicotina 0,287 0,114 0,187 0,476 0,256
e 7°Dia 0,433 0,115 0,283 0,637 - 0,958
e Soro Fisiolégico 0,435 0,064 0,332 0,503 -
o Nicotina 0,431  ©®0,160 0,283 0,637 0,388
INTRA-GRUPO
e Soro Fisiolégico © 0,028
e 4°Dia 0,237  ©0,007 0,106 0,355 0,223
e 7°Dia 0,435 0,064 0,332 0,503 -
e Nicotina ?0,150
e 4°Dia 0,287 0,114 0,187 0,476 0,256
e 7°Dia 0,431  ©®0,160 0,283 0,637 0,388

NOTA: O namero de animais em cada grupo é de cinco.

(1) “Mann-Whitney”, para amostras independentes.

(2) “Wilcoxon”, para amostras relacionadas.

(3) Desvio padrao muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana.



27

GRAFICO 4 - TESTE TRAGAO, NOS GRUPOS DE ESTUDO

m4° dia g7° dia

0,500 -
0,400 -
0,300 -

0,200 -

OO >»An-

0,100 -

0,000 -
Soro Fisiolégico Nicotina

FONTE: Tabela 4

FIGURA 7 — ESTUDO DA FORCA DE TENSAO (TESTE DE TRACAO) (A e B)

Nota: corpo de prova apresentando ruptura ao teste de tracdo no local da anastomose.
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5 DISCUSSAO

5.1 SOBRE O METODO

5.1.1 Escolha do animal de experimentacao

Optou-se neste trabalho pela utilizacdo do coelho como animal de
experimentacio por este animal ser de médio porte e apresentar a bexiga de
dimensfes ideais para realizacdo do experimento, apesar de necessitar de
alguns cuidados adicionais, como alojamento individual. Além disso, com 0 uso
de coelhos podem-se obter amostras homogéneas com linhagens bem
definidas.

Para evitar variagbes hormonais e possiveis diferengcas no processo
cicatricial, empregaram-se animais de idades semelhantes e machos.

A maioria dos trabalhos experimentais que estudam a funcéo da bexiga
urinaria utiliza ratos ou coelhos. DAMASER et al. (2000), ao comparar a
fisiologia e bioquimica da bexiga de coelhos e ratos, demonstraram que a
bexiga do coelho tem uma capacidade em torno de 50 ml enquanto a bexiga do
rato tem capacidade de aproximadamente 1 ml. Porém, a tensdo da parede
vesical e a pressao vesical nos ratos foram 6,7 vezes e 5,6 vezes maiores que
nos coelhos. Portanto, além do tamanho, ha uma diferenca funcional entre a
bexiga destes animais.

BUTTYAN, CHEN e LEVIN (1997) relatam uma predilegéo pelo uso do
coelho como animal modelo quando se estuda obstrucdo infra-vesical, ja que a
resposta da bexiga de coelhos frente a obstrugcdo mimetiza a humana. LIPSKI
et al. (1998) desenvolveram um modelo de derivagdo urinaria utilizando
coelhos jovens com 3 semanas de idade, visto que as bexigas destes animais

s&o consideradas comparaveis as bexigas na infancia.

5.1.2 Escolha do fio de sutura

Ao definir o melhor material para sutura da bexiga, examinam-se alguns

fatores: interacdo entre material e tecido, ganho de forca tecidual durante
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cicatrizagdo em relacéo a perda de forca ténsil da sutura com o tempo, taxa de
degradacgao ou absor¢cao e o potencial litogénico dos diferentes materiais.

Existe um consenso de n&o utilizar fios inabsorviveis em bexiga posto
que sejam altamente litogénicos. Existem 5 grupos principais de fios de sutura
absorviveis: categut cromado, acido poliglicdlico (dexon®), poliglactina
(vicryl®), poligliconato (maxon®), polidioxanona (PDS®). Historicamente, o fio
categut cromado € o mais utilizado e apresenta menor potencial na formacéo
de calculos, além de ndo apresentar maior grau de inflamacéo e fibrose quando
comparado com polidioxanona e polipropileno (MORRIS et al., 1986). Segundo
PAL (1998), em urina alcalina, infectada por Proteus sp, suturas de
polidioxanona e acido poliglicolico perdem grande parte de sua for¢a original no
prazo de 10 dias, enquanto o categut cromado perde pouco de sua forca de
ruptura neste periodo. De acordo com este autor o categut cromado deve ser o
material de sutura preferivel utilizado em bexiga, pois apresenta custo menor e
nenhum outro se mostrou superior em estudos clinicos.

