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RESUMO 
 

 
Introdução: A utilização de ácidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, tem sido 
estudado no contexto da cicatrização e regeneração tecidual principalmente em 
função de suas propriedades antiinflamatórias, antioncogênicas e 
imunorregulatórias. Estudos prévios demonstraram efeitos benéficos com o uso da 
imunonutrição enteral contendo diversos elementos (L-arginina, ômega-3 e 
oligoelementos), porém a ação individual de cada componente na cicatrização de 
anastomoses colônica ainda permanece desconhecida. O objetivo do presente 
trabalho é avaliar  a influência da suplementação pré-operatória com ômega-3 na 
cicatrização de anastomoses colônicas de ratos eutróficos. Material e método: 
Foram utilizados 40 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus, Roentia Mammalia), 
machos adultos, com peso de 234,4±22,3 gramas, provenientes do Biotério da 
Universidade Estadual de Maringá. Os animais foram alojados individualmente e 
divididos em 2 grupos principais recebendo ração ad libitum nas quatro semanas 
anteriores ao procedimento. Nos sete dias que antecederam ao cirúrgico, o grupo 1 
um recebeu suplementação de azeite de oliva e o grupo 2, ômega-3 na forma de 
emulsões isocalóricas e isovolumétricas na dose de 100 mg/kg/dia. Nos dois grupos 
a suplementação foi realizada através de gavagem orogástrica sem anestesia, 
sendo submetidos a duas colotomias seguidas de colorrafia. No 5o PO os ratos 
foram sacrificados. Foram analisados: evolução do peso; morbidade e mortalidade; 
avaliação tensiométrica da anastomose colônica;histologia e densitometria do 
colágeno. A análise estatística foi realizada por meio dos testes t de Student,  Mann-
Whitney, teste Exato de Fisher e teste Z para comparação de proporções, com 
p<0,05. Resultados: houve deiscência de anastomose em 4 animais no grupo GAO 
e 4 no grupo GOM. A taxa de mortalidade no grupo GAO foi de 35,0% (n=7) e 10,0% 
(n=2) no grupo GOM, com p=0,1973. Não houve difereça na média de peso no início 
do experimento, no 7o, 14o, 21o dia, no dia da cirurgia e no dia do sacrifício, 
respectivamente. O valor da força máxima de tração do grupo GAO foi de 1,9±0,3 N 
e para o grupo GOM 1,7±0,2 com p = 0,357. Observou-se, contudo, uma maior 
quantidade de colágeno tipo I significativa (p=0,0126) no grupo GOM em relação ao 
grupo GAO. O Índice de Maturação do Colágeno (IMaC) foi estabelecido para os 
grupos (GAO – 1,74±0,71; GOM - 1,67±0,5 não sendo observado diferença 
estatística em relação às médias entre os grupos (p=0,719). Conclusões: A 
suplementação pré-operatória com ômega-3 está associado a aumento no depósito 
de colágeno do tipo I nas anastomoses colônicas em ratos no 5o PO. Não foram 
identificadas diferenças na força de ruptura ou no Índice de Maturação do colágeno. 
Nas condições do presente estudo foi verificado a presença de maior quantidade de 
colágeno tipo I nas anastomoses de ratos suplementados com ácido graxo ômega-3. 
 

Palavras-chave: Ômega-3. Cicatrização de feridas. Anastomose colônica. 
Tensiometria. Densitometria do colágeno. Ratos. 

 

 



ABSTRACT 
 
 
Background: The use of long-chain polyunsaturated fatty acids, has been studied in 
the context of healing and tissue regeneration mainly due to its anti-inflammatory, 
immunoregulatory antioncogenic properties. Previous studies have demonstrated 
beneficial effects with the use of enteral immunonutrition containing various elements 
(L-arginine, omega-3, trace elements), but the individual action of each component in 
the healing of colonic anastomosis remains unclear. The aim of this study is to 
evaluate the influence of preoperative supplementation with omega-3 fatty acids in 
the healing of colonic anastomoses of normal weight mice. Methods: 40 Wistar rats 
(Rattus norvegicus albinos, Roentia Mammalia), adult male, weighing 234.4 ± 22.3 
grams from the vivarium of the Universidade Estadual de Maringá. The animals were 
aclimmated individually and divided into two main groups receiving ad libitum in the 
four weeks prior to the procedure. Seven days prior to surgery, group 1 one received 
olive oil supplementation and group 2, omega-3 as an isocaloric and isovolumetric 
emulsions at a dose of 100 mg / kg / day. Both groups received the fatty acids 
suplementation through orogastric gavage without anesthesia and submitted to two 
consecutive enteral anastomosis, right and left colon, respectively. In the fifth PO, 
rats were sacrificed. We evaluated the evolution of weight; morbidity and mortality; 
strain, histology and densitometry of collagen, of colonic anastomosis. Statistical 
analysis was performed using the Student t test, Mann-Whitney test, Fisher's exact 
test and Z-test to compare proportions, with p <0.05. Results: there was anastomotic 
leakage in 4 animals in each group. The mortality rate in the GAO group was 35.0% 
(n = 7) and 10.0% (n = 2) in the GOM group, with p = 0.1973. There was no 
diference in the average weight at the beginning of the experiment, on the 7th, 14th, 
21st day, the day of surgery and the day of sacrifice, respectively. The value of the 
maximum tensile strength of the GAO group was 1.9 ± 0.3 N and the GOM group 1.7 
± 0.2, p = 0.357. There was, however, a larger amount of type I collagen (p = 0.0126) 
in the GOM group. The maturation index Collagen (CMI) was established for groups 
(GAO - 1.74 ± 0.71; GOM - 1.67 ± 0.5; p=0,719) and it was not observed difference 
between them. Conclusions: Preoperative supplementation with omega-3 is 
associated with increased collagen deposition of type I fibers in colonic anastomoses 
in rats on the 5th PO. No differences were observed in the breaking strength or 
collagen maturation index. 
 

 

Key-words:  Omega-3. Wound healing. Colonic anastomosis. Tensiometers. 
Collagen densitometry. Rats. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

A imunonutrição é definida como utilização de nutrientes específicos em 

fórmulas que promovem, através de diferentes mecanismos de ação, efeitos sobre o 

sistema inflamatório e imune (SUCHNER; KUHN; FÜRST, 2000 e CHOW; BARBUL, 

2014).  

Inicialmente testada em modelos animais, passou a ser utilizada em 

pacientes previamente desnutridos que seriam submetidos a intervenções cirúrgicas, 

demonstrando claro benefício em termos de recuperação pós-cirúrgica, taxa de 

morbidade, tempo de hospitalização e tempo de ventilação mecânica. Contudo, a 

utilização dessas fórmulas difundiu-se e estudos passaram a demonstrar efeito 

positivo também para indivíduos eutróficos (WEIMANN et al., 2006; WAITZBERG; 

MARIMUTHU et al., 2012; TURNOCK, et al., 2013). 

Entretanto, devido aos complexos mecanismos de interação entre os 

processos de absorção, acomplamento às membranas, sinalização intracelular, 

sabe-se hoje que as fórmulas compostas de aminoácidos, ácidos graxos essenciais, 

oligoelementos, vitaminas, nucleotídeos e nucleosídeos quando utilizam esses 

elementos em conjunto, trazem nitidamente benifícios, ao passo que, ao se 

utilizarem nutrientes específicos, os mecanismos de atuação tornam-se menos 

claros e seus efeitos são discutíveis (CORRÊA-NETO et al., 2009).  

