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RESUMO

Este estudo experimental, realizado no laboratério da Pds-Graduagdo em
Cirurgia da Universidade Federal do Parana, tem por objetivo avaliar a cicatrizagdo de
anastomoses colonicas em ratos submetidos ao uso de 5-fluorouracil (5-FU). Foram
utilizados 40 ratos, divididos em 2 grupos de 20 animais cada, assim denominados:
grupo experimento (E) e controle (C). Os ratos de cada grupo foram separados em dois
subgrupos de 10 animais cada e avaliados no 5° (E5 e C5) e 8° (E8 e C8) dia de pds-
operatorio. Os ratos do grupo experimento receberam doses diarias de S-fluorouracil
(20 mg/kg/dia) intraperitoneal nos primeiros cinco dias de pos-operatorio. Os ratos do
grupo controle receberam doses diarias isovolumétricas de solugdo salina i1sotonica
intraperitoneal. Os pardmetros avaliados foram: aspectos macroscopicos da parede e
cavidade abdominal, intensidade de aderéncias perianastomédticas, teste de forca da
resisténcia ténsil anastomoética e caracteristicas histologicas da anastomose, avaliada
quanto aos aspectos de congestdo, edema, presenga de polimorfonucleares e
monomorfonucleares, tecido de granulagdo e fibrose. A variagdo do peso corporal dos
ratos foi usada para estimativa do estado nutricional durante o experimento. Os
aspectos macroscopicos foram similares entre os grupos. Ndo ocorreu nenhum caso de
deiscéncia de anastomose nos ratos estudados. Com relagdo a resisténcia ténsil,
medida através da for¢ga maxima de tragdo (FMT) e forga de ruptura completa (FRC),
observou-se que a FMT fo1 significativamente menor no subgrupo que recebeu 5-FU
em relagdo ao subgrupo controle, no 5° dia de pds-operatdrio (p=0,0014). O mesmo
ndo ocorreu no 8° dia, onde os subgrupos apresentaram FMT semelhante. A FRC,
avaliada no 5° e 8° dia de pos-operatério, ndo apresentou diferenga significativa entre
os grupos. A analise histologica demonstrou retardo significativo na cicatrizagdo das
anastomoses colonicas nos ratos que receberam 5-FU, tanto no 5° (p=0,0002) quanto
no 8° (p=0,0036) dia de pods-operatorio em relagdo ao grupo controle. Os ratos
submetidos ao uso de 5-FU apresentaram, no 5° e 8° dia de pds-operatorio, perda
significativa de peso em relagdo ao grupo controle que manteve o peso inicial ou
ganhou peso ap0s a cirurgia (p=0,0002 e p=0,0057 respectivamente). Portanto, através
do presente estudo, demonstrou-se influéncia negativa do S-fluorouracil na
cicatriza¢do das anastomoses colonicas dos ratos avaliados.

Palavras-chave: 5-Fluorouracil; Anastomose Coldnica; Cicatrizagdo



ABSTRACT

EFFECT OF POSTOPERATIVE 5-FLUOROURACIL ON THE HEALING OF
COLONIC ANASTOMOSES IN RATS

The aim of this study, performed in the Surgery laboratory from the Federal
University of Parana, is to evaluate the effects of 5-fluorouracil (5-FU) on healing of
colonic anastomosis in rats. Forty rats were divided into 2 groups of 20 rats each
(experimental and control groups). Within each of those groups, the animals were
assigned to two subgroups and assessed on the 5" (E5 and C5) and 8" (E8 and C8)
postoperative day. The rats of the experimental group received intraperitoneal 5-
fluorouracil (20 mg/kg/day) once daily for the first five postoperative days. An
isovolumetric isotonic saline solution was administred intraperitoneal to the rats in the
control group. The parameters studied were macroscopic aspects from abdominal wall
and peritoneal cavity, anastomotic adhesions, tensile strenght of anastomoses and
histologic evaluation of anastomoses by inflammatory response, vascular proliferation,
fibroblast formation and collagen content. Nutritional conditions were checked on the
basis of the body weight of the rats. Tensile strenght was mesured by the maximal
tensil strengt (MTS) and the rupture tensil strenght (RTS). Macroscopic aspects were
similar between groups and no anastomotic dehiscence was noted in the rats. The MTS
was significantly higher in the rats of the control subgroup, compared with the
experimental subgroup on the 5" postoperative day (p=0,0014). However, there were
no significant differences between subgroups on 8" postoperative day. There was no
significant difference in the RTS between the groups. The histological analysis showed
a delakled healing of the anastomoses in rats that received 5-FU, on the 5" (p=0,0002)
and 8" (p=0,0036) postoperative day. A significant body weigt reduction was noted on
rats that received 5-FU, compared to the control group, on the 5" (p=0,0002) and 8"
(p=0,0057) postoperative day. Therefore, according to the evaluated parameters in the
present study, S-fluorouracil adversely affected healing of colonic anastomoses in rats.

Key-words: 5-Fluorouracil; Large Bowel Anastomosis; Healing



1 INTRODUCAO

As anastomoses intestinais sempre foram motivo de preocupacdo para os
cirurgides. Preocupados com os efeitos catastroficos de uma fistula mtestinal, muito ja
se estudou sobre a seguranga de uma anastomose € 0s possivels fatores que
influenciam na mesma. A ocorréncia de fistula gastrointestinal apés uma cirurgia esta
associada a mortalidade que ultrapassa 20% em muitas séries (MEGUID e CAMPOS,
1996). Inameros modelos experimentais foram desenvolvidos para estudo da evolugdo
cicatricial das anastomoses. Devido a estes estudos prévios, muitas dividas foram
dirimidas e conceitos estabelecidos. Entretanto, as anastomose intestinais constituem
até hoje assunto polémico e repleto de controvérsias.

Nas ultimas trés décadas, produziram-se um grande nimero de estudos
clinicos que avaliaram o papel da quimioterapia depois da ressecg@o curativa do cancer
de colon. Essas experiéncias evoluiram a partir dos pequenos estudos iniciais nio
conclusivos (LI e ROSS, 1976) até grandes estudos randomizados realizados por
grupos cooperativos (MAMOUNAS, WIEAND e WOLMARK, 1999). Estes ultimos
definiram, em grande parte, o papel da quimioterapia adjuvante e, em conjunto,
ofereceram evidéncias que justificam seu uso no cancer de cdlon de alto risco.
MORTEL, FLEMING, HALLER e LAURIE (1990) demonstraram aumento em 30%
na sobrevida para os pacientes que utilizaram 5-FU e levamisole apods ressecgdo
cirargica do tumor de colon. A partir deste estudo a quimioterapia passou a ser
considerada tratamento “padrdo” para tumores de colon no estadio I11. O padrio atual
de tratamento requer terapia adjuvante com esquema baseado em 5-fluorouracil (5-FU)
para pacientes com doenga positiva para os linfonodos que foram submetidos a
ressec¢do curativa. A terapia, em seis meses, com 5-FU e leucovorin demonstrou ser
tdo eficaz quanto o S5S-FU administrado com Ilevamisole durante 12 meses
(WOLMARK, ROCKETTE e MAMOUNAS, 1999).

Varios trabalhos experimentais, publicados na literatura médica mundial
abordaram o tema da influéncia dos quimioterapicos sobre anastomoses intestinais

recentes para a definicdo de doses seguras, o momento ideal no pds-operatério para



utilizagdo dos mesmos, diferentes associagdes, sempre com objetivo de obter o melhor
desempenho do medicamento, com os menores efeitos colaterais. Entretanto, devido
aos varios modelos experimentais empregados, os resultados foram controversos e ndo
permitiram até o momento, uma resposta definitiva sobre o tema. Também ndo houve
consenso entre estudos que analisaram especificamente o S-fluorouracil. Estudos
realizado por ASZODI e PONSKI (1985), HILLAN, NORDLINGER, BALLET,
PUTS e INFANTE (1988), HANANEL e GORDON (1995) ndo encontraram
interferéncia do 5-FU na cicatrizagdo de anastomoses intestinais. Por outro lado,
estudos como os de GRAF, WEIBER, GLIMELIUS, JIBORN, PAHLMAN e
ZEDERFELDT (1992), KANELLOS, KAVOUNI, ZARABOUKAS, ODISSEOS,
GALOVATSEA e DADOUKIS (1996), STOOP, DIRKSEN, WOBBES ¢ HENDRIS
(1998) demonstraram que 5-FU interferiu na cicatrizagdo de anastomoses intestinais

em ratos.

1.1 OBJETIVO

O presente estudo experimental tem como objetivo, avaliar a evolugdo da
cicatrizacdo de anastomoses colonicas em ratos Wistar adultos submetidos a aplicagdo
intraperitoneal diaria de 5-FU no primeiros cinco dias de pos-operatdrio em relagdo a
um grupo controle. A avaliagdo sera feita mediante:

a) Analise de achados macroscopicos
b) Teste de resisténcia ténsil da anastomose

¢) Estudo histolégico
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FASES DA CICATRIZACAO

TRAVERS, em 1812, descreveu a seqiiéncia dos fenomenos de reparagdo,
reconheceu, tentou reproduzir o modelo e classificou os estagios de cicatrizagdo para

anastomoses intestinais. Dizia ele: “Comeca com a aglutinagdo da continuidade das superficies,

provavelmente pela exudagdo de fluido similar "a cola, pelos 2 lados da ferida recente, mantendo-a em
contacto. O adesivo inflamatorio se mantém ao redor de toda a circunferéncia até que um plano de
linfa coagulada seja efusivo (...). As suturas aliviam o processo de absorgdo da ulcera. Durante este
tempo a linfa depositada se torna organizada, ocorre contragdo e o cilindro original com pontes de

unido forma uma nova tunica.” (BALLANTYNE, 1983).