ROCHA (1998), estudando o uso de adesivos biolégicos (butil-2-
cianoacrilato) no fechamento vesical de ratos, encontrou grau de fibrose
cicatricial semelhante entre o grupo da cola biolégica e do grupo do categut,
porém houve uma menor quantidade de necrose, inflamagdo, tecido de
granulacdo e metaplasia escamosa, no grupo cola biolégica em relagdo ao fio
de categut.

Em vista disto, neste trabalho foi utilizado o fio de categut 5-0 para a
sutura da parede vesical, ja que a urina do coelho € alcalina e nesta condicéo
este fio apresenta melhores resultados que os outros. Além disso, ndo se
dispbe de informagbes suficientes quanto ao uso de cola biolégica nestas

situacdes.

5.1.3 Uso da nicotina

Ha varios métodos de administracdo de nicotina utilizados em animais
de experimentacdo na tentativa de produzir niveis sistémicos semelhantes ao
observado em fumantes humanos. Inalacao da fumacga do cigarro foi utilizada

por UENG et al. (1997), e apesar de aproximar-se mais do habito de fumar
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humano, é de dificil realizacdo, os niveis de nicotina sdo imprevisiveis e 0
método n&o isola a nicotina como unico fator. Vias alternativas para administrar
nicotina foram utilizadas, tais como: via oral, utilizada por BALFOUR (1980), via
intraperitoneal por MOSELY, FINSETH e GOODY (1978), endovenosa por
VALENTINE et al. (1997); implante de nicotina subcutéanea por MEDEIROS et
al. (2003b).

SIPE 1ll, BUCK e HOLLINGER (2000), compararam 0 uso de nicotina
através de adesivos dérmicos e aerossol intra-nasal em coelhos, nas doses de
2,5, 5 e 10 mg e dosaram a cotidina e nicotina sérica em 15 minutos, 8 e 24
horas apds a administracdo. Com isso, observaram que a nicotina intra-nasal
apresentava rapida absorcdo, porém apds 8 horas nao era detectavel no
sangue, enquanto a nicotina em forma de adesivos de 5 e 10 mg produziu
niveis séricos previsiveis em torno de 5 a 25 ng/ml, que sdo consistentes com a
meédia dos niveis diarios de um fumante de cigarros.

FORREST, PANG e LINDSAY (1987), utilizando inje¢des subcuténeas
diarias, demonstraram que as alteracbes na cicatrizacdo provocadas pela
nicotina s&o tempo e dose dependentes, ocorrendo apds o uso da droga por 28
dias antes da cirurgia.

Desta forma, nesta pesquisa foi utilizada inje¢cdo subcutanea de nicotina
na dose de 2 mg por kg, com uma dose total que variou de 5,2 a 7,5 mg, para
que todos os animais recebessem uma dosagem padronizada a fim de produzir
niveis de nicotina semelhantes a de um fumante crénico, durante um periodo
de 28 dias prévios ao procedimento cirdrgico para observar os efeitos

deletérios a cicatrizacdo.

5.1.4 Tempo de afericao

O momento da afericdo depende da fase de cicatrizagéo, sendo que as
fases inflamatoria e proliferativa se sobrepdem no 4° dia apds a leséo.
HEPPERLEN et al. (1975), demonstraram que a epitelizacdo de cistotomias
fechadas de modo primario ocorre em trés dias. De acordo com SUTHERLAND
et al. (1996), que utilizaram um modelo de ampliacdo vesical com matriz
acelular em ratos, ocorre recobrimento celular de toda a superficie da matriz

em quatro dias. Além disso, na cicatrizag&o da bexiga, segundo HASTING et al
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(1978), a taxa de deposicdo de colageno atinge um pico no 5° dia pos-
operatdrio.