A utilização de ácidos graxos poliinsaturados de cadeia longa tem sido objeto 

de estudo no contexto da cicatrização e regeneração tecidual, principalmente em 

função de suas propriedades antiinflamatórias, imunorregulatórias e 

antioncogênicas. 

Contudo, estudos com resultados divergentes foram realizados em modelos 

murinos com colite induzida, nos quais a utilização do ácido graxo ômega-3 foi 

prejudicial, resultando em agravamento da colite (MATSUNAGA et al., 2008; 

WOODWORTH et al., 2010) 

Suas propriedades antiinflamatórias advêm de processos como o da 

substituição parcial do ácido aracdônico nas membranas celulares, e com isso, há 
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redução na produção de seus derivados considerados pró-inflamatórios, como 

prostaglandinas E2. Há também redução na quimiotaxia de monócitos e neutrófilos, 

modulando, dessa forma, a resposta inflamatória em suas fases mais iniciais. São 

notáveis também seus efeitos imunorregulatórios através da redução na proliferação 

de linfócitos T citotóxicos em resposta a citocinas pró-inflamatórias, na produção de 

mediadores como óxido nítrico e fator de necrose tumoral (CALDER, 1998; 

KURATKO, 2000; CALDER, 2001; WHITING; BLAND; TARLTON, 2005). 

Chow e Barbul (2014), em seu artigo sobre imunonutrição e o papel do 

ômega-3, cita que apesar de exercer um papel claro na resposta inflamatória, a 

suplementação com ômega-3 e seu papel no contexto geral da cicatrização ainda 

são desconhecidos.  
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1.1 OBJETIVOS 

 

 

 

 Avaliar o efeito da suplementação pré-operatória com ácido graxo ômega-3 

sobre a cicatrização de anastomoses colônicas em ratos, por meio de: 

 

 a) Morbidade e mortalidade pós-operatórias; 

 b) Peso; 

 c) Avaliação histológica e densiometria do colágeno; 

 d) Avaliação tensiométrica. 

 

 



2 REVISÃO DE LITERATURA 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 CICATRIZAÇÃO DAS ANASTOMOSES COLÔNICAS 

 

 

2.1.1 Cicatrização anastomoses colônicas 
 

 O processo de cicatrização envolve o pico de aparecimento 

determinados tipos celulares com diferentes graus de atividade durante o processo 

de regeneração. Assim, plaquetas, netrófilos, macrófagos fibroblastos e linfócitos 

farão parte de um complexo meio de sinalização que depende de um sistema imune 

efetivo. Fatores que levem, por exemplo, a depleção de linfócitos T na ferida 

operatória, cujo pico encontra-se dentro de uma semana do momento no início do 

processo de cicatrização, reduzem a força de ruptura e conteúdo de colágeno da 

ferida (PETERSON et al., 1987; EFRON et al., 1990). 

O epitélio intestinal pode sofrer agressão pelos mais diversos agentes e 

substâncias, como toxinas endoluminais, estresse oxidativo, interação com a própria 

microbiota existente ou mesmo através do processo de digestão normal.  

Assim, didaticamente, a cicatrização na área de anastomose intestinal segue 

as etapas de inflamação, proliferação e de maturação, porém, de maneira quase 

independente, cada camada da parede colônica exibe características específicas 

com intensidades diferentes (HERRMANN; WOODWARD; PULASKI, 1964; 

THORNTON; BARBUL, 1997).  

O intestino normal possui forte metabolismo glicolítico aeróbio e anaeróbio. A 

confecção de uma anastomose é capaz de reduzir profundamente e por tempo 

indeterminado o metabolismo e energia nesse local. As camadas mucosa e 

muscular da mucosa são as mais atingidas por essa redução do metabolismo, ao 

passo que a camada submucosa permance intacta no que tange à produção de 

energia (BRASKÉN, 1991). 
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A camada submucosa, pela grande quantidade de colágeno produzida 

durante o processo de regeneração, é considerada o local de maior resistência tênsil 

da anastomose (HESP; HENDRIKS; SCHILLING, 1985). A qualidade (maior 

concentração de colágeno tipo I) e não somente a quantidade de colágeno são 

determinantes para a resistência da anastomose (DOILLON et al., 1985b). 

A resistência à tração de anastomoses jejunais em ratos foi avaliada por 

Jonsson, Jiborn e Zederfeldt (1983) imediatamente após a confecção da sutura e 

nos dias 1º, 2º, 3º, 4º, 14º e 28º de pós-operatório. A resistência tênsil caiu nos três 

dias iniciais de pós-operatório, seguida de aumento progressivo a partir de então, 

atingindo resistência máxima a partir do 14º dia. O mesmo comportamento de 

queda, seguido de aumento progressivo na força tênsil, foi observado por 

HÖGSTRÖN et al. (1985) no estudo do efeito da sepses induzida por E.coli nas 

anastomoses intestinais. 

Entre o 4º e o 7º dia pós-anastomose, o risco de ruptura da anastomose é 

máximo devido à ação das colagenases teciduais que degradaram o colágeno 

previamente depositado, sem, contudo, haver quantidade suficiente de cológeno 

novo na região da anastmose (JONSSON; JIBORN, ZEDERFERLDT, 1983). 

 

2.1.2 Fase inflamatória 
 

 

A cicatrização constitui um processo sistêmico e dinâmico independente do 

agente que a produziu. Sequências bem definidas desse processo foram 

estabelecidas inicialmente em 1910 por Carrel e, hoje, após modificações, está 

dividida em fases inflamatória, proliferação e maturação (CLARK, 2005). 

Após o surgimento de uma solução de continuidade, o processo cicatricial 

inicia-se dentro de minutos ou horas do momento da descontinuidade epitelial, com 

o chamado processo de restituição, através do qual as células colunares ao redor 

perdem sua polaridade e se tornam achatadas, forrando a área desnuda, 

mecanismo que independe da proliferação celular (STURM; DIGGAOS, 2008). A 

fase inflamatória ocorre em até 3 dias do evento inicial e se caracteriza pela 
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vasoconstrição inicial promovida pelo tromboxane A2 e por prostaglandinas 

derivados da lise celular seguida pela vasodilatação com edema intersticial e pelo 

aparecimento de leucócitos polimorfonucleares. Os neutrófilos são as primeiras 

células a chegar à ferida, atraídos, principalmente, pelos fatores quimiotáticos 

derivados de plaquetas (PDGF) por meio de seu processo de desgranulação. O 

mesmo fator também é responsável pela presença dos macrófagos e fibroblastos na 

área em reparação (HATANAKA; CURI, 2007). 

O fator de crescimento de transformação (TGF-β e TNF-α), a proteína 

quimioatraente de macrófagos (MIPs) e a interleucinas 1,6 e 8 (IL-1,IL-6,IL-8), entre 

outros, promovem, em conjunto, a adesão dos neutrófilos ao endotélio por meio das 

selectinas, sendo substituídos ao longo do processo pelos macrófagos (WERNER; 

GROSE, 2003; IIZUKA; KONNO, 2011). Os macrófagos, por sua vez, têm ações no 

desbridamento, promotores de angiogênese, fibroplasia e confeção de uma matriz 

extracelular necessária à próxima fase, a proliferativa (BRASKÉN, 1991; 

THORNTON; BARBUL, 1997; BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). 