CARREL, em 1910, descreveu os eventos que sdo aceitos até hoje. HOWES,
SOOY E HARVEY, em 1929, introduziram algumas modificagdes "a classificagdo de
CARREL. Embora a cicatrizagdo seja um processo unico, para melhor interpretagio
dos fendmenos, dividiram-no em 3 fases. A primeira, denominaram fase lenta ou
inflamatoria, "a segunda, fase de fibroplasia e a terceira, fase de maturagdo.
HERMANN, WOODWARD e PULASKI, em 1964, afirmaram que a seqiiéncia dos
eventos que ocorrem na cicatrizagdo das anastomoses digestivas é semelhante a que
ocorre nos demais tecidos. Identificaram a fase inflamatoria se estendendo até o quarto
dia, a de fibroplasia até, aproximadamente, o décimo-quarto dia € a de maturagdo dai

para a frente.

2.2 METODOS DE AVALIACAO DA CICATRIZACAO DE ANASTOMOSES
INTESTINAIS

Varias sdo as formas para se avahar as anastomoses. Pardmetros clinicos,
mecéanicos, histopatologicos e bioquimicos sdo os mats empregados. Os parametros
clinicos mais usados sdo: evolugdo pos-operatdria, achados radiograficos, indice de
obitos por insucesso das anastomoses e achados a exploragdo da cavidade peritoneal

(deiscéncia, intensidade de aderéncias peritoneais, peritonite generalizada e abscessos



perianastomoticos, entre outros) de animais mortos por complicagdes anastomoticas ou
mortos para estudo. A avaliagio clinica visa, em Gltima analise, ao estudo da principal
qualidade de uma anastomose, que € sua seguranga. Ela ¢ tanto mais segura quanto

menor for o indice de deiscéncia, a mais temivel de suas complicagdes.

2.2.1 Avalia¢do das anastomoses por métodos mecanicos

2.2.1.1 Pressdo de ruptura

Feita em segmento intestinal que contém a anastomose no centro e, apos
adequadamente fechada uma das extremidades, pela outra injeta-se liquido ou gas até
que ocorra a ruptura. A pressdo em que ocorre a ruptura € medida por mandmetro de

mercurio ou fisioldgico.

2.2.1.2 Tensdo de explosdo

Para sua medida ¢ necessario que se conhega o raio interno da anastomose,
posto que a tensdo da parede ¢ dada pelo produto da pressdo pelo raio (T = p.r. —lei de

Laplace).

2.2.1.3 Forg¢a de ruptura

Submete-se a anastomose a tragdo. As extremidades de segmento intestinal
contendo a anastomose sdo cuidadosamente presas por garras especiais ¢ submetidas a
estiramento por aparelhos capazes de registrar a forca de tragdo. Este método foi
inicialmente descrito por FAHART em 1958 e aprimorado STALEY, TRIPPEL e
TRESTON em 1961.

IKEUCHI, ONODERA, AUNG, KAN, KAWAMOTO, IMAMURA e
MAETANI (1999) em estudo experimental, correlacionaram a for¢a de tra¢do com a
pressdo de ruptura de anastomoses intestinais. Utilizando um modelo experimental,

estimou-se forga de tragdo e pressdo de ruptura na mesma anastomose colonica em 48
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ratos entre os dias zero e 14 de pos-operatorio. Durante os 4 primeiros dias de pds-
operatorio a correlagdo entre os 2 métodos foi pequena (p=0,23). Porém houve uma
correlagdo altamente significativa a partir do 5° dia de pds-operatdrio (p<0,004). Os
autores entdo concluiram que ndo houve correlagdo entre os métodos na fase inicial da
cicatriza¢do e que esta ocorreu na fase de fibroplasia que se inicia a partir do 5° dia de
pos-operatorio. Os autores também sugeriram que a pressdo de ruptura fo1 o melhor
método para avaliar a integridade da anastomose, enquanto a forga de tragdo o melhor

método para avaliar a cicatrizagdo da anastomose.

2.2.2 Avaliagdo das anastomoses por métodos microscopicos

2.2.2.1 Estudo da revasculariza¢io da area de anastomose

Um ramo da artéria mesentérica ¢ cateterizado, com o animal vivo, para injego
de corante, que pode ser tinta da China. Depois o animal ¢ sacrificado e o segmento
intestinal que contém a anastomose € ressecado e fixado em formol a 10% para estudo

esteroscopico (aumento 16 x) da vasculatura da area de anastomose.

2.2.2.2 Microscopia de polarizagdo

Pode ser utilizada para estudo da evolugdo cicatricial das anastomoses pela
observagdo da birrefringéncia das fibras de colageno. O estudo de cortes histologicos
das anastomoses, em diferentes estagios de evolugdo cicatricial, possibilita estimativa

sobre a qualidade e quantidade do colageno na area da anastomose.

2.2.2.3 Estudo histoldgico a microscopia Otica

As condigdes de cicatrizagdo podem ser avaliadas por diferentes indicadores:
crosta fibrino-leucocitaria, exsudato neutrofilico, edema intersticial, necrose da
mucosa, necrose transmural, dilatagdo linfatica, depésito de fibrina, congestdo

vascular, hemorragia focal, infiltrado mononuclear, exsudato eosinofilico, reagio



macrofagica, atividade de regeneragdo da mucosa, proliferagdo fibroblastica,
neoformagio vascular, processo granulomatoso e fibrose intersticial. Cada indicador,
conforme SOUSA (1994) e OLIVEIRA (1995) ¢ classificado em: ausente (-), leve (+),
moderado (++) ou intenso (+++). Esses achados, assim quantificados, sdo submetidos

a tratamento estatistico.

2.2.3 Avaliagdo das anastomoses por métodos bioquimicos

A quantificagio do colageno tem se firmado, nos tltimos anos, como método de
estudo da evolugdo cicatricial de anastomoses. O emprego dessa metodologia ¢
fundamentado no conceito que o colageno € o principal responsavel pela resisténcia
mecanica da cicatriz. A quantificagdo do colageno € feita pela determinagdo da
concentra¢do ou do conteudo de hidroxiprolina. A concentragio de hidroxiprolina
pode ser expressa em percentual de tecido fresco ou de tecido desidratado, segundo
técnica proposta por STEGEMANN e STALDER (1967) e modificada por
MEDUGORAC em 1980.

2.3 PROPRIEDADES DO 5-FLUOROURACIL

O 5-Fluorouracil (5-FU) pertence a classe dos agentes antimetabolicos que se
caracterizam por apresentarem semelhangas estruturais em relagdo a intermediarios
bioquimicos da sintese dos acidos nucléicos. Sdo incorporados a rotas metabodlicas em
substitui¢do aos mesmos € causam disturbios da duplicagdo celular. O 5-FU ¢ usado
amplamente no tratamento de adenocarcinomas de diversas etiologias como mama,
célon, reto, estomago e pancreas, carcinomas epidermoéides de cabega e pescogo,

esofago e pele.

2.3.1 Mecanismo de agdo

O 5-FU atua na fase S da duplicagio celular. E convertido intracelularmente a

monofosfato de fluorodesoxiuridina (FAUMP), que é potente inibidor da enzima



timidilato sintetase (TS) pela formagdo de complexo covalente ternario: TS, FAUMP e
5,10 metileno tetrahidrofolato (folato reduzido). A TS catalisa a reag@o enzimatica que
proporciona a fonte intracelular do timidilato, o qual € critico para a sintese de DNA.
O acido folinico atua aumentando a disponibilidade intracelular de folato reduzido,
fundamental para a formagdo do complexo covalente ternario que leva a mbigdo da

timidilato sintetase (CHU e TAKIMOTO, 1993).

2.3.2 Efeitos colaterais e toxicidade

A toxicidade dose limitante do 5-FU depende muito do esquema de
administragdo. Os esquemas com infusdo continua sdo limitados pela mucosite
gastrointestinal, enquanto que os esquemas em bolo tendem a produzir maior
toxicidade medular. Anorexia, nauseas e vomitos podem acompanhar a terapia com
qualquer esquema. Alopécia ocorre freqiientemente e ¢ reversivel. Rash
maculopapular reversivel e hiperpigmentagdo da pele também podem ser vistos.
Administragdo por infusdo continua por periodos prolongados causa a sindrome da
mao-pé, que sdo parestesias dolorosas e hiperpigmentacdo da pele nas superficies
palmares das mdos e planta dos pés. Estes sintomas desaparecem apos suspensdo da
droga. Ataxia cerebelar é vista raramente assim como cefaléia e disturbios visuais
menores. Ocasionalmente os pacientes também desenvolvem dor precordial e isquemia
miocardica com ou sem infarto do miocardio (SPEYER, COLLINS e DEDRICK,
1980).

2.4 EFEITOS DO 5-FLUOROURACIL NA CICATRIZACAO EM GERAL

STALEY, TRIPPEL e PRESTON realizaram trabalho pioneiro em 1961, para
avaliar a influéncia do 5-fluorouracil na cicactrizagdo de parede abdominal. Um grupo
com 120 ratos Sprague-Dawley, com peso entre 100 e 125 gramas foram submetidos a
incisdo de 5 centimetros na parede abdominal e sutura em dois planos. Os animais
foram dividos em 4 grupos: (I) submetidos a cirurgia, receberam ragéo ad libitum e

ndo receberam 5-FU; (II) apds a cirurgia tiveram sua ragdo limitada e nido receberam



5-FU; (III e IV) receberam S-fluorouracil por via intramuscular em doses de 75
mg/kg/dia no pds-operatdrio imediato e 1° dia de pds-operatdrio. O grupo III teve dieta
ad libitum ¢ o 1V dieta reduzida. Com esta manobra os autores tentaram eliminar a
nutri¢do como fator associado alterando a cicatrizagdo tecidual. A cicatriza¢do foi
avaliada mediante teste de for¢a de tragdo quando da morte dos animais no sétimo dia
de pés-operatorio. Os resultados demonstraram perda significativa de peso apenas no
grupo IV. Os grupos I e II ganharam peso e grupo I1I manteve-se com o peso anterior a
cirurgia. A maior for¢a de tragdo ocorreu no grupo I € a menor no grupo I'V. Nao
houve deiscéncia de sutura em nenhum animal. O grupo 111 também apresentou menor
forca de tragdo em relagdo ao grupo II. Portanto, concluiu-se que o 5-fluorouracil
interferiu no estado nutricional dos ratos e prejudicou a cicatrizagdo tecidual. Por outro
lado apenas o estado nutricional ndo foi suficiente para alterar a cicatrizagdo, sendo
que o 5-fluorouracil, quando utilizado em ratos com estado nutricional sub-6timo, teve

o seu efeito deletério sobre a cicatrizagdo aumentado.