Neste trabalho foi realizado afericao das amostras no 4° e 7° dias para
acompanhar as alteracdes inflamatérias e deposicdo de colageno que

pudessem alterar a cicatrizacao e a for¢a de ruptura da sutura.

5.1.5 Teste de tracéo

Segundo MAST (1997), a forca da cicatrizagéo da linha de sutura € um
indicativo da qualidade e quantidade do processo reparatério. Através da
medida da for¢a necessaria para romper a incisdo pode-se avaliar
experimentalmente a cicatrizagcdo. De acordo com LICHTENSTEIN et al.
(1970), a maneira mais adequada de avaliar experimentalmente a integridade
da ferida € através da determinacdo do ponto maximo que antecede a ruptura
da linha de cicatriz durante o teste de tracdo. Isto € explicado porque os tecidos
elasticos suportam uma carga de esforco maximo até o seu limite de
elasticidade, quando ocorre deformacdo seguida de queda da resisténcia
tecidual, de modo que a forca necessaria para romper o tecido € sempre
inferior a forca maxima aplicada ao mesmo.

Assim, no presente experimento foi utilizado a analise da forgca maxima

de ruptura para avaliagao da qualidade de cicatrizacao da bexiga.

5.1.6 Avaliagdo microscopica

A reacgao inflamatéria foi determinada através da coloragdo dos cortes
histolégicos por hematoxilina e eosina. Para evitar a subjetividade da avaliagéo
através de um escore semi-quantitativo amplamente utilizado por patologistas,
que costuma variar de O (auséncia de células inflamatérias) a 4 (muito intenso),
optou-se por uma analise mais objetiva, expressa em numero de células por
area, validado por DE BOER et al. (2001).

O tipo de colageno e sua quantificagdo foram determinados nos cortes

histolégicos pela coloracdo de picrosirius-red F3BA. Esta coloracdo tem sido
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empregada ha aproximadamente 30 anos desde sua primeira utilizagdo por
SWEAT, PUTCHTLER e ROSENTHAL (1964). A molécula do corante interpbe-
se na estrutura dos colagenos tipos | e lll e confere uma tonalidade cor-de-rosa
a maioria dos tecidos quando observada sob luz branca. Entretanto, os
colagenos tipo | e lll s&o fortemente bi-refringentes sob luz polarizada e os
mesmos s&o diferenciados entre si pela cor decorrente da bi-refringéncia, ou
seja, verde para o colageno tipo lll e vermelho para o colageno tipo |.

GRIMM et al. (2003) utilizaram colora¢&o de picrosirius red na avaliagao
de fibrose intersticial renal apds transplante de rins, sendo considerado um

marcador promissor para predizer a nefropatia cronica do enxerto.

5.2 SOBRE OS RESULTADOS

5.2.1 Afericdo: Aspectos microscopicos

5.2.1.1 Processo inflamatério agudo

Observa-se na avaliacdo da variavel processo inflamatdrio agudo,
através da contagem do numero de neutréfilos por campo, um maior numero
de neutrdfilos no grupo soro fisioldgico em relagdo ao grupo nicotina no 4° dia,
porém com diferenca estatistica limitrofe (p=0,079), podendo tratar-se de uma
tendéncia. Na analise intra-grupo do soro fisioldégico houve uma diminuigdo de
neutrofilos entre 0 4° e o 7° dia (p=0,045). O mesmo n&o foi observado na
avaliagcao intra-grupo da nicotina.

Este fato pode ser explicado através da diminuicdo da quimiotaxia
celular, podendo diminuir o aporte celular dos neutréfilos ao sitio da ferida.
CORBERAND et al. (1980), ao pesquisar in vitro o efeito de diversos
componentes da fumaga do tabaco sobre a fungdo de polimorfonucleares,
observou que a nicotina exerce um efeito deletério sobre a motilidade destas

células.
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5.2.1.2 Processo inflamatério crénico

Na avaliagdo da variavel do processo inflamatério cronico, n&o foi
encontrado diferenca significativa na contagem de linfécitos e plasmacitos entre
as amostras dos dois grupos. Porém houve um aumento de plasmécitos no 7°
dia no grupo da nicotina, com diferenca estatistica limitrofe (p=0,053).