 

 

2.1.3 Fase proliferativa 

 

 

A fase de proliferação celular inicia-se por volta do 4º dia, tendo duração de 

12 a 14 dias. Caracteriza-se pelo aparecimento dos fibroblastos atraídos pelos 

fatores liberados pelos macrófagos. É composta por processos simultâneos de 

proliferação fibroblástica, angiogênese, epitelização e deposição do colágeno 

(CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008).  

Por volta da segunda semana, passa a ser caracterizada pela formação do 

tecido de granulação. A multiplicação dos fibroblastos marca essa fase, por meio de 

estímulos dos fatores de crescimento como o PGDF e do TGF-β através de suas 

vias dependentes de TGF-α e independentes (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 

2006; HATANAKA; CURI, 2007).  
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Com o processo de angiogênese mediado principalmente pelo VEGF-A (Fator 

de crescimento vascular-endotelial-A) e o TNF-α associado à fibroplasia, dá-se início 

à formação do tecido de granulação composto por uma matriz frouxa de fibronectina, 

ácido hialurôrico, colágeno imaturo e vasos neoformados (HATANAKA; CURI, 2007). 

A produção do colágeno pelos fibroblastos, inicialmente do tipo III e do tipo V 

pericelular, é registrada por volta do 2º dia e dá lugar ao colágeno do tipo I mais 

espesso e resistente, através do processo de reabsorção e novo depósito (DOILLON 

et al., 1985a; BRASKÉN; LETHO; RENVALL, 1990). 

 

2.1.4 Fase de maturação 

 

 

A fase de maturação da ferida inicia-se por volta do 8º dia, podendo durar 

meses a anos. A reorganização do colágeno, assim como a modificação em seu 

conteúdo na ferida, com o colágeno tipo III sendo substituído gradualmente pelo tipo 

I por ação principalmente da colagenase, formará um arranjo de acordo com a 

organização das fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente conectadas por 

ligações covalentes. As proporções entre os tipos de colágeno dependerão da 

origem do tecido a ser recomposto (p. ex. derme, fáscias, ossos). O fenômeno da 

contração determinada por miofibroblastos determina a redução da área cicatricial 

nessa fase (ROBSON; STEED; FRANZ, 2001).  

O resultado final será de um colágeno com uma força tênsil reduzida, 

alcançando aproximadamente 80% do seu total três meses após o início do 

processo (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). 
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FIGURA 1 – Fases da cicatrização da ferida 
FONTE – CAMPOS; GROTH; BRANCO (2008).  
 
 
 

 

 

2.2 AVALIAÇÃO DA CICATRIZAÇÃO DE ANASTOMOSES COLÔNICAS 

 

 

Toda investigação de processo de cicatrização, para que seja reprodutível e 

possa melhorar seu resultado, necessita de processos de quantificação. Essa 

quantificação servirá para demonstrar variações em técnicas cirúrgicas utilizadas, 

administração de drogas ou qualquer intervenção cuja intenção deva ser mensurável 

(EKMEKTZOGLOU et al., 2006). 

As anastomoses colônicas são tradicionalmente avaliadas em modelos 

animais através de tensiometria, morfologia do colágeno, imunoistoquímica e 

dosagem de fatores de crecimento (CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008). Os 

estudos comparativos entre os métodos têm-se mostrado complementares ao invés 

de mutuamente excludentes. 

A cicatrização das anastomoses colônicas, a pós-ressecção e a anastomose 

ocorrem de forma mais lenta e são acompanhadas de maiores taxas de 

complicações, como fístula e ruptura, se comparadas a outros sítios do trato 
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gastrointestinal (JIBORN; AHONEN; ZEDERFELDT, 1978; BRASKÉN, 1991). Desta 

forma, modelos experimentais foram desenvolvidos para determinar quais fatores 

poderiam influenciar sua qualidade e resistência, já que, em humanos, fístulas 

intestinais, em especial as colônicas, podem apresentar uma taxa de mortalidade de 

até 30% (FILDING et al., 1980; GRAHAM; FINNIS, 2005). 

 

 

2.2.1 Avaliação mecânica 
 

 

O desenvolvimento da resistência mecânica é consideredo um marco no 

processo de cicatrização das anastomoses colônicas. Para tanto, dois principais 

métodos têm sido utilizados no meio experimental para avaliar a resistência: a 

pressão de ruptura ou busting pressure e a força de ruptura total. No método da 

pressão de ruptura, a resistência da parede colônica é determinada de acordo com o 

aumento progressivo da pressão intraluminal e a força de ruptura total é avaliada 

aplicando-se forças longitudinais em sentidos opostos (KORUDA; ROLANDELLI, 

1990; HENDRICKS; MASTBOOM, 1990, IKEUCHI et al., 1999). 

Em 1978, Jiborn, Ahonen e Zederfeldt delinearam um estudo para avaliar a 

influência da técnica utilizada na anastomose (pontos contínuos ou separados) e 

determinar se existia correlação entre a resistência da anastomose e a concentração 

de colágeno na parede colônica. Neste estudo, os parâmetros utilizados para 

avaliação mecânica foram a pressão de ruptura e a força de ruptura. Apesar de não 

ter sido realizado para determinar qual método de avaliação mecânica de escolha 

para experimentos, o grande valor desse estudo foi o de determinar que a sutura 

contínua provocou uma redução maior e mais duradoura na concentração de 

colágeno na área da anastomose do que pontos interrompidos e também o de 

registrar a diferença significativa do ponto de vista estatístico entre as forças 

necessárias para romper a anastomose no pós-operatório. No 4º dia, as forças 

menores provoracam vazamento e ruptura na linha da anastomose, ao passo que a 

partir do 7º dia as forças equiparavam-se a de segmentos colônicos não operados. 

Os resultados em relação aos valores de força de ruptura ao longo do período do 
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estudo também foram observados por Naresse et al. (1987), que identificaram que 

as forças igualavam-se em torno do 21º dia. 

Segundo Ballantyne (1983) e Högström, Haglund, Zederfeldt (1985), a técnica 

de sutura intestinal deverá, do ponto de vista técnico, alinhar as suturas e ancorar à 

submucosa, distando entre 3mm e 1,5mm, já que essa sutura determinará a 

resistência da anastose durante a fase estacionária ou lag. A maior proximidade da 

anastomose determinou uma menor resistência à tração durante as primeiras 48 

horas. Månsson et al. (2002) verificaram que a confecção de 8 pontos separados, ao 

invés de 4, reduzia o risco de vazamento do pós-operatório imediato. No entanto, 

esse achado ou efeito se perdia depois de 12 horas, quando um aumento na 

integridade do tecido era verificado. 

Em estudo realizado por Ikeuchi et al. (1999), entretanto, não foi encontrada 

uma correlação entre pressão de ruptura e força de ruptura no período pós-

operatório durante a fase lag, recomendando fortemente o uso da força de ruptura 

como medida de avaliação mecânica das anastomoses intestinais. 

 

2.2.2 Avaliação histológica e densitometria do colágeno 
 

 

A avalição histológica através da microscopia ótica e por métodos de 

polarização por meio da coloração hematoxilina-eosina (HE) e do Picrosirius red 

constituem ferramentas importantes para a avaliação da evolução de processo de 

cicatrização das anastomoses intestinais. 