HENDRIKS, MARTENS, HUYBEN e¢ WOBBES, em 1993, demonstraram
efeito inibitério do 5-FU sobre a proliferagdo fibroblastica em cultura de pele de rato.
Neste experimento as culturas foram expostas ao 5-FU por 24, 48 e 72 horas. Na
cultura exposta a droga por 24 horas a proliferacdo fibroblastica foi refrataria a
concentragdo de 50 uM de 5-FU, corroborando com a idéia de que o tempo de
exposi¢do ao quimioterapico ¢ fundamental para a obtengdo do efeito de inibigdo da
divisdo celular.

De WAARD, MAN, WOBBES, van der LINDEN ¢ HENDRIKS, em 1998,
também realizaram estudo in vitro com cultura de fibroblastos de pele de rato.
Observaram acentuada supressdo, dose-dependente, na sintese de acido
dexorribonucléico (ADN) quando acrescentaram 5-FU a esta cultura celular por 72
horas. A inibi¢do ocorreu com dose de 1 uM, sendo que com dose de 20 uM houve
inibi¢do de 50% da proliferagdo. O levamisole também produziu efeito de inibigdo da
proliferagdo fibroblastica, s6 que em concentragdes maiores, cerca de 100 uM. Ao ser

usado sinergicamente, o levamisole potencializou o efeito do 5-FU. Quando usado em



cultura de fibroblastos confluentes, isto €, fora da fase de divisdo celular, o 5-FU ¢ o
levamisole ndo afetaram o numero de células presentes na cultura. Os autores
concluiram que ambas as drogas isoladamente ou combinadas, na dependéncia da dose
e do tempo de exposigdo, apresentaram efeito inibidor sobre a fungdo de fibroblastos

ativos.

2.5 EFEITOS DO 5-FLUOUROURACIL NA CICATRIZACAO DE
ANASTOMOSES INTESTINAIS

ASZODI e PONSKY (1985) avaliaram a agdo do S-fluorouracil infiltrado
diretamente na parede da alga intestinal adjacente a regido de anastomose. A
anastomose foi realizada no intestino delgado. Utilizaram-se 120 ratos, divididos em 3
grupos de experimento com 20 ratos cada, que receberam 5, 10 e 20 mg de 5-
fluorouracil respectivamente. Cada grupo experimento teve um grupo controle com 20
ratos. Cada grupo foi subdividido em 4 subgrupos conforme a data de sacrificio para
analise da anastomose. Todos os grupos foram analisados no dia 4, 7, 8 e 12 de pds-
operatorio. O S-fluorouracil foi aplicado em dose tUnica, imediatamente apos a
realizagdo da anastomose. Os parametros para avaliacdo da anastomose foram: pressdo
de ruptura, analise microangiografica e estudo histolégico. Os resultados deste estudo
ndo mostraram diferenga entre os grupos que receberam S-fluorouracil e os grupos

controles.

ZUIDWEDN, WOBBES, HENDRIKS, KLOMPMAKERS e de BOER (1986)
fizeram um estudo experimental com 96 ratos Wistar, analisando o efeito de agentes
anti-neoplasicos na cicatrizagdo de anastomose no intestino delgado. Usou-se um
esquema quimioterapico combinado endovenoso por 5 dias com bleomicina (2
mg/kg/dia), S-fluorouracill (10 mg/kg/dia) e cis-diaminedicloroplatina (0.35
mg/kg/dia). Os ratos foram divididos em 4 grupos. O grupo controle ndo recebeu
quimioterapia. Os outros ratos foram operados dois dias apods, dois dias antes ou

durante os 5 dias de utilizagdo dos medicamentos. Em cada grupo os ratos foram



10

mortos apos 3, 7 e 21 dias da anastomose. A cicatrizagdo foi avaliada através da
pressdo de ruptura e nivel de hidroxiprolina. Os resultados demonstraram que o grupo
operado durante o uso de quimioterapicos foi o que apresentou maior retardo na
cicatrizagdo da anastomose, demonstrado no 3° e 7° dia de pds-operatorio. Nio
obstante, na analise realizada no 21° dia de pds-operatdrio, este grupo apresentava
cicatrizagdo semelhante aos demais grupos. Portanto, os autores concluiram que os
quimioterapicos em questdo retardaram mas ndo impediram a cicatrizagdo da

anastomose intestinal.

HILLAN, NORDLINGER, BALLET, PUTS e INFANTE (1988) estudaram a
cicatrizagdo de anastomoses coldnicas apds aplicacdo intraperitoneal de 5-FU em
ratos. Foram utilizados 78 ratos Wistar machos e aplica¢do de 5-fluorouracil durante 5
dias, iniciado no primeiro, terceiro e sétimo dia de pds-operatorio. Para isto os 78 ratos
foram dividos em 6 grupos, sendo que 3 grupos funcionaram como controle,
recebendo solugdo salina isotonica intraperitoneal. Todos os animais foram mortos 14
dias apds a cirurgia. Os critérios de analise foram: mortalidade, peso, forga de tragdo
da anastomose e deiscéncia espontanea. Em nenhum destes critérios houve diferencga
estatisticamente significativa entre os grupos submetidos ao uso de 5-FU e os grupos
controles. Registrou-se um maior namero de casos de deiscéncia e fistulas nos grupos
que receberam 5-FU. Os autores concluiram que o uso de 5-FU intraperitoneal pareceu

ndo comprometer a cicatrizagdo de anastomoses colonicas em ratos saudaveis.

GRAF, WEIBER, GLIMELIUS, JIBORN, PAHLMAN e ZEDERFELDT
(1992) em estudo experimental com 137 ratos, analisaram a influéncia do 5-
fluorouracil e acido folinico na cicatrizagdo colonica. Ratos Wistar machos foram
submetidos a ressecg¢do colonica e dividos em 4 grupos: grupo controle (submetido a
aplicagdo de solugdo salina isotdnica por via intraperitoneal e endovenosa); grupo 5-
fluorouracil (5-FU) (submetido a aplicagdo de 5-FU intraperitoneal e solugdio salina
isotdnica endovenosa); grupo acido folinico (submetido a aplicagdo intraperitoneal de

solugdo salina isotonica e endovenosa de acido folinico); e grupo 5-FU/acido folinico
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(submetido a aplicagdo intraperitoneal de 5-FU e endovenosa de 4cido folinico). O
tratamento foi iniciado imediatamente apos a cirurgia e continuado até o momento da
morte no 3° e 7° dia de pos-operatorio. A dose diaria foi de 20 mg/kg/dia de 5-FU e 2
mg/kg/dia de acido folinico. Complicagdes anastomoéticas (abscesso e deiscéncia)
ocorreram em 4 de 33 animais no grupo controle, 12 de 36 no grupo 5-FU, 1 de 32 no
grupo acido folinico € 9 de 36 no grupo 5-FU/4acido folinico. A for¢a de ruptura da
anastomose ndo foi diferente entre os grupos no 3° dia de pos-operatorio. Entretanto,
no 7° dia fo1 significativamente menor no grupo 5-FU. A forca de tragdo também foi
menor no grupo 5-FU/acido folinico, mas n3o reduziu tanto quanto o grupo 5-FU. A
forga de tragdo nos animais que receberam acido folinico fo1 similar ao grupo controle.
Neste estudo, concluiu-se que a cicatrizagdo foi prejudicada ap6s a administragio
intraperitoneal de 5-FU, n3o havendo acréscimo neste prejuizo com a associagdo de

acido folinico.

Em 1994, WEIBER, GRAF, GLIMELIUS, JIBORN e PAHLMAN, em estudo
experimental, avaliaram a cicatrizagdo colonica em relagdo a0 momento da utiliza¢do
do 5-fluorouracil. Noventa e sete ratos Wistar foram submetidos a ressecgdo do célon
esquerdo e anastomose. Estes foram divididos em quatro grupos, sendo dois submetido
ao uso de 5-fluorouracil (20 mg/kg/dia) intraperitoneal e dois grupos controles que
receberam solugdo salina isotdnica. Dos grupos que usaram 5-FU, um recebeu
tratamento precoce, iniciado no dia da cirurgia e mantido com doses diarias por 7 dias.
O outro grupo iniciou o uso de 5-FU no 3° dia de pos-operatorio. Os ratos foram
mortos no 7° e 10° dia de poés-operatorio. A cicatrizagdo da anastomose foi avaliada
através da forca de ruptura. O grupo que iniciou com 5-FU precoce apresentou sete
casos de complicagdes anastomoticas comparado a nenhum caso no grupo com 5-FU a
partir do 3° dia pos-operatorio. A forga de tragdo foi significativamente menor que o
grupo controle, tanto no 7° quanto 10° dia pds-operatorio para os ratos que receberam
5-FU precoce. O mesmo ndo ocorreu com o grupo que recebeu 5-FU a partir do 3° dia

de pés-operatorio. Concluiu-se que o uso precoce do 5-FU foi deletério para a
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cicatrizagdo, enquanto o uso a partir do 3° dia apo6s a cirurgia ndo prejudicou a

cicatrizagdo da anastomose.