Os plasmécitos s&o células inflamatorias derivadas dos linfocitos B, cuja
principal funcdo € a produgao de anticorpos contra antigenos. De acordo com
HOLT e KEAST (1977), a fumaca do tabaco, em quantidades semelhantes a de
um fumante, pode, em animais, produzir estimulo da imunidade humoral a
exposicdo moderada e causar depressdao quando houver exposicao

prolongada.

5.2.1.3 Proliferacao fibroblastica

Na analise da variavel proliferacao fibroblastica, avaliada no 4° e sétimo
dia, ndo foi observado alteracdo estatistica em relagdo aos grupos estudados.
O fibroblasto € a célula do tecido conectivo responsavel pela deposicéo de
colageno no sitio de leséo, e a fibroplasia ja € observada de maneira intensa
nos primeiros sete dias.

Na amostra estudada, a nicotina nao apresentou reducao da proliferacéo
fibroblastica, ao contrario de outros estudos, que demonstraram uma acéo
inibidora da nicotina sobre a viabilidade fibroblastica em culturas celulares
(CHANG et al., 2001; MARTINEZ et al., 2002).

5.2.1.4 Porcentagem da area de sutura ocupada por colageno tipo | e

Na avaliagdo da porcentagem de colagenos tipo | e lll na area de
anastomose, com a coloragao pelo picrosirius red F3BA, n&o houve diferenca
com significancia estatistica entre os grupos estudados. Ademais, apesar de ter

ocorrido um decréscimo de colageno tipo Ill e aumento de colageno tipo | em
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ambos os grupos do 4° para o 7° dia, esta alteracdo nao foi estatisticamente
significante.

O colageno fornece uma estrutura para todas as matrizes extracelulares,
sendo fundamental no processo cicatricial. No inicio ha uma preponderancia de
colageno tipo lll, sendo paulatinamente substituido por colageno tipo |,
responsavel pela for¢a ténsil (WITTE; BARBUL, 1997). No presente estudo néo
foi possivel observar claramente esta situacio, ficando demonstrado que a
nicotina ndo influiu na deposicdo de colagenos | e Ill em nenhum momento
estudado.

De modo diverso, SKINOVSKI (2000) observou uma diminuicdo de
colageno imaturo em anastomoses de intestino delgado de ratos no 28° dia.
Este resultado discordante em relacdo ao presente estudo pode ser decorrente

de diferente comportamento tissular do intestino em relagéo a bexiga.

5.2.2 Analise do teste de tracéo

Na avaliacdo da forca ténsil através do teste de tracdo nao houve
diferenga entre 0os grupos controle e nicotina no mesmo periodo, porém no
grupo controle houve um incremento na for¢ca de tens&o do 4° para o 7° dia
(p=0,028). Na avaliacdo do grupo da nicotina, apesar de ter ocorrido elevacéo
da forca ténsil no periodo do 4° para o 7° dia, este aumento nao foi
estatisticamente significante.

De acordo com EDLICH, RODEHEAVER e THACKER (1987), a bexiga
tem um grande potencial para reparo, atingindo 100% de sua forgca em 14 a 21
dias, de modo que a for¢ca de tensao vesical recupera-se rapidamente, ao
contrario do que ocorre com outros orgaos.

MEDEIROS et al. (2003a), avaliando a agdo da nicotina no reparo da
parede abdominal de ratos, demonstraram que a nicotina diminui a for¢a de
tensdo da parede abdominal, em relacdo ao grupo controle, o que n&o foi

demonstrado no presente estudo.
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5.3 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi idealizado com a expectativa de se comprovar uma
possivel interferéncia da nicotina na cicatrizacdo da bexiga de coelhos. Os
resultados, em parte nao corresponderam ao esperado, uma vez que a bexiga
nao foi suficientemente estudada, segundo a literatura, com relagdo as suas
reacdes do ponto de vista histolégico, quando exposta a agdo da nicotina.