O processo de reparação pode ser avaliado através da técnica de (HE), 

podendo ser efetuado quantificando-se, ainda que de forma subjetiva, achados ou 

parâmetros como o exudato neutrofílico, edema intersticial, congestão vascular, 

infiltrado monomorfonuclear, atividade regenerativa da mucosa, proliferação 

fibroblástica, neoformação vascular, processo granulomatoso e fibrose intersticial 

(VIZZOTTO JR. et al., 2003). 
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Dentro da reparação tecidual, o colágeno, seus subtipos e sua concentração 

nas áreas de reparação foram, ao longo do tempo, ganhando destaque e 

importância ao observarem que fatores que alterassem sua dinâmica de depósito e 

maturação podem alterar a qualidade da anastomose. 

A classificação do colágeno é feita de acordo com a estrutura da hélice 

dominante e seu tamanho molecular. Assim, foram econtrados dentro das categorias 

o colágeno fibrilar (tipos I, II, III, V e IX), o colágeno não-fibrilar grande (tipos IV, VI, 

VII e XII) e o colágeno de cadeia curta (tipos IX, X e XIII) (BRASKÉN, 1991). Os 

subtipos I, III e V foram identificados durante o processo cicatricial do cólon. 

Contudo, são os colágenos I e III que apresentam importância maior no estudo da 

cicatrização anastomótica devido à sua predominância ao longo do processo 

cicatricial da anastomose, demonstrando uma boa correlação com a força de tração 

a partir do 3º dia (COSSERMELLI; BRENTANI, 1978; JÖNSSON; JIBORN, 

ZEDERFERLDT, 1985; JUNQUEIRA; TÖRNQVIST et al., 1990; BRASKÉN, 1991). 

Como se pode observar na FIGURA 2, após a fase de quiescência inicial, existe um 

crescimento acentuado da força tênsil, resultado da síntese aumentada de colágeno 

novo.  

 
ADAPTADO DE THORTON; BARBUL, 1997 
FIGURA 2 – Evolução da força tênsil no processo de cicatrização de acordo com a síntese e 

degradação do colágeno 
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O Picrosirius Red é um método utilizado para determinação da qualidade e 

quantidade de colágeno presente em determinada área (RABAU et al., 1995). O 

estudo histoquímico conduzido por Sweat, Puchler e Rosenthal (1964) possibilitou 

determinar que o corante do subtipo F3BA permitia um tingimento mais duradouro e 

estável, sendo vantagem para estudos sob polarização. Assim, o colágeno maduro 

tipo I apresenta-se amarelo, laranja ou vermelho, ao passo que o colágeno imaturo 

do tipo III apresenta-se verde (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978). 

Além do período transcorrido entre a intervenção e a análise do corpo de prova 

obtido, Junqueira, Montes e Sanches (1982) verificaram que quanto mais espessa a 

secção do tecido a ser avaliado, maior sua birrefringência, sendo notada uma 

mudança gradual da coloração verde para a amarela e vermelha.  

A aplicação do método do Picrosirus Red F3BA mostrou-se útil e vantajosa 

não apenas para avaliação do colágeno da anastomose intestinal ou pele, mas 

também na avaliação de fibrose pulmonar e hepática em processos degenerativos 

como doença pulmonar obstrutiva crônica e cirrose hepática (MALKUSH; REHN; 

BRUCH, 1995; HUANG et al., 2013). 

 

 

2.3 IMUNONUTRIÇÃO E CICATRIZAÇÃO 

 

 

Imunonutrição foi definida por Chow e Barbul (2014) como a utilização de 

nutrientes específicos com o intuito de modular o sistema imune de forma a trazer 

benefícios em situações de injúria ou doença. 

O papel da imunonutrição na cicatrização de feridas tem sido objeto de 

estudo por muitos pesquisadores e área de intensa discussão sobre suas vantagens 

e desvantagens nas mais diversas situações clínico-cirúrgicas. Nesse cenário, meta-

análises realizadas puderam identificar efeito positivo e melhora, reduzindo risco e 

infecção, período em ventilação mecânica e também tempo de estadia em Unidades 

de Terapia Intensiva (UTI). Contudo, em pacientes com sepse grave, choque e 

falência de funções orgânicas, não houve demonstração de benefício e, em algumas 
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situações, houve desvantagem na utilização da imunonutrição (SUCHNER; KUHN; 

FÜRST, 2000; TRUBIAN, 2008; CHOW; BARBUL, 2014). Suas fórmulas atuais 

incluem normalmente a suplementação da arginina, glutamina, vitaminas, 

oligoelementos (selênio, zinco) e ômega-3.  

Na meta-análise conduzida por Heys et al. (1999), em que foi pesquisado o 

impacto da imunonutrição em pacientes submetidos a cirurgias do trato 

gastrointestinal previamente desnutridos, verificou-se que a suplementação 

nutricional com elementos-chave reduziu significativamente o risco de desenvolver 

complicações infecciosas e também no tempo de internamento em UTI. Todavia, 

não houve modificação da taxa de mortalidade desses pacientes. Os estudos 

analisados incluíam suplementação principalmente da L-arginina, L-glutamina, 

aminoácidos de cadeia ramificada e ômega-3. 

A glutamina é considerada o aminoácido livre mais abundante da corrente 

sanguínea, sendo a fonte primária de fornecimento de energia para os enterócitos. 

Suas funções incluem o equílibrio ácido-base, transporte de nitrogênio, 

gliconeogênese e síntese de proteínas e ácidos nucléicos. Em estudo conduzido por 

SHAWN et al. (2007) ficou demonstrado que a adição de (1mmol/l) de glutamina à 

dieta enteral induziu o crescimento de células epiteliais de ratos (RIE-1). 

O efeito benéfico de sua utilização ficou evidente também nos casos de 

sepse, ao induzir o aumento da expressão de proteínas de choque térmico (“heat 

chock protein” ou HSP) e com isso produzir tolerância ao estresse severo, reduzindo 

os defechos desfavoráveis com mútiplas disfunções orgânicas secundárias ao 

processo infeccioso (WISCHMEYER et al., 1985; WISCHMEYER, 2001). 

A suplementação da glutamina por via enteral foi objeto de estudo de Costa et 

al. (2003). Nele, 48 ratos Wistar machos, submetidos a duas anastomoses 

colônicas, foram divididos em dois grupos: o grupo que recebeu 10% de L-glutamina 

e o que recebeu 10% de glicina em soluções isonitrogenada e isovolumétrica por um 

período de sete dias no pré-operatório na dose de (1.5g/Kg por dia). Os ratos foram 

sacrificados no 3o e 8o dias de pós-operatório. Os resultados demonstraram uma 

força de ruptura e uma área de colágeno maduro superiores do ponto de vista 
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estatístico (p=.04 e p=.0000) no grupo suplementado com glutamina, independente 

do dia do sacrifício. 