WEIBER, GRAF e GLIMELIUS (1994) realizaram estudo experimental com
ratos para avaliar o efeito do 5-fluorouracil na sintese de colageno e cicatrizagdo de
anastomose colonica. Foram empregados 86 ratos Wistar, dividos em 2 grupos: (A) 5-
fluorouracil (20mg/kg) em doses diarias, intraperitoneal; (B) solugdo salina isotonica
intraperitoneal, a partir da cirurgia até a morte. A cicatrizagdo foi analisada mediante
teste da forca de tracdo com ou sem os fios de sutura na anastomose. A sintese de
colageno foi mensurada através da hidroxiprolina radioativa. Os animais foram mortos
no 3° e 7° dia de pés-operatorio. Observou-se alto numero de complicagdes no grupo
que recebeu quimioterapia e a forga de tragdo foi 40% menor (com ou sem os fios de
sutura) em relagdo ao grupo controle. Através da hidroxiprolina radioativa, observou-

se redugdo na sintese de colageno no grupo que recebeu S-fluorouracil.

HANANEL e¢ GORDON (1995), em estudo experimental com 56 ratos,
avaliaram os efeitos da utilizagdo pré-operatoria do S-fluorouracil e do leucovorin na
cicatrizagdo intestinal em anastomoses colonicas. Os ratos foram divididos em 4
grupos de 14 animais. O grupo controle foi submetido a anastomose e observagdo. O
grupo II recebeu 10 mg/kg de 5-fluorouracil intravenoso e 10 mg/kg de leucovorin
uma vez por semana por 4 semanas € entdo foram operados. Os grupos III e IV
receberam a mesma dosagem de quimioterapico por 6 semanas, sendo submetidos a
cirurgia uma e duas semanas apds o término do uso de medicamentos,
respectivamente. Cada grupo foi dividido em 2 subgrupos para morte no 3° ¢ 7° dia de
pos-operatorio. A anastomose foi testada através da pressfo de ruptura. Os resultados
ndo mostraram diferenga estatisticamente significativa entre os grupos, tanto no 3°
quanto no 7° dia de pos-operatorio. Os autores concluiram que este regime de
quimioterapia com S-fluorouracil e leucovorin ndo alterou a cicatrizagdo da

anastomose.
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KANELLOS, KAVOUNI, ZARABOUKAS, ODISSEOS, GALOVATSEA e
DADOUKIS (1996) estudaram os efeitos da administragdo pds-operatoria,
intraperitoneal, de 5-fluorouracil (5-FU) com e sem a associagdo de acido folinico, na
cicatrizagdo de anastomoses coldnicas em ratos. Avaliaram-se 63 ratos, Wistar
machos, divididos em 3 grupos, que receberam solugdo salina isotonica, 5-FU (20
mg/kg/dia) e 5-FU (20 mg/kg/dia) mais acido folinico (2 mg/kg/dia), respectivamente.
A administragdo do quimioterapico iniciou-se no pos-operatério imediato e prosseguiu
nos dois primeiros dias de pés-operatorio. Os ratos foram mortos no 3°, 5° e 8° dia de
pos-operatorio. A deiscéncia da anastomose fo1 significativamente maior nos ratos dos
grupos que receberam 5-FU, comparado com o grupo controle (p<0.05). Todavia, ndo
houve diferenga entre os grupos com 5-FU isolado e 5-FU com acido folinico. Houve
diferenca significativa na pressdo de ruptura para o grupo controle (que recebeu
solugdo salina isotOnica) em comparagdo aos grupos que receberam quimioterapico,
mortos no 5° e 8° dia de pés-operatdrio (p<0.05). A avaliagdo histolégica também
mostrou reagdo inflamatéria mais intensa e atraso na cicatrizagdo para 0s grupos que
receberam 5-FU, comparado com o grupo controle. Os autores concluiram que a
administragdo intraperitoneal de 5-FU no po6s-operatorio precoce inibiu a cicatrizagio
de anastomoses colonicas em ratos. A associagdo de acido folinico, com injegdes

Intraperitoneais, nao agravou este efeito negativo.

STOOP, DIRKSEN, WOBBES ¢ HENDRIS (1998) avaliaram a influéncia da
1dade e do 5-fluorouracil no pos-operatorio precoce na capacidade de cicatrizagdo em
anastomoses intestinais em ratos. Utilizaram-se 90 ratos divididos em 2 grupos: com
2-3 meses (ratos jovens) e 27-30 meses (ratos idosos). Realizou-se ressecgdo e
anastomose de ileo e colon em cada rato. Os ratos receberam 5-fluorouracil na dose de
15 ou 20 mg/kg/dia por via intraperitoneal a partir do pos-operatério imediato por 6
dias consecutivos. O grupo controle recebeu solugido salina isotonica. Todos os ratos
foram mortos no 7° dia de pods-operatdrio. A cicatrizagdo da anastomose foi avaliada
mediante medida de forca de tragdo e deposi¢do de colageno na area de cicatrizagio.

Os resultados demonstraram que ndo houve diferenga entre os ratos jovens e idosos
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quanto a cicatrizagdo. Entretanto os grupos que receberam S-fluorouracil sofreram
uma significativa diminui¢gdo na formagdo de colageno e na for¢a de tragdo das
anastomoses em relagdo aos grupos controles. Mais uma vez, ficou demonstrado o
poder do S-fluorouracil em inibir a cicatrizagdo de anastomoses intestinais em ratos,

mdependente da idade do animal.

Em 1998, um estudo experimental em ratos, realizado por KUZU, KOKSOY,
KALE, DEMIRPENCE e RENDA, avaliou o efeito do 5-fluorouracil pré-operatorio na
integridade de anastomoses colonicas. Foram utilizados 80 ratos, divididos em 3
grupos. O grupo experimento recebeu 5-fluorouracil intraperitoneal (20 mg/m?*/dia)
por 5 dias consecutivos no pré-operatorio. O grupo controle realizou apenas a
anastomose colonica € o grupo sham recebeu solugdo salina intraperitoneal. A
anastomose foi avaliada no 3° e 7° dia de pos-operatorio através da analise da pressdo
de ruptura, dosagem de mieloperoxidase e hidroxiprolina. Na analise dos resultados
ndo houve diferengas significativas entre os grupos, muito embora a hidroxiprolina
estivesse diminuida no grupo que recebeu 5-fluorouracil. Os autores concluiram que o
uso pré-operatorio de S-fluorouracil nio prejudicou a cicatrizagdo das anastomoses

colonicas.

2.6 AVALIACAO CLINICA DO ESTADO NUTRICIONAL

A avaliagdo do peso corporal é um indicador pratico e o mais comumente
empregado para avaliagdo do estado nutricional de animais de experimentagdo. A
variagdo do peso corporal € um bom indicador de altera¢do do estado nutricional. Na
avaliagdo nutricional, perda ou ganho ponderal € melhor interpretada quando calculada
a variagdo ponderal cumulativa, que ¢é representada pela diferenga entre peso atual e
peso inicial (THORBEK, 1982). Outros aspectos devem ser considerados na avaliagdo
clinica dos animais, como por exemplo o comportamento do animal quanto ‘a
atividade fisica ou queda de pélos, os quais podem indicar alteragdo do estado

nutricional ou mesmo desequilibrio na oferta de nutrientes.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 MATERIAL

3.1.1 Ammais de experimentagdo

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvergicus albinus,
Roentia Mammalia), do sexo masculino, adultos, procedentes do Instituto de
Tecnologia do Parana (TECPAR), com peso corporal variando entre 200 e 250
gramas. Estes ficaram confinados em caixas de polipropileno com serragem ao fundo,
em grupos de 3 ou 4 ratos por 48 horas antes de serem incluidos no estudo. Neste
periodo receberam agua e ragdo propria para a espécie (Nuvilab® CRI1, Nuvital) ad
libitum. As condigdes ambientais no laboratério de Cirurgia Experimental da Pds-
Graduagdo em Cirurgia da Universidade Federal do Parana (UFPR), onde este estudo

foi realizado, eram: temperatura de 22° C e ciclo claro-escuro de 12 horas.

3.1.2 Quimioterapico

O medicamento utilizado foi o 5-fluorouracil (Fauding — Fluorouracil, Rio de
Janeiro, Brasil), na dose de 20 mg/kg/dia em injegdo intraperitoneal. A administragdo
foi feita com técnicas de anti-sepsia no quadrante inferior esquerdo do abdémen do

rato. O veiculo de diluigdo foi a solugio salina isotOnica.

3.2 METODO

3.2.1 Grupos de estudo
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Os ratos foram divididos em dois grupos de 20, conforme o uso ou ndo de
quimioterapico. Os grupos foram divididos em 4 subgrupos com 10 ratos cada,

conforme especificado a seguir.

Subgrupo ES — ratos que apos a cirurgia receberam 5-FU durante cinco dias
e foram mortos no quinto dia de pds-operatorio.

Subgrupo E8 — ratos que apés a cirurgia receberam 5-FU durante cinco dias
e foram mortos no oitavo dia de pds-operatdrio.

Subgrupo C5 — ratos que apos a cirurgia receberam solugdo salina isotonica
durante cinco dias e foram mortos no quinto dia de pos-operatdrio.
Considerado controle para o grupo ES.

Subgrupo C8 — ratos que apos a cirurgia receberam solugdo salina isotonica
durante cinco dias e foram mortos no oitavo dia de pos-operatoério.

Considerado controle para o grupo ES.

3.2.2 Pré-operatorio

Os ratos foram mantidos em jejum por 12 horas prévias ao procedimento
cirurgico com o objetivo de diminuir o contedido fecal no local da anastomose. O

acesso a agua permaneceu livre.