As alteracbes histoldgicas que ocorrem na cicatrizagdo de outros 6rgéos
nem sempre podem ser extrapoladas para a bexiga, podendo um tecido
responder a acdo de uma substancia de forma diferente. A acdo da nicotina
pode se dar de duas maneiras, por agao direta sobre o colageno ou por modo
indireto sobre os componentes do processo cicatricial. Nesta pesquisa houve
reacbes inflamatdrias frente a nicotina, tanto do processo inflamatorio agudo
quanto crénico, porém sem significancia estatistica, representando uma
tendéncia, mas que pode significar uma agao da droga no sistema imune.

Nao foi observado, neste experimento, influéncia da nicotina sobre a
proliferacdo fibroblastica, producdo de colageno e for¢a de tensdo, os quais
refletem melhor o resultado final da cicatrizacdo. Isto faz crer que,
possivelmente, as alteragdes inflamatdrias provocadas pela nicotina, ou sua
acdo direta, ndo foram suficientes para causar deficiéncia estrutural na
cicatrizacdo da sutura vesical nos momentos analisados e nas condigdes do
presente estudo.

Face a dificuldade de se encontrar experimentos envolvendo nicotina e
aparelho urinario de coelhos, novos estudos necessitam ser realizados para se
conhecer mais profundamente as reagdes histolégicas uroteliais frente a este

componente do tabaco.
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6 CONCLUSOES

A analise dos resultados deste trabalho permite concluir que a nicotina,
na dose de 2 mg/kg de peso do animal, em administracbes diarias, quando
comparada a animais de grupo controle, demonstrou na sutura vesical de

coelhos, as seguintes alteracdes:

1. Diminuicdo do numero de neutréfilos no 4° dia pds-operatério e aumento

do numero de plasmaécitos no 7° dia apds a cirurgia.

2. Auséncia de diferenca estatistica entre os grupos com relacdo a

porcentagem de colagenos tipo | e lll.

3. Auséncia de diminuigdo estatisticamente significante da forca de tenséo

tecidual entre os grupos.
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APENDICE
GRUPO CONTROLE (C) = SOLUGAO FISIOLOGICA
ANIMAL GRU- CELULAS INFLAMATORIAS
PO 4° PO 7° PO
Linf6- Plasmé- Neutré- Fibro- Linfé- Plasmé- Neutro-
citos citos filos blastos citos citos filos
1 C 1,4 3,0 1,8 60 20 42 1,2
2 C 0,6 4,0 32 7,8 1,2 2,8 0,2
3 C 0,8 32 30 134 14 34 2,4
4 C 0,8 2,2 22 70 08 42 1,4
5 C 2,0 46 2,4 94 12 36 0,8
N° 5 5 5 5 5 5 5
Média 1.1 3,4 25 8,7 1,3 36 1,2
Desvio 0,6 0,9 0,6 29 04 0,6 0,8
Minimo 0,6 2,2 1,8 60 08 2,8 0,2
Méaximo 2,0 46 32 134 20 472 2,4
Mediana 0,8 32 2,4 7,8 1,2 36 1,2
%desvio 51,4 27,3 229 332 332 16,2 67,7
GRUPO NICOTINA (N) = ESTUDO
ANIMAL GRU- CELULAS INFLAMATORIAS
PO 4° PO 7° PO
Linf6- Plasmé- Neutré- Fibro- Linfé- Plasmé- Neutro-
citos citos filos blastos citos citos filos
1 N 1,0 54 0,4 98 22 6,2 7,0
2 N 16 58 2,0 6,8 1,0 42 1,0
3 N 0,6 32 22 108 3,0 46 3,4
4 N 0,4 3,0 1,2 50 1,0 4.4 1,2
5 N 1,0 3,0 22 44 10 4,0 3,4
N° 5 5 5 5 5 5 5
Média 0,9 41 16 74 16 47 32
Desvio 0,5 1,4 0,8 28 09 0,9 2,4
Minimo 0,4 3,0 0,4 44 10 4,0 1,0
Méaximo 1,6 58 22 108 3,0 6,2 7,0
Mediana 1,0 32 2,0 6,8 1,0 4.4 3,4