Sukhotnik et al. (2007) avaliaram os efeitos da administração oral preventiva 

de glutamina em experimento delineado para avaliar o impacto da isquemia e 

reperfusão intestinal de ratos, descobrindo que a glutamina melhorou a recuperação 

do epitélio intestinal através da estimulação do crescimento ao invés da inibição da 

apoptose celular. Contudo, o efeito de inibição da apoptose celular também está 

presente na recuperação de tecidos de experimentos com suplementação de 

glutamina. Esse mecanismo envolve a ativação extracelular relacionada à quinase 

(ERK), proteíno-quinase D (PKD) e fosfatidillinositol 3-quinase (PI3K)/Akt (LARSON 

et al., 2007). 

A arginina, aminoácido semiessencial, desempenha inúmeros efeitos sobre o 

sistema imune e cicatrização de feridas. É precursor da prolina, elemento essencial 

à produção do colágeno, da ornitina que atua na síntese de poliaminas. Além dessas 

funções, a arginina funciona como substrato para a produção do óxido nítrico, como 

observado na FIGURA 3 (NOVAES; PANTALEÃO, 2005; CORRÊA-NETO et al., 

2009; SINGH et al., 2012; CHOW; BARBUL, 2014). A prolina e seu metabólito, a 

hidroxiprolina, são aminoácidos derivados da arginina e glutamina/glutamanto, 

constituindo um terço dos aminoácidos presentes nas proteínas do colágeno e 

representando cerca de 30% de todas as proteínas do corpo (WU et al., 2011).  

 
ADAPTADO DE NOVAES; PANTALEÃO, 2005 
FIGURA 3 – Síntese do óxido nítrico a partir da l-arginina  

 

 

Barbul et al. (1990), em estudo para avaliar o papel da arginina na 

recuperação de feridas e resposta imune mediada por linfócitos em humanos, 

realizaram a suplementação oral por um período de duas semanas com arginina 

livre, asparto de arginina e placebo. Os resultados obtidos demonstraram um 

aumentado da mitogênese linfocitária e na quantidade de colágeno depositado em 
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implante subcutâneo de politetrafluoretileno expandido, sugerindo benefício da 

arginina na melhora dessas funções. 

Leigh et al. (2012) avaliaram a regeneração de úlceras de pressão na 

vigência de duas doses diferentes de suplementos de arginina: 4,5g e 9 g, 

verificando não haver diferença no tempo de regeneração da úlcera em função da 

dose de arginina utilizada. Entretanto, houve uma importante melhora da úlcera 

(p<0.001) em função do tempo. A utilização da arginina reduziu em quase duas 

vezes o tempo para regeneração da úlcera quando comparada ao grupo controle 

histórico.  

Corrêa-Neto et al. (2009) utilizaram 47 ratos Wistar para estudo de 

suplementação com solução salina isotônica, solução de aminoácidos e solução a 

10% de L-arginina com objetivo de observar as anastomoses colônicas (força de 

tração, os efeitos histológicos de angiogênese e a proliferação de miofibroblastos) 

em um contexto de utilização da arginina isolada e não um conjunto de aminoácidos 

que normalmente estão presentes em fórmulas de suplementação. A análise 

estatística das diferenças das médias da força de ruptura total mostrou significância 

entre os grupos aminoácido e arginina (p=0.05). Não houve diferença entre os três 

grupos em relação à densitometria do colágeno calculada pelo IMaC e na contagem 

de vasos e miofibroblastos avaliados por imunoistoquímica. 

O efeito da inibição da síntese do óxido nítrico em feridas foi estudado em 

modelo animal (ratos) por Schäffer et al. (1999); com a arginina sendo um dos 

substratos para sua síntese, o estudo mostra particular importância ao demostrar a 

sobreposição e interação entre os mais diversos processos metabólicos na 

cicatrização de feridas. Os resultados encontrados apontam que a inibição da 

síntese de óxido nítrico reduziu o acúmulo de colágeno em ferida de forma 

estatisticamente significativa (p<0.01). Mais tarde, em publicação de Debats et al. 

(2009), esse feito da inibição do metabolismo da arginina e seus metabólitos na 

produção do óxido nítrico foi demonstrado em estudo em humanos, ao se avaliar por 

meio de imunoistoquímica, a expressão de marcadores como Arginase-1 em 

neutrófilos e Arginase-2 em células endoteliais, queratinócitos, fibroblastos, 

macrófagos e neutrófilos em células colhidas da ferida em regeneração. 
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As vitaminas constituem cofatores fundamentais para diversas funções 

orgânicas. O ácido ascórbico (ou vitamina C), por exemplo, é cofator no processo de 

hidroxilação dos resíduos prolina e lisina em pró-colágeno, essencial para 

resistência e estabilidade das fibras de colágeno. Em estudo em animais conduzido 

por Jagetia et al. (2007), foi avaliada a suplementação pré-operatória de ratos 

submetidos à radiação-γ nas doses de 2,4,6 e 8 Gy em toda a superfície corpórea; 

em seguida, os ratos passaram por cirurgia com a criação de ferida em dorso. Os 

achados revelam que a recuperação da ferida foi significativamente mais rápida no 

ratos suplementados com ácido ascóbico (tempo de contração e cicatrização), 

dependente da dose de radiação utilizada: quanto maior a dose, mais prolongado o 

processo. O mecanismo pelo qual houve essa melhora ocorreu pela maior 

deposição do colágeno, aumento de fibroblastos e densidade vascular aumentada 

no local da ferida. 

A vitamina A estimula a formação da fibra do colágeno e aumento na força de 

ruptura de feridas. Um de seus mecanismos de atuação envolve o aumento da 

permeabilidade da membrana lipossomal, migração de macrófagos e estímulo à 

síntese de colágeno (CHOW; BARBUL, 2014). 

 

 

2.4 ÁCIDOS GRAXOS E CICATRIZAÇÃO 

 

 

2.4.1 Ácidos graxos  
 

 

O conceito de “lipídios bioativos” ganhou força nos últimos 20 anos ao se 

identificar que praticamente não existem eventos biológicos nos quais essa classe 

de moléculas não desempenhe um papel fundamental na sinalização e regulação 

desses eventos. Os mediadores lipídicos estão estruturalmente divididos em três 

categorias: classe 1 – eicosanoides derivados do ácido aracdônico, incluindo as 

prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs); classe 2 – os lisofosfolipídios e seus 

derivados, como o fator de ativação plaquetária (PAF), ácido lisofosfatídico (LPA), 

esfignosina-1-fostato (S1P) e os endocanabinóides; e classe 3 – os mediadores 
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lipídicos derivados dos ácidos graxos poliinsaturados ômega-3 (PUFAs), como as 

resolvinas [derivado do ácido eicopentaenóico (EPA)] e protectinas [derivado do 

ácido docosahexanóico (DHA)]. 

Ácidos gráxos (AG) são a base da formação dos lipídeos, caracterizados por 

sua constituição em ácidos carboxílicos de cadeias não-ramificadas, formadas por 

número pares de átomos de carbonos unidos por ligações simples ou duplas. São 

classificados estruturalmente de acordo com o número de átomos na cadeia 

carbônica: cadeia longa, com 14 mais átomos de carbono; média, com 6-12 átomos 

de carbono, e curta, quando não excedem 4 átomos de carbono; duplas ligações 

(saturados, moniinsaturados e poliinsaturados) e posição da primeira dupla ligação. 

A primeira dupla-ligação contada a partir do radical metil (ômega – ω) ou de seu 

grupo carboxila (delta – Δ) classifica os ácidos graxos insaturados em ômega-9 

(poliinsaturado, cadeia longa), ômega-6 (poliinsaturado, cadeia longa) e ômega-3 

(poliinsaturado de cadeia longa) (FIGURA 4). 