3.2.3 Anestesia

Os ratos foram submetidos a anestesia geral inalatoria com éter etilico puro sob
campénula de vidro. O rato foi considerado anestesiado apos estar inconsciente, sem
movimentos voluntarios e sem reagdo ao manuseio cirargico. A dose anestésica
durante a cirurgia foi baseada na observacdo da amplitude e freqiiéncia dos

movimentos respiratorios.
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3.2.4 Técnica operatéria

Apos a anestesia, cada rato foi pesado e identificado com pontos na orelha. Em
seguida realizou-se a sec¢do dos pélos da regido abdominal ventral rente a pele. O rato
foi entdo colocado em decubito dorsal e fixado pelos membros anteriores e posteriores
em extensdo a mesa cirargica. Neste periodo, efetuou-se a anti-sepsia toraco-
abdominal ampla com solugdo de polivinilpirrolidona-lodo a 10% e delimitagdo do
abdomen com campos esterilizados. Nao se utilizou preparo de colon ou administragao
de antibibticos.

Realizou-se incisio abdominal mediana com aproximadamente 3 cm de
extensdo, com bisturi de lamina numero 15. Os planos envolvidos foram: pele, tecido
celular subcutaneo, aponeurose da parede ventral do abdomen na linha alba e
peritoneo. Apds obtido acesso ‘a cavidade peritoneal, identificou-se o célon e
procedeu-se colotomia 2,5 cm antes da reflexdo peritoneal do reto, conforme proposta
de BLOMQUIST, AHONEN, JIBORN e ZEDERFELDT (1984). Em seguida,
realizou-se anastomose término-terminal (FIGURA 1), em plano Gnico abrangendo
todas as camadas da parede intestinal, com 8 (oito) pontos interrompidos de fio de
nailon monofilamentar 5.0 (Paramed Suturas, Sdo Paulo, SP, Brasil). Na seqiiéncia
procedeu-se a laparorrafia em dois planos: peritoneo-musculoaponeurético e pele, com
sutura continua e fio de nailon monofilamentar 3.0 (Paramed Suturas, Sdao Paulo, SP,

Brasil).

FIGURA 1 — ANASTOMOSE TERMINO-TERMINAL EM PLANO UNICO, COM PONTOS SEPARADOS
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3.2.5 Pés-operatorio

Para a recuperagdo imediata os ratos foram mantidos em caixas separadas. Apds
jejum de uma hora, reiniciou-se a alimentagdo habitual e o retorno as caixas de origem,
nas mesmas condigdes ambientais e alimentares do pré-operatorio. Os mesmos foram
examinados duas vezes ao dia, onde procurou-se verificar a disposigdo para

alimentagdo, atividade motora e complicagdes da ferida operatoria.

3.2.6 Administragdo de 5-FU

Nos ratos dos subgrupos ES e E8 procedeu-se a aplicagdo diaria, por via
intraperitoneal, de S5-fluorouracil (5-FU) na dosagem de 20 mg/kg/dia, iniciado no pés-
operatorio imediato € mantido por 5 dias consecutivos. Os ratos dos subgrupos C5 ¢
C8 foram submetidos a aplicagdo diaria, via intraperitoneal, de 0,5 ml de solugédo

salina isotOnica, por 5 dias consecutivos, iniciado no pds-operatorio imediato.

3.2.7 Morte dos ratos

Foi realizada com dose letal de éter etilico puro inalatério. Nos subgrupos ES e
C5 a morte ocorreu no quinto dia de pods-operatorio. Para os subgrupos E8 e C8 a

morte foi realizada no oitavo dia de pos-operatério.

3.2.8 Avaliagdo macroscépica

Apbs constatada a morte do rato, este foi pesado. Entdo, foi posicionado em
dechbito dorsal e fixado "a prancha de madeira através de seus membros. Foram
avaliados aspectos da parede abdominal, cavidade abdominal e grau de aderéncias no
sitio da anastomose. Retirou-se, entdo, a pega cirurgica para realizagdo do teste de

resisténcia ténsil da anastomose.
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3.2.8.1 Peso

O ratos foram pesados no dia da cirurgia e no dia da morte. Calculou-se a
varia¢do ponderal cumulativa, que é representada pela diferenga entre o peso atual e o
peso inicial (THORBEK, 1982). A balanga utilizada para aferi¢do foi regulada de
acordo com os padroes do INMETRO. Os valores de peso foram mensurados e

assinalados em gramas.

3.2.8.2 Awvaliagdo da parede, cavidade abdominal e retirada da pega cirtrgica

Iniciou-se com a inspeg¢do da cicatriz abdominal, onde se avaliou a presenga ou
ndo de colegdo liquida no tecido celular subcutaneo, infecgdo e integridade das suturas.
Realizou-se em seguida, a abertura da cavidade abdominal através de duas incisdes
transversais (uma abaixo do xifoide e outra acima do pubis) e outras duas incisdes
lateralmente a cicatriz mediana decorrente do ato operatdrio prévio, perfazendo um
retangulo ao seu redor. Desta forma obteve-se acesso "a cavidade abdominal longe da
incisdo mediana. Na cavidade peritoneal buscou-se sinais sugestivos de infecg¢do ou
formagao de abscesso ou plastrdo, aderéncias, presenga eventual de fistula no nivel da
anastomose e a sua integridade. Apoés, procedeu-se a retirada da pega cirurgica,
incluindo um segmento colorretal de 3 cm, contendo a anastomose (FIGURA 2) em
sua regido média. As estruturas ou o6rgiaos que estavam aderidos ‘a anastomose foram

retirados em monobloco.

FIGURA 2 — SEGMENTO COLORRETAL RESSECADO, COM A ANASTOMOSE AO CENTRO
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3.2.8.3 Avaliagdo do grau de aderéncias

A intensidade de aderéncias ao redor da anastomose foi analisada segundo os

critérios de VAN der HAMM (1992), conforme descrito a seguir:

- ausente: ndo ocorreram adesdes no sitio de anastomose;

- minima: adesdo apenas do omento, facilmente separavel,;

- moderada: adesdes envolvendo o mesentério adjacente, intestino ou outros
Orgaos;

- intensa: presenga de adesdes extensas, incluindo a formagdo de abscessos

peri-anastomoticos.

3.2.9 Estudo da forga ténsil de ruptura da anastomose

Ap0s a retirada dos espécimes cirurgicos, estes foram conservados em solugdo
salina istonica e encaminhados ao laboratério do Instituto de Tecnologia para o
Desenvolvimento (LACTEC). Para avaliagdo da forga ténsil, utilizou-se maquina
universal de ensaio mecanico computadorizada, da marca Instron, modelo 4467

(Instron, London, UK), com garras de pressdo pneumatica a uma distancia de 15 mm
(FIGURA 3).

FIGURA 3 — MAQUINA UNIVERSAL DE ENSAIO MECANICO
1 2
=

NOTA: 1- painel de controle da maquina de tragdo
2- garras de pressdao pneumatica
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Apos fixacdo das extremidades da pega cirargica, contendo a area de
anastomose ao centro, realizou-se a tragdo individual de cada pega, a velocidade
constante de 50 mm/minuto. Para este estudo foi utilizada uma célula de carga para 10
kg, com sensibilidade de 50 gramas e margem de erro de 0,5% do valor obtido.

As variaveis avaliadas foram: forga maxima de tragdo (FMT) em Kgf e forga de
ruptura completa (FRC) em Kgf. A FMT foi registrada em computador (GRAFICO 1)
e identificada como a for¢a necessaria para iniciar a ruptura da anastomose, ou seja, a
for¢ca maxima suportada pela anastomose, mantedo-se integra. A FRC correspondeu a
forga necessaria para a ruptura total da anastomose e separagdo da pega em dois
fragmentos distintos. A FIGURA 4 mostra detalhes da ruptura durante a tragdo do

segmento de célon contendo a anastomose.

GRAFICO 1 — REPRESENTAGAO GRAFICA REGISTRADA EM COMPUTADOR NO MOMENTO DA TRAGAO

DA ANASTOMOSE
I Sample ID: GRUPOCS '
v I
]
FraT
- o :
0.15 ‘ ' ‘
' |J A
B . . e
3 . '
3 010 i " x
i O FRC
0.05 +— —— :
|
0.00 :
0 2 4

NOTA — Rato do grupo C5, FMT: for¢ga maxima de tragdo, FRC: for¢a de ruptura
completa, Kgf: quilograma-forga
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FIGURA 4 — MOMENTOS DA TRAGAO E RUPTURA DA ANASTOMOSE

3.2.10 Avaliagdo histologica

A éarea de ruptura, correspondente a regido da anastomose foi amostrada e
fixada em formalina a 10%, imediatamente apos o teste de tragdo. Este material foi
submetido a processamento histologico rotineiro, confeccionando-se blocos de
parafina para microtomia na espessura de 4pum, e os cortes foram corados pela técnica
de hematoxilina e eosina (HE). A analise dos cortes histologicos foi realizada por
patologista em conjunto com o autor, sem o conhecimento prévio do grupo ao qual
pertencia o material em estudo. Avaliaram-se, na area de anastomose, os seguintes
parametros:

a) Congestdo, edema e polimorfonucleares: estes trés achados

caracterizaram a fase aguda da cicatrizagdo, também considerada como
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fase inicial ou inflamatoria. A presenga destes fatores foi graduada em
discreta, moderada ou acentuada, para os quais atribuiram-se valores
negativos de -1, -2 e -3 respectivamente. Quando ausente o valor
considerado fo1 zero.

b) Monomorfonuclerares, tecido de granulagdo e fibrose: estes fatores
caracterizaram uma fase mais avangada da cicatrizagdo, determinada pela
angiogénese e proliferagdo fibroblastica. A presenca destes fatores foi
graduada em discreta, moderada ou acentuada, para os quais atribuiram-
se valores positivos de +1, +2 e +3 respectivamente. Quando ausente o
valor considerado foi1 zero.

Apds a analise microscopica destes seis fatores e a somatdria dos valores

correspondentes, dividiram-se as 1aminas em trés grupos, conforme exemplificado na

TABELA 1.