%desvio 50,0 34,2 49,2 38,7 56,2 18,8 75,5

Fibro-
blastos
8,0
9,0
8,8
9,8
8,4

5
8,8
0,7
8,0
9,8
8,8
7,7

Fibro-
blastos
11,6
438
52
6,2
72

5
7,0
2,7
4,8

11,6
6,2
3911

TESTE DE
TRAGAO
4PO  7°PO

0,355 0,446
0,198 0,463
0,305 0,431
0,106 0,503
0,223 0,332

5 5
0,237 0,435
0,097 0,064
0,106 0,332
0,355 0,503
0,223 0,446

40,7 146

TESTE DE
TRAGAO
4PO  7°PO

0,187 0,288
0,216 0,283
0,298 0,558
0,256 0,637
0,476 0,388

5 5
0,287 0,431
0,114 0,160
0,187 0,283
0,476 0,637
0,256 0,388

39,7 372

41

COLAGENO

4°PO 7°PO
I I I 1l
1,68 98,31 11,07 88,92
0,37 99,62 22,56 77,43
560 94,39 3,77 96,22
6,40 9359 1,72 9827
115 98,84 16,02 83,97

5 5 5 5
304 9695 11,03 88,96
276 276 862 862
037 9359 1,72 77,43
6,40 99,62 22,56 98,27
1,68 98,31 11,07 88,92
907 28 782 97

COLAGENO

4°PO 7°PO
I I I 1l
12,92 87,07 9,08 90,91
459 9540 1510 84,89
382 9618 1,46 9853
1,97 98,02 1,48 9851
329 96,70 4,95 9504

5 5 5 5
532 9467 641 9358
436 436 578 578
1,97 87,07 1,46 84,89
12,92 98,02 1510 9853
382 96,18 4,95 9504
819 46 90,1 6,2



CELULAS INFLAMATORIAS

TOTAL GERAL
ANIMAL GRU-
PO 4° PO
Linf6- Plasmé- Neutré-
citos citos filos
1 C 1,4 3,0 1,8
2 C 0,6 4,0 32
3 C 0,8 32 30
4 C 0,8 2,2 22
5 C 2,0 46 2,4
1 N 1,0 54 0,4
2 N 16 58 2,0
3 N 0,6 32 22
4 N 0,4 3,0 1,2
5 N 1,0 3,0 22
N° 10 10 10
Média 1,0 37 21
Desvio 05 1,2 0,8
Minimo 0,4 2,2 0,4
Méaximo 2,0 58 32
Mediana 09 3,2 2,2
%desvio 49,3 31,4 39,4

Fibro-

blastos
6,0
7,8
13,4
7,0
9,4
9,8
6,8
10,8
50
4.4

10
8,0
2,8
44

13,4
74

3438

Linf6- Plasmé-

citos
2,0
1,2
1,4
0,8
1,2
22
1,0
3,0
1,0
1,0

10
1,5
0,7
0,8
3,0
1,2

47,3

7° PO
Neutré-
citos filos

42 1,2
2,8 0,2
34 2,4
42 1,4
36 0,8
6,2 7,0
42 1,0
46 3,4
4.4 1,2
4,0 3,4
10 10
42 2,2
0,9 2,0
2,8 0,2
6,2 7,0
42 1,3
21,5 90,9

Fibro-

blastos
8,0
9,0
8,8
9,8
8,4
11,6
438
52
6,2
72

10
7,9
21
4,8

11,6
82
26,6

42

TESTE DE COLAGENO
TRAGAO 4°PO 7°PO

4°PO  7°PO | i | ]
0,355 0,446 1,68 98,31 11,07 88,92
0,198 0,463 0,37 99,62 22,56 77,43
0,305 0,431 560 9439 3,77 9622
0,106 0,503 6,40 93,59 1,72 9827
0,223 0,332 115 98,84 16,02 83,97
0,187 0,288 12,92 87,0/ 9,08 90,91
0,216 0,283 459 95,40 1510 84,89
0,298 0,558 382 96,18 1,46 98,53
0,256 0,637 1,97 98,02 1,48 98,51
0,476 0,388 329 96,70 4,95 9504
10 10 10 10 10 10
0,262 0,433 418 9581 8,72 91,27
0,103 0,115 364 364 733 733
0,106 0,283 0,37 87,07 1,46 7743
0,476 0,637 12,92 99,62 22,56 98,53
0,240 0,439 356 96,44 7,02 92,98
393 266 87,1 38 841 8,0