 
ADAPTADO DE MONTE E ISLÁN, 2010  
FIGURA 4 – Estrutura química dos ácidos graxos 

 

 

Em relação à sua função, os ácidos graxos podem ser considerados 

essenciais, quando não sintetizados por mamíferos, devido à indisponibilidade de 

enzimas biossintéticas capazes de inserir duplas-ligações em nenhuma posição 
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mais próxima que n-9 e cuja deficiência pode ser corrigida por sua adição à dieta. 

Desta forma, entre todos os AG, apenas as classes n-3 e n-6 são essenciais à dieta. 

Quando classificados como não-essenciais, sua síntese é realizada pelo próprio 

organismo, independente de sua ingesta. 

A importância nutricional de lipídeos específicos foi demonstrada inicialmente 

através do experimento publicado por Evans & Burr em 1929, no qual a reintrodução 

do ácido linoléico (C18:2n-6) na dieta de ratos revertia prontamente os efeitos de 

sua privação, tais como restrição de crescimento, dermatite escamosa, necrose de 

cauda e aumento de mortalidade em ratos recém-desmamados (SHILS et al., 2009). 

Sabe-se, atualmente, que lipídeos formados por ácidos graxos têm como 

funções gerais o armazenamento e o fornecimento de energia (até 9,3 kcal/g); 

funções biológicas na formação da membrana fosfolipídica, mediadores intra e 

extracelulares da resposta imunológica, assim como o processo inflatório e o 

estresse oxidativo das reações orgânicas (HOLUM, 1994; RUTHIG; MECKLING-

GILL, 1999; CALDER, 2001). 

Um dos principais mecanimos de absorção dos lipídeos é o da difusão 

passiva através de micelas que contêm o produto da digestão das gorduras (Figura 

5.3 - SHILLS et al., 2009). Considerando que o trato gastrointestinal comporta-se 

como um órgão com funções de absorção, metabolismo, defesa e endócrina, é de 

grande importância a manutenção de sua homeostase através dos mais variados 

processos, entre os quais o da cicatrização, que depende essencialmente do 

balanço entre migração, proliferação e diferenciação das células epiteliais que 

circundam a área afetada (IIZUKA; KONNO, 2011).  

Para que esse balanço ocorra de forma adequada, fatores de crescimento, 

citocinas, peptídeos e, mais recentemente, os receptores do tipo Toll-like 

desempenham importante efeito modulador na regeneração do epitélio (KURATKO, 

2000; LU et al., 2008; KIM et al., 2013). 
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2.4.2 Ácidos graxos ômega-3 e cicatrização 
 

 

O ω-3 (ácido alfa-linolênico eicosapentaenoico [EPA] e docosaexaenoico 

[DHA]) e ω-6 (ácido linolênico e araquidônico) são ácidos graxos essenciais, cujas 

fontes exógenas de fornecimento para a manutenção das funções biológicas são 

primordiais. Isso se deve ao fato de animais não possuírem as enzimas delta-12 e 

delta-15 dessaturase, responsáveis pela adição de duplas ligações antes do nono 

carbono do grupo funcional carboxila (CALDER, 2003). 

No caso do EPA e do DHA, suas funções moduladoras na resposta 

inflamatória e imunológica têm sido alvo de muitos estudos baseados na observação 

de que dietas ricas nesses ácidos ω-3 têm efeito protetor em estudos com humanos 

e em modelos experimentais contra uma série de doenças, como, por exemplo, as 

cardiovasculares, renais, autoimunes, neurológicas (ALEXANDER, 1998).  

A resposta imunológica depende da incorporação dos ácidos graxos 

poliinsaturados à membrana celular modificando sua fluidez, estrutura de receptores, 

mecanismos de sinalização intracelular, enzimas e canais iônicos, modulando a 

função leucocitária. Por sua vez, é através da competição pelas mesmas vias 

enzimáticas que o ácido aracdônico (AA), a fração EPA acaba por gerar 

eicosanoides de menor potencial inflamatório (prostaglandina E3, leucotrieno B5 e 

tromboxano 3), ainda assim causando um efeito anti-inflamatório. Os ω-3 também 

exercem sua função anti-inflamatória através da inibição de citocinas como TNF- α e 

interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6), sabidamente de potencial pró-inflamatório (CALDER, 

1998; KURATKO, 2000; WERNER; GROSE, 2003; CALDER, 2008; McDANIEL, et 

al., 2008). 

Os ácidos graxos poliinsaturados ômega-3 têm-se mostrado importantes em 

uma série de eventos que culminam com um efeito anti-inflamatório. Os ácidos EPA 

e DHA competem com LTB4 na ocupação de receptores, impedindo a transdução de 

sinais para a síntese de proteínas G fundamentais na sinalização celular. Do mesmo 

modo, o DHA também inibe a ativação da fosfolipase C induzida pelo TNF-α, 

prejudicando ou retardando a sinalização celular (YAGALOFF et al., 1995; WEBER 

et al., 1995; CALDER, 1998).  
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O efeito anti-inflamatório do ômega-3 também está vinculado à inativação do 

processo de sinalização mediada pelo fator nuclear kappa B, que regula a produção 

de TNF-α pelos macrófagos, assim como a produção de citocinas pró-inflamatórias e 

óxido nítrico, retardando o processo de cicatrização (ENDRES et al., 1989; 

CALDER, 1998; GRIMM, et al., 2002; NOVAK et al., 2003) (FIGURA 5).  

Camuesco et al. (2005) avaliaram o efeito do óleo de peixe, rico em EPA e 

DHA, na resposta inflamatória de colite induzida em ratos através da dosagem de 

marcadores como o leucotrieno B4 (LTB(4)), fator de necrose tumoral alfa e óxido 

nítrico. Os ratos receberam duas dietas diferentes, por duas semanas, antes da 

indução da colite com dextrano sulfato de sódio (DSS). Ratos com colite que 

receberam azeite de oliva associado ao ômega-3 apresentaram redução significativa 

de TNF-α e LTB(4) colônico se comparados ao grupo controle que recebeu óleo de 

soja. 

Eisner et al. (2011) conduziram um estudo para investigar se a dieta enteral 

com lipídios de cadeia longa inibia a ativação dos leucócitos da parede intestinal de 

ratos. Os linfonodos mesentéricos foram retirados dos ratos, que receberam infusão 
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de glicose ou glicose associada aos lipídios. Os leucócitos retirados foram 

estimulados in vitro com lipopolissacarídeo (LPS) antes e depois da suplementação 

lipídica. A dosagem do TNF- α foi feita a partir do sobrenadante. Como resultado, 

verificou-se que a liberação de macrófagos pela parede intestinal durante a sepse 

induzida pelo LPS foi igual para os dois grupos. Porém, a liberação de TNF- α a 

partir de leucócitos de linfonodos mesentéricos após a estimulação com LPS foi três 

vezes maior no grupo glicose quando comparado ao grupo glicose associada a 

lipídios, demonstrando uma supressão na liberação da citocina inflamatória. 