TABELA 1 ~ DISTRIBUICAO DOS RATOS POR GRUPOS CONFORME iNDICE OBTIDO NA AVALIACAO

HISTOLOGICA
indice final de classificaco Fase da cicatrizagéo
-9a-3 Aguda
-2,9a+29 Sub-aguda
+3a+9 Cronica

A somatéria dos indices obtidos pelos ratos também permitiu a classificagio

dos grupos e subgrupos nas fases de cicatrizagdo demonstradas na TABELA 1.

3.2.11 Analise estatistica

Calcularam-se os valores médios, desvio-padrdo, intervalo de confianca de
95%, bem como valores minimo e maximo. A comparagdo dos valores entre os grupos
e subgrupos foi realizado pelo teste de Duncan para analise de varidncia das médias
(ANOVA). Os dados de média foram testados pela ANOVA, sendo hipétese nula a de
igualdade entre as médias versus a hipdtese alternativa de médias diferentes. O nivel
de significancia adotado foi de 5%. Os testes estatisticos foram realizados pelo

programa GraphPad InStat 3.1 e StatMet (Califérnia, Estados Unidos da América).
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4 RESULTADOS

4.1 ATO OPERATORIO E EVOLUCAO POS-OPERATORIA

O ato operatorio transcorreu sem complicagdes. Todos os ratos recuperaram-se
bem da anestesia. As avaliagdes clinicas diarias mostraram recuperagdo satisfatona,
com manutengdo do estado geral, presenca de atividade fisica e disposi¢do para
alimentagdo no grupo controle.

Os ratos do grupo experimento, submetidos a doses diarias de S5-FU,
apresentaram diarréia a partir do quarto dia de aplicagdo, persistindo por 24 horas apds
a interrupgdo das aplicagdes no subgrupo E8 e até o momento da morte no subgrupo
ES. Esses ratos, apds o inicio da diarréia, apresentaram diminuig¢do da atividade fisica
e indisposi¢do para alimentagdo, o que provocou perda significativa de peso nestes

dois subgrupos (E5 ¢ E8) conforme analisado a seguir.

42 AVALIACAO DOS ACHADOS MACROSCOPICOS

42.1 Exame da parede e cavidade abdominal

A cicatrizagdo da parede abdominal ocorreu de forma adequada em todos os
ratos, sem sinais clinicos de infec¢do ou deiscéncia.

Na avaliagdo da cavidade abdominal, nenhum rato apresentou sinais de
peritonite. Todos apresentaram algum grau de aderéncia ao nivel da anastomose. Na
maioria das vezes, a estrutura envolvida foi o0 omento maior. Observaram-se 4 casos de
abscesso localizado, peri-anastomotico, no subgrupo controle avaliado no 5° dia de
pos-operatdrio (C5). Outros 2 casos foram constatados no subgrupo ES e um caso no
subgrupo C8. Nio se registrou caso de abscesso perianastomotico no subgrupo ES8.
Nio houve diferenca significativa no grau de aderéncias quando se comparou o grupo

que recebeu 5-FU com o grupo controle (p = 0,4930).
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4.2.2 Peso corporal

A média e o desvio padrdo de peso para cada subgrupo foi calculado, conforme
demonstrado na TABELA 2. A média de peso inicial foir homogénea para todos os
subgrupos, sendo a menor de 212,8g para o subgrupo E8 e a maior de 218,1g para o
subgrupo ES5. Entretanto, a média de peso no dia da morte variou de 182,7g para o
subgrupo E5 a 243,8g para o subgrupo C8.

Observou-se que a amostra foi homogénea entre os grupos para as médias de
peso inicial (p=0,9178). No momento da morte, entretanto, houve uma diferenca
significativa no peso do grupo que recebeu 5-FU (perdeu peso) em relacdo ao grupo

controle que ganhou peso. Esta diferenga ocorreu tanto para os ratos mortos no quinto

dia de pos-operatorio (p=0,0002), quanto para os mortos no oitavo dia de pos-
operatorio (p=0,0057).

TABELA 2 - MEDIA E DESVIO PADRAO (DP) DO PESO DOS RATOS

Subgrupo | Peso inicial + DP {g) | Peso final + DP (g)
c5 2143 £ 18,96 242,4 £ 19,73
E5 218,1 £21,05 182,7 + 24,3
cs 216,5 + 15,02 2438 +12,11
E8 212,8 + 16,89 211 + 23,31

Nota: g — gramas, DP — desvio padrao

43 ESTUDO DA FORCA TENSIL DE RUPTURA

O teste de tragfo foi realizado em todos os ratos. As rupturas ocorreram sempre
ao nivel da anastomose. Durante a trag@o verificou-se a forca maxima de tragdo (FMT)
e a forga de ruptura completa (FRC).

A maior média para FMT foi observada no subgrupo E8 (0,2266) e a menor no
subgrupo ES5 (0,1283). No 5° dia de pos-operatorio a FMT foi significativamente maior
no subgrupo controle em relagdo ao subgrupo que recebeu 5-FU (p = 0,0014). O

mesmo nio ocorreu no oitavo dia de pds-operatorio onde a FMT foi semelhante no



26

A FRC ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos, quer seja no 5° (p
=0,9572) ou 8° (p=0,1519) dia de pés-operatdrio. A média e o desvio padrdo da FMT
e FRC para cada subgrupo podem ser observados na TABELA 3.

TABELA 3 — FORCA MAXIMA DE TRACAO E FORCA DE RUPTURA COMPLETA: MEDIA E DESVIO PADRAO
DOS SUBGRUPOS

Subgrupc | FMT {Média + DP) Kgf FRC (Média + DP) Kgf
C5 0,1845+ 0,028 0,0430 £ 0,014
E5 0,1283 + 0,019 0,0541 £ 0,020
C8 0,2230 £ 0,036 0,0862 + 0,062
E8 0,2266 + 0,069 0,0481 + 0,032

NOTA: Kgf — quilograma-forca, DP — desvio padrao

44 AVALIACAO HISTOLOGICA

Os resultados de varios pardmetros da analise histologica sio apresentados,
comparativamente, para os grupos estudados.

No 5° dia de pos-operatorio o subgrupo que recebeu 5-FU apresentou 7 ratos na
fase aguda da cicatrizacdo ¢ 3 na fase sub-aguda. Neste grupo o tecido de granulagio
esteve ausente na maioria das anastomoses (6 casos), foi observado de forma
moderada em 3 casos e discreta e 1 caso. Da mesma forma a fibrose ocorreu de forma
discreta em 2 casos, moderada em 1 caso e esteve ausente nos demais. Os
monomorfonucleares foram observados em 8 ratos de forma discreta e em 2 de forma
moderada. Neste grupo predominou a presenga de polimorfonucleares, observados de
forma acentuada em 5 ratos, moderada em 3 e discreta em 2. A congestdo e o edema se
fizeram presentes de forma acentuada ou moderada nove vezes.

Ja o subgrupo controle sacrificado no quinto dia de pds-operatorio apresentou a
cicatrizagdo na forma sub-aguda em todos os ratos. A presenga de fibrose ocorren de
foma discreta em todos os ratos, sendo que tecido de granulagido esteve presente de
forma moderada em 5 casos e acentuada em 5 casos. Tanto os PMN quanto os MMN
em relagdo ao subgrupo analisado anteriormente (ES).

No subgrupo E8, sacrificado no 8° dia de pés-operatério e submetido ao uso de

5-FU, 5 ratos estavam na fase sub-aguda da cicatrizacdo e 5 alcancaram a fase cronica.
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Neste grupo a congestdo e o edema foram discretos, os monomorfonucleares
superaram os polimorfonucleares, com tecido de granulagdo moderado e fibrose
discreta na maioria da vezes.

O subgrupo controle para o oitavo dia de pds-operatorio teve todos os seus
componentes na fase cronica de cicatrizagdo, com a presenca acentuada de tecido de
granulagdo, moderada de fibrose e discreta de congestdo, edema ¢ PMN. Os
monomorfonucleares foram observados de forma moderada.

Quando compararou-se os subgrupos, do ponto de vista histologico, a diferenga
entre o grupo que utilizou 5-FU (E) e o grupo controle (C) foi significativa, tanto no 5°
dia de pés-operatorio (p = 0,0002) quanto no 8° dia (p = 0,0036). O GRAFICO 2

demonstra a média alcangada em cada subgrupo.

GRAFICO 2 — CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DOS SUBGRUPOS

9
7 - By » :
54 : : i 3.6

3 BES
1 mC5
a4 OEs
-3 4 gocs
1

74 : , :

o : e i : =

NOTA: -9 a - 3 =aguda, -2,9 a 2,9 = sub-aguda, 3 a 9 = cronica

O subgrupo ES5 ficou na fase aguda, enquanto o subgrupo C5 atingiu a fase sub-
aguda. No 8° dia de poés-operatdrio, o subgrupo E8 ficou na fase sub-aguda e o
subgrupo C8 atingiu a fase cronica.

A FIGURAS 5, 6, 7 e 8 demonstram os achados histologicos das anastomoses

colonicas.
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FIGURA 5 — HISTOLOGIA DA AREA DE ANASTOMOSE, EM COLORAGAO HE COM AUMENTO DE 10X.

NOTA: Observa-se grande quantidade de neutrofilos na parede intestinal, por baixo da
superficie mucosa

FIGURA 6 — HISTOLOGIA DA AREA DE ANASTOMOSE, EM COLORACAO HE COM AUMENTO DE 10X

NOTA: Observa-se area ulcerada com neutréfilos em abundancia que se destacam da
parede por sua friabilidade. Presenga de vasos congestos e edema na parede.
Faixa espessa de fibrina recobrindo a superficie ulcerada.
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FIGURA 7 — HISTOLOGIA DA AREA DE ANASTOMOSE, EM COLORAGCAO HE COM AUMENTO DE 10X

NOTA: Observa-se superficie ulcerada porém com poucos neutrofilos restantes e
edema superficial. Na profundidade, presenga de tecido de granulagdo com
proliferagdo vascular e alguns histidcitos.