Em outro estudo in vitro, Paschoal et al. (2013) avaliaram os efeitos do EPA e 

DHA na função dos neutrófilos murinos. Os resultados revelaram que o EPA e DHA 

aumentam a produção de superóxido quando as células são estimuladas por LPS, 

sendo o efeito maior com EPA. Somente o DHA aumentou a capacidade de 

fagocitose e a atividade fungicida dos neutrófilos. Notadamente, ambos os ácidos 

graxos aumentaram a síntese de TNF- α em células não estimuladas, mas apenas o 

EPA foi capaz de induzir a produção de neutrófilos quimioatraente-2 (CINC-2) na 

presença ou ausência da LPS. O aumento da interleucina-1 (IL-1) só ocorreu com 

DHA estimulado. Nesse sentido, conclui-se que o EPA e DHA podem, cada um de 

uma forma diferente, modular a resposta neutrofílica. 

Chang et al. (2013) testaram os efeitos do DHA na resposta celular 

inflamatória de ratos com isquemia cerebral permanente. A administração do DHA 

foi realizada durante um período de três dias antes da indução da isquemia cerebral. 

Clinicamente, foi verificado que o DHA apresentou efeito neuroprotetor (redução de 

distúrbios de comportamento, área de infarto, edema e disfunção da barreira 

hematoencefálica). Bioquimicamente, através do teste de Western-Blot, 

transcriptase reversa seguida por reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) e 

citometria de fluxo, foi revelado que o DHA reduziu a ativação de macrófagos no 

sistema nervoso central (SNC), infiltração linfocitária, expressão de citocinas pró-

inflamatórias e ativação de leucócitos periféricos. 

Kim et al. (2013) empreenderam um estudo com três grupos de ratos que 

receberam dieta associada à água, ômega-3 ou ômega-6, respectivamente, por um 

período de sete dias. Na seqûencia, os ratos foram submetidos a 60 minutos de 

isquemia hepática parcial normotérmica seguida por 6 horas de reperfusão. A 
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ativação dos receptores Toll-like-4 foi medida através do isolamento dos domínios 

funcionais da membrana (“lipid raft” composta glicolipídios, esfingomielina, colesterol 

e proteínas). Os resultados mostraram que o uso do ômega-3 inibiu o TRL-4 no 

recrutamento dos domínios funcionais das células hepáticas, considerado o passo 

inicial da sinalização para a produção de NF-kappa B, reduzindo o dano celular 

induzido pela isquemia/reperfusão. 

Maksymchuk (2014) analisou as mudanças na expressão em fígados de ratos 

do citocromo P450 2E1 (CYP2E1), que possui um forte efeito pró-oxidativo, e da 

enzima heme-oxigenase 1 (HO-1), caracterizada por suas propriedades 

antiinflamatórias e antiapoptóticas, através da avaliação da atividade de enzimas 

antioxidandes. Os ratos foram tratados com ômega-3 via enteral diariamente por 

quatro semanas. Ficou constatado que não houve mudanças na atividade de 

enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase e catalase. O estudo levantou 

a possibilidade de que a ativação da HO-1 dependente do citocromo P450 2E1, com 

suas propriedades, possa ser um dos mecanismos de atuação do ômega-3. 

No estudo experimental conduzido por Whiting, Bland e Tarlton (2005), foi 

testada a hipótese de que os ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 reduziriam a 

severidade da doença inflamatória intestinal através da diminuição da ativação da 

resposta imune pela barreira epitelial. Assim, por um período de três semanas foi 

realizada a suplementação com ômega-3 antes da indução da colite. O que foi 

verificado no grupo ômega-3 foi um escore patológico reduzido (menores níveis de 

TNF- α, IL-12 e IL-1 beta em colonócitos) quando comparados ao grupo controle. As 

citocinas pró-inflamatórias estavam em valores reduzidos apesar do infiltrado celular 

de linfócitos T, células CD 11c e CD11b serem bastante semelhantes. 

O complexo de imunocompatibilidade do tipo II (MHC II) também mostrou 

alteração em seu funcionamento dentro do contexto imunológico com a adição do 

ômega 3 ao reduzir a porcentagem de macrófagos que expressassem ou 

carregassem em sua superfície o MHC no exudato peritoneal de ratos. Assim, de 

forma objetiva, há uma redução na apresentação de antígenos e supressão 

imunológica (SHERRINGTON; SANDERSON; CALDER, 1995). 
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O estudo do ômega-3 no processo da carcinôgenese, em especial do câncer 

colorretal, também constitui alvo de grande interesse dos pesquisadores. Pell, 

Brown, Johnson (1994) estudaram a influência do ômega-3 na produção de células 

das criptas intestinais em ratos. Para tanto, utilizaram três grupos de 10 ratos (n=30) 

alimentados com dietas livres de fibras contendo, respectivamente, bacon, óleo de 

milho e óleo de peixe na quantidade de 80g/kg. Após 14 dias, dois segmentos do 

intestino delgado, dois segmentos do cólon e 1 segmento do ceco foram analisados. 

A técnica utilizada foi a da avalição durante a metáfase. Os achados demonstraram 

uma proliferação reduzida das criptas de ratos que receberam óleo de peixe, 

sugerindo que em algumas regiões do trato gastrointestinal pode haver uma 

supressão do processo de proliferação e, por consequência, redução da 

carcinogênese. 

No estudo de Hendrickse, Keighley, Neoptolemos (1995), 60 ratos foram 

alimentados com dieta isocalórica e isovolumétrica, por seis semanas, à base de 

20% de ômega-3 ou dieta com lipídios saturados. Os animais foram divididos em 

dois grupos após indução à carcinogênese com azoximetano ou não (utilização de 

solução salina). A anastomose colônica foi analisada com 15 e 23 semanas, após o 

início do experimento. Como resultado, os animais alimentados com ômega-3 

demonstraram significativa redução no índice de proliferação celular das criptas das 

mucosas intestinais. 

A redução de criptas intestinais aberrantes induzidas em modelos 

experimentais com o uso do ômega-3 também ficou demonstrada por Latham, Lund, 

Johnson (1999) e por Rao, Hirose e Indranie (2001). 

Desta forma, temos efeitos benéficos com a utilização do ácido graxo 

poliinsaturado ômega-3 ficaram demonstrados nos processos cicatrização, 

imunomodulação, neuroproteção e redução nas taxas do processo de 

carcinogênese. Estes efeitos, contudo, não foram obtidos por todos os 

pesquisadores, havendo divergências em relação a estes resultados.   



3 MATERIAL E MÉTODO 
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3 MATERIAL E MÉTODO 
 

 

Este estudo faz parte da linha de pesquisa em Cicatrização de Tecidos e 

Medidas de Resistência do Programa de Pós-graduação em Clínica Cirúrgica da 

Universidade Federal do Paraná, em parceria com o Departamento de Ciências 

Morfológicas da Universidade Estadual de Maringá (UEM) e do Complexo de 

Centrais de Apoio à Pesquisa (COMCAP), laboratórios em que foram realizadas as 

etapas experimentais. Para tanto, foram obedecidas às normas de pesquisa animal 

estabelecidas na legislação nacional, de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA) da Universidade Estadual de Maringá (APÊNDICE A).  

 

 

3.1 ANIMAIS 

 

 

Para a realização deste estudo experimental, foram utilizados 40 ratos Wistar 

(Rattus norvegicus albinus, Roentia Mammalia), machos adultos, com peso corporal 

variando entre 220 e 320 gramas, provenientes do Biotério da UEM. Os animais 

foram alojados individualmente em caixas recebendo água e ração ad libitum 

(Nuvilab CR1®). 