FIGURA 8 — HISTOLOGIA DA AREA DE ANASTOMOSE, EM COLORAGAO HE COM AUMENTO DE 10X

NOTA: Observa-se grande quantidade de histidcitos, presenga de fibroblastos e
colageno roseo jovem caracterizando area de fibrose recente.



S DISCUSSAO

5.1 MODELGC EXPERIMENTAL

O rato foi escolhido para o presente estudo por ser resistente, pela grande
facilidade na obtengdo de animais genética ¢ fisiologicamente semeclhantes e
similaridade ao homem quanto "a composi¢do da microflora intestinal (HERRMANN,
WOODWARD e PULASKI, 1964). E também um animal amplamente utilizado em
estudos experimentais (HERRMANN, KELLY e HIGGINS, 1970; IRVIN e HUNT,
1974, GOTTRUP, 1980; RAY, DODDI, REGULA, WILLIAMS ¢ MELVEGER,
1981, ASENCIO-ARANA e MARTINEZ-SORIANO, 1988; NASSIF, 1995).
Justifica-se seu uso também no principio de se escolher o menor animal possivel para a
realizagdo do experimento, como um dos principios de ética na experimentagdo, com a
finalidade de manter reduzidos os niveis de sofrimento animal.

Com relagdo aos métodos de avaliagdo da cicatrizagdo em anastomoses
intestinais, ¢ assunto até hoje polémico e repleto de controvérsias, sendo varias as
maneiras para anélise. Parametros clinicos, mecanicos, bioquimicos e histopatoldgicos
sdo muito empregados atualmente. A anastomose foi realizada em plano tnico,
abrangendo todas as camadas da parede intestinal, com pontos separado e
invaginantes, na tentativa de diminuir o grau de aderéncias perianastomoticas
(GUIMARAES, FERREIRA, APRILLI e CARRIL, 1973).

Segundo FISHER e TURNBULL (1955); FISHER, GUNDUZ e SAFFER
(1983), quanto menor o intervalo entre a cirurgia e o inicio da quimioterapia, tanto
maior a sua atuagdo. O presente estudo procurou iniciar o uso de 5-FU ja no pos-
operatorio imediato para demonstrar os possiveis efeitos sobre a anastomose.

Sabe-se que o 5-FU pode prejudicar a anastomose colonica através de (1)
efeitos sistémicos como anorexia, enterite, desnutri¢gdo e anemia; e (2) retardando a
produgdo e fungdo de mediadores celulares do processo de cicatrizagdo, como
leucocitos, macrofagos e fibroblastos. Reduc¢io no aporte de leucocitos e atividade dos

fibroblastos na sintese de colageno é uma explicagdo para o atraso na cicatrizagio da
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anastomose (WEIBER, GRAF e GLIMELIUS, 1994). A maioria dos trabalhos
publicados previamente mostraram que o 5-FU intraperitoneal prejudicou a
cicatrizagdo da anastomose colonica em ratos (GOLDMAN, LOWE e AL-SALEEM,
1969; GRAF, WEIBER, GLIMELIUS, JIBORN, PAHLMAN e ZEDERFELDT,
1992; WEIBER, GRAF e GLIMELIUS, 1994). Porém, alguns estudos ndo
demonstraram influéncia do 5-FU nas anastomoses colonicas em ratos (HILLAN,
NORDLINGER, BALLET e PUTS, 1988). Esta contradi¢do de resultados pode ser
explicada por diferentes protocolos nos estudos (doses diferentes, via € momento de
administragdo do 5-FU).

A dose de 20 mg/kg/dia foi utilizada neste estudo por ser considerada por outros
pesquisadores a méaxima dose possivel, sem causar a morte dos ratos. £ uma dose
analoga as usadas em humanos (ARBUCK, 1989).

Este estudo limitou-se a avaliar a influéncia do 5-FU, ndo associando o acido
folinico por estar amplamente demonstrado em pesquisas anteriores (GRAF,
WEIBER, GLIMELIUS, JIBORN, PAHLMAN e ZEDERFELDT, 1992;
KANELLOS, KAVOUNI, ZARABOUKAS, OSISSEOS, GALOVATSEA e
DADOUKIS, 1996) que o mesmo ndo influenciou na cicatrizagdo quando usado em
conjunto com o 5-fluorouracil.

Com relagdo ao momento da morte dos ratos e avaliagdo das anastomoses,
estudos anteriores demonstram que até o 3° dia pds-operatodrio, onde ha predominio da
resposta inflamatoria aguda, ndo ha tempo suficiente para que os métodos atuais
demonstrem diferenga entre os grupos com quimioterapico e controle (KANELLOS,
KAVOUNI, ZARABOUKAS, ODISSEOS, GALOVATSEA ¢ DADOUKIS, 1996).
Néo obstante, apos o 14° dia de pds-operatédrio, também ficou demonstrado que as
cicatrizagdes se equivalem nos grupos submetidos ou ndo ao uso de quimioterapicos.
Portanto, o presente estudo optou pelo 5° e 8° dia de pds-operatoério, época em que ha

exuberante fibroplasia, conferindo grande resisténcia mecanica a anastomose.



5.2 ACHADOS MACROSCOPICOS

5.2.1 Peso

A avaliagdo do peso corporal é indicador pratico € o mais comumente
empregado para avaliagdo do estado nutricional de animais de experimentagdo. A
variagdo do peso corporal ¢ bom indicador de alteragdo do estado nufricional; na
avaliagdo nutricional, a perda ou ganho de ponderal é melhor interpretada quando
calculada a variagdo ponderal cumulativa, que é representada pela diferenca entre o
peso atual e peso imicial (THORBEK, 1982). No presente estudo, os animais
apresentaram um peso inicial homogéneo. Foram submetidos a mesma oferta de
alimentos e agua. Entretanto, no momento da morte houve uma diferenca significativa
no peso entre os grupos, sendo que os animais submetidos ao uso de 5-FU perderam
peso enquanto o grupo controle ganhou. Isto ocorreu tanto no 5° quanto no 8° dia de
pds-operatorio. Além disso, a diminuigdo da atividade fisica dos animais no grupo E
foi mais um pardmetro clinico que corroborou na analise da influéncia negativa do 5-
FU no estado nutricional dos ratos.

LAW e ELLIS (1990) ao avaliar o efeito da nutrigdo parenteral sobre a
cicatrizagdo de anastomoses coldnicas utilizaram-se de modelo de desnutri¢do
protéica. Encontraram diminuigdo significativa da pressido de ruptura da anastomose
nos animais com desnutri¢do protéica. Desta maneira os autores sugeriram que a
nutri¢do seria fator determinante na cicatrizagdo das anastomoses coldnicas. Estudos
como os de ROY van ZUIDEWLIN, WOBBES, HENDRICKS, KLOMPMAKERS ¢
BOER (1986 ¢ 1991) também sugeriram que as drogas antineoplasicas, ao interferir
com o ganho de peso e estado nutricional, podem levar a maior indice de complicagdes
anastomoticas. GRAF, WEIBER, JIBORN, PAHLMAN, GLIMELIUS e
ZEDERFELDT (1994), no entanto, ao compararem diversos grupos de ratos
submetidos a anastomose colonica sob efeito de 5-FU associado ou ndo a desnutrigio,
encontraram resultados que sugererh que o fator nutricional ndo ¢ o mais importante na

deficiéncia da cicatrizagdo. Outros autores como KUZU, KOSKOY, KALE,



DEMIPRENCE e RENDA (1998); IRVIN ¢ HUNT (1974) também acreditam que,
embora o uso de quimioterapicos induza perda de peso e consegilente estado
nutricional carencial, isto ndo é fator determinante na cicatrizagdo das anastomoses
intestinais. Nos casos em que hé desnutri¢do e uso de quimioterapico, este seria o fator

preponderante no déficit da cicatrizagdo das anastomoses.

5.2.2 Avaliagdo da parede abdominal e grau de aderéncias

Todos os ratos apresentaram boa evolugdo poés-operatéria, ndo sendo
observado complicagdes de parede abdominal, como infec¢do ou deiscéncia. Na
cavidade abdominal, constatou-se a presenga de aderéncias em todos os casos, sendo o
omento maior a estrutura envolvida na maioria das vezes. Apesar de caso de abscesso
perianastomoticos serem observados, ndo houve peritonite generalizada ou deiscéncia
de anastomose coldnica em nenhum animal. A intensidade das aderéncias é medida
indireta da presenga de complicagdes anastomoticas, como definiram KUZU,
KOSKOY, KALE, DEMIPRENCE ¢ RENDA (1998) e, por conseqiiéncia, também
uma medida indireta da cicatrizagdo das anastomoses. Quando ocorre deiscéncia ha
vazamento de contetido intestinal dentro da cavidade peritoneal. Para a contenc¢io de
tal vazamento o organismo responde com bloqueio do local através da migragio de
estruturas intra-abdominais ¢ formacdo de aderéncias. Constatou-se neste trabalho,
mediante indice de VAN der HAMM, que o 5-FU nao foi fator determinante no grau

de aderéncias perianastomoticas.

53 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE CICATRIZACAO DA
ANASTOMOSE

Varios parametros sdo utilizados para a analise da cicatrizagdo. Segundo

BALLANTYNE (1983 e 1984), a avaliagdo deve ser realizada com base em trés

aspectos principais: o teste de resisténcia mecanica da cicatriz, o processo histologico

da cicatrizagdo e a determinagdo da taxa de colageno.



A evolugdo da cicatrizagdo das anastomoses intestinais em animais de
laboratério pode ser avaliada mecanicamente em tempos diferentes do periodo pds-
operatério, quer pela resisténcia que oferecem ao estiramento aplicado
perpendicularmente "a linha de sutura, até sua ruptura (for¢a de ruptura), quer pela
resisténcia de suas paredes, ao enchimento por gases ou liquidos, até que ocorra
exploso, medida pela pressdo de explosdo ou de ruptura ou pela tensdo de explosdo.

Este estudo optou pela forga de ruptura, por considerar que esta variavel avalia
a anastomose como um todo, enquanto a pressdo de ruptura pode ser influenciada por
erros técnicos do cirurgido (IKEUCHI, ONODRA, AUNG, KAN, KAWAMOTO,
IAMAMURA e MAETANI, 1999).

5.3.1 Resisténcia ténsil a forca de tragdo

A forga de tragdo tem sido utilizada cada vez mais freqlientemente como
parametro de aferi¢do de resisténcia das anastomoses. A maioria dos trabalhos utilizou
métodos puramente mecanicos, como ¢ o caso de FARHAT em 1958, STALEY,
TRIPPEL ¢ TRESTON em 1961 e HILLAN, NORDLINGER, BALLET, PUTS e
INFANTE em 1998 ou eletromecanicos, como nos trabalhos de NARESSE, LEITE,
RODRIGUES, ANGELELI, MINOSSI ¢ KOBAYASHI (1993); NARESSE,
LUCCHIARI, ANGELELI, BURINI, RODRIGUES, CURI ¢ KOBAYASHI (1988);
NARESEE, MENDES, CURI, LUCCHIARI ¢ KOBAYASHI (1987); VERDESSE
(1993), para a obtengdo da forga de tragdo. Estas metodologias dificultam a obtengfo
precisa do momento em que se inicia o processo de ruptura das anastomoses. O
método mecanico computadorizado foi utilizado por IKEUCHI, ONODRA, AUNG,
KAN, KAWAMOTO, IAMAMURA ¢ MAETANI (1999). Estes autores analisaram a
correlagdo entre a forga ténsil de ruptura e a pressdo de ruptura. A primeira foi
avaliada por meio de tensiometro (TB 611-T, Nihon Koden, Tokyo) e a segunda por
meio da utilizacdo de uma bomba de infusdo (SP-60, Nipro, Tokyo). A partir deste
estudo os autores propuseram que a for¢a de tragdo seria o melhor método para se
avaliar a resisténcia de anastomoses em processo de cicatrizagdo. A precisdo dos dados

da forga ténsil, obtida por meio da utilizagdo de maquina de ensaio mecanico
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computadorizado para aferigdo da for¢a de tragdo pelo aparelho Instron (modelo
4467), ¢ fator a ser destacado neste trabalho, pela confiabilidade dos resultados.

Ao se analisar os resultados deste estudo, fica evidente no 5° dia de pos-
operatorio, a influéncia do 5-FU, ao diminuir a FMT em relagdo ao grupo controle. No
8° dia de pods-operatorio as FMT se igualam nos grupos com e sem 5-FU. Isto
demonstrou que 3 dias sem receber 5-FU foi o suficiente para que os ratos
recuperassem o poder de cicatrizagdo da anastomose. Outros trabalhos que ndo
encontraram interferéncia do 5-FU na cicatrizagdo da anastomose intestinal (ASZODI
e PONSKI, 1985; HILLAN, NORDLINGER, BALLET, PUTS ¢ INFANTE, 1988)
avaliaram a anastomose apds intervalo de varios dias sem o uso de 5-FU. Processo
semelhante ocorreu no experimento de HANANEL e GORDON (1995), em que o 5-
FU foi administrado em dose semanal sendo a avaliagdo uma semana apds o término
da administragdo da droga, de forma que esta teve pouco efeito prejudicial no processo
cicatricial.

A forga de ruptura completa, correspondendo ao momento da separagdo dos
segmentos intestinais ndo se mostrou diferente entre os grupos estudados, pois sua
sensibilidade em perceber pequenas diferengas de resisténcia a tragdo, como € o caso
dos tecidos vivos, ¢ pequena. Esta varidvel é mais utilizada na avaliagdo de tecidos ou

materiais de alta resisténcia.

5.3.2 Avaliagéo histologica

No presente estudo a analise histologica da regido de anastomose, conforme
metodologia proposta por SOUSA (1994) e OLIVEIRA (1995) demonstrou um retardo
no processo de cicatrizagdo nos ratos que foram submetidos ao uso de 5-FU em
relagdo aos ratos do grupo controle. Quando da avaliagdo no 5° dia de pds-operatorio,
os ratos do grupo controle apresentaram-se na fase de fibroplasia acentuada, enquanto
que os ratos que receberam 5-FU persistiram com caracteristicas da fase inflamatéria,
mniciando as caracteristicas de fibroplasia. No 8° dia de pos-operatdrio, o grupo

controle ja apresentava em seus componentes tragos de maturagdo da cicatrizagdo



anastomotica, enquanto os ratos que receberam S-fluorouracil apresentavam-se em
fase de fibroplasia inicial.

Estes achados, somado aos observados na avaliagdo mecanica da anastomose,
demonstraram retardo na cicatrizagdo, provocado pelo 5-fluorouracil. FUMAGALLI,
TRABUCH]I, SOLIGO, ROSATI, REBUFFAT, TONELLI e MONTORSI (1991) e
KANELLOS, KAVOUNI, ZARABOUKAS, ODISSEOS, GALOVATSEA e
DADAOQUKIS (1996) ao avaliar mitocina e 5-FU respectivamente, encontraram
persisténcia dos achados histologicos de processo inflamatorio agudo nos ratos que
receberam droga quimioterapica. Propuseram que houve retardo no processo de

reparagdo das anastomoses colonicas com persisténcia da “fase proliferativa”.
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6 CONCLUSAO

1. No 5° dia de pos-operatdrio a forca maxima de tragdo € maior no subgrupo

controle em relagdo ao subgrupo que usa S-fluorouracil.

2. No 8° dia de pos-operatorio a for¢a maxima de tragdo ¢ semelhante entre

subgrupos, independente do uso ou ndo de 5-fluorouracil.

3. O estudo histolégico demonstra retardo na processo de cicatrizagdo, tanto no
5° quanto no 8° dia de pos-operatdrio, nas anastomose colonicas dos ratos submetidos

ao uso de 5-fluorouracil, em relagdo ao grupo controle.

4. O S5-fluorouracil, utilizado por via intraperitoneal, no pds-operatério
precoce, prejudica o processo de cicatrizagdo das anastomoses coldnicas em ratos, mas

ndo provoca deiscéncia nas anastomoses estudadas.
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ANEXOS

TABELA ANEXO 1: CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DOS RATOS DO GRUPO CONTROLE MORTOS NO
QUINTO DIA DE POS-OPERATORIO (C5).

RATO CONGEST. EDEMA PMN MMN TEC. GRAN  FIBROSE SOMA
C51 -1 -1 -2 2 2 1 1
C52 -2 -1 -2 2 2 1 0
C53 -2 -1 -2 2 2 1 0
C54 -1 -1 -2 2 2 1 1
C55 -2 -1 -2 2 3 1 1
C56 -1 -1 -2 2 3 1 2
C57 -2 -2 -2 2 3 1 0
c58 -1 -1 -2 2 2 1 1
C59 -1 -1 -2 2 3 1 2
C510 -2 -1 -2 2 3 1 1

Nota: congest.- congestdo, PMN- polimorfonucleares, MMN- monomorfonucleares, Tec. Gran.- tecido de
granulagéo.

TABELA ANEXO 2: CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DOS RATOS DO GRUPO EXPERIMENTO MORTOS NO
QUINTO DIA DE POS-OPERATORIO (E5).

RATO CONGEST. EDEMA PMN MMN TEC. GRAN FIBROSE SOMA
E5 1 -2 -2 -2 2 2 1 -1
ES 2 -3 -2 -3 1 V] 0 -5
E53 -3 -3 -3 1 1 0 -7
E5 4 -3 -2 -1 2 2 2 0
E5S -2 -2 -2 1 0 0 -5
ES6 -2 -2 -3 1 0 0 -6
ES7 -2 -2 -3 1 0 0 -6
ES 8 -2 -3 -3 1 0 0 -7
E59 -1 -1 -1 1 2 1 1
ES5 10 -3 -3 -2 1 0 0 -7

Nota: congest.- congestio, PMN- polimorfonucleares, MMN- monomorfonucleares, Tec. Gran.- tecido de
granulagio.

TABELA ANEXO 3: CLASSIFICACAO HISTOLOGICA DOS RATOS DO GRUPO EXPERIMENTO MORTOS NO
OITAVO DIA DE POS-OPERATORIO (E8)

RATO CONGEST. EDEMA PMN MMN TEC.GRAN FIBROSE SOMA
E8 1 -1 -3 -1 3 1 1 0
E82 -1 -1 2 2 3 1 2
E8 3 -1 -1 2 2 2 1 1
E8 4 -1 0 -1 1 2 0 1
E8 5 -1 -1 2 2 3 2 3
E8 6 -1 -1 -1 2 3 2 4
E87 -1 -1 -1 2 3 1 3
E8 8 -1 -1 -1 2 3 2 4
E8 9 -1 -1 ' -3 2 2 1 -1
E8 10 -1 -1 -1 2 3 2 4

Nota: Congest.- congestdo, PMN- polimorfonucleares, MMN- monomorfonucleares, Tec. Gran.- tecido de
granulagio



TABELA ANEXO 4: CLASSIFICAGAO HISTOLOGICA DOS RATOS DO GRUPO CONTROLE MORTOS NO
OITAVO DIA DE POS-OPERATORIO (C8)

RATO CONGEST EDEMA PMN MMN TEC. GRAN FIBROSE SOMA
C8 1 1 0 1 2 3 1 4
c82 1 0 1 2 3 1 4
Cc83 1 1 1 2 3 2 4
C84 1 1 1 2 3 2 4
C85 1 1 2 2 3 2 3
C86 1 1 2 2 3 2 3
c87 1 1 1 2 3 2 4
c88 2 1 1 2 3 2 3
c8og 1 1 1 2 3 1 3
C8 10 1 1 1 2 3 2 4

Nota: Congest.- congestdo, PMN: polimorfonucleares, MMN- monomorfonucleares, Tec. Gran.- tecido de
granulagio