 

 

3.2 CONSIDERAÇÕES AMBIENTAIS 

 

 

As condições ambientais laboratóriais foram de temperatura de 22ºC, 

umidade relativa do ar de 55% e ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos os animais 

tiveram o peso corporal aferido diariamente desde o dia anterior ao início do 

experimento. 
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3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

Após aclimatação inicial  (FIGURA 6), os ratos foram divididos em 2 grupos: 

O grupo controle – GAO – grupo azeite de oliva – (n=20) foi submetido à 

alimentação com ração ad libitum por quatro semanas. Na semana que precedeu ao 

procedimento cirúrgico, o rato recebeu, via gavagem orogástrica (FIGURA 7), uma 

suplementação de solução isocalórica e isovolumétrica de azeite de oliva na dose de 

100mg/kg/dia (QUADRO 1).  

O grupo estudo – GOM – grupo ômega 3 – (n=20) foi submetido à 

alimentação com ração ad libitum por quatro semanas. Na semana que precedeu ao 

procedimento cirúrgico, o rato recebeu, via gavagem orogástrica, suplementação de 

solução isocalórica de ômega 3 na dose de 100 mg/kg/dia 

 
FIGURA 6 – Delineamento experimental e cronologia do experimento 
 

 

3.4 SUPLEMENTAÇÃO ÔMEGA-3 

 

 

As emulsões lipídicas utilizadas foram azeite de oliva (QUADRO 1) e solução 

de ácidos graxos ômega 3 composta por EPA e DHA na proporção de 80:20 

(ANEXO G) em uma solução de 20 mg/ml. A administração foi feita na dosagem de 

100 mg/kg (FIGURA 7).  
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COMPOSIÇÃO DO  AZEITE UTILIZADO 
Cada ml contém:  
Kcal 8,3 
Gorduras totais (g) 0,92 
Gorduras saturadas (g) 0,14 
Gorduras monoinsaturadas (g) 0,71 
Gorduras poliinsaturadas (g) 0,06 
QUADRO 1 – Composição do azeite de oliva 
FONTE – Azeite GALO® 
  
 

 

 
FIGURA 7 – Realização da gavagem para administração da emulsão lipídica 
 

 

3.5 PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 

 

 

Pré-operatório: todos os animais foram submetidos a jejum de 12 horas 

previamente ao procedimento cirúrgico com o objetivo de diminuir o conteúdo fecal 

do intestino grosso do rato, local em que foram feitas as anastomoses. 

Per-operatório: Para procedimento cirúrgico, a anestesia foi feita com a 

associação de xilazina (Rompum® 20mg/ml – Bayer®), na dose de 10 mg/kg, 

associada à quetamina (Ketalar® 50mg/ml – Packer-Davis®) 50 mg/kg, ambas 
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administradas de forma intramuscular no músculo bíceps femoral dos animais. Após 

a anestesia, foi realizada tricotomia abdominal, seguida da antissepsia local. Por 

meio de uma incisão abdominal mediana, de cerca de 5 cm de extensão, obteve-se 

acesso à cavidade peritoneal. Foram realizadas duas secções totais do cólon 

(FIGURA 8). A primeira, a 5 cm distalmente à válvula ileocecal (PONTO A), e a 

segunda secção realizada a 3 cm proximalmente à reflexão peritoneal do reto 

(PONTO B). As reconstruções foram realizadas por meio de anastomoses término-

terminais em plano único total com sutura interrompida, utilizando 8 pontos de fio 

monofilamentar de nylon 6.0 (mononylon® 6.0, Ethicon®, São José dos Campos, 

SP). A síntese da parede abdominal foi realizada através de sutura contínua com 

monofilamentar de nylon 4.0 (mononylon® 4.0, Ethicon®, São José dos Campos, 

SP) em dois planos: músculo-aponeurótico e pele. 

Pós-operatório: Após a recuperação anestésica, cada animal foi reconduzido 

à caixa, onde, após uma hora de pós-operatório, recebeu água e ração ad libitum, e 

sob as condições ambientais citadas, permanecendo até o momento do sacrifício. 

Os ratos foram inspecionados diariamente no período da manhã procedendo-se à 

avaliação da ferida operatória quanto à presença de complicações (infecção, 

deiscência) e óbito, de acordo com o grupo. 

  
FIGURA 8 – Anastomoses colônicas: a – anastomose proximal. b – anastomose distal 
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3.6 SACRIFÍCIO DOS ANIMAIS 

 

 

Os animais foram mortos com dose letal da associação de xilazina com 

quetamina no quinto dia de pós-operatório. Na sequência, a laparotomia mediana, 

com acesso à cavidade abdominal, foi realizada para a retirada dos segmentos 

direito e esquerdo do cólon de forma separada, cada um medindo 4 cm de 

comprimento.  

O corpo de prova continha a anastomose em sua porção média. O segmento 

contendo a anastomose do cólon esquerdo foi colocado em recipiente com soro 

fisiológico 0,9% para, na sequência, ser submetido ao teste de tração. A 

anastomose do cólon direito foi seccionada longitudinalmente a partir da borda 

antimesentérica e estendida em um papel filtro. O armazenamento do segmento de 

cólon direito foi feito em frasco com formol a 10% para estudo anátomo-patológico. 

 

 

3.7 MORBIDADE E MORTALIDADE 

 

 

Os animais foram acompanhados diariamente e os que evoluíram a óbito 

foram submetidos à necrópsia para avaliação abdominal e definição se a causa 

mortis tinha relação com complicações pós-operatórias como a presença de fístula 

ou peritonite. 

 

3.8 CONTROLE DO PESO 

 

 

Os animais foram pesados diariamente durante todo o processo experimental. 
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3.9 AVALIAÇÃO TENSIOMÉTRICA 

 

 

O corpo de prova a ser utilizado para avaliação de força tênsil foi o fragmento 

contendo a anastomose em cólon esquerdo. Para avaliação da força tênsil da 

anastomose foi utilizada uma máquina de ensaio mecânico computadorizada, da 

marca EMIC®, modelo DL 1000 (EMIC, São José dos Pinhais-PR) localizada no 

Complexo de Centrais de Apoio à Pesquisa – UEM. 

 
FIGURA 9 – Tensiômetro Emic® DL 1000 

 

 

A fixação do corpo de prova foi feita individual e manualmente ao 

equipamento com presilha de presão ajustável, de forma a conter a anastomose em 

sua porção média, equidistante das extremidades. A tração ocorreu com velocidade 

de 50 mm/minuto. Foi utilizada uma célula de carga de 1 kg com sensibilidade de 50 

gramas, para um limite de força de 4500 kgf, até o colapso de 100%, com ruptura do 

diâmetro total da anastomose (corpo de prova). A margem de erro estimada foi de 

0,5%.  
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(A)   (B)  
FIGURA 10 – Amostra dos corpos de prova para estudo tensiométrico (a) e histopatológico 

(b) 
 

 

 

Todos os corpos de prova foram submetidos ao teste em interrvalo de tempo 

inferior a duas horas após sua ressecção. A aquisição dos resultados foi feita por 

meio da utilização do software TestScript®, versão 3.04, acoplado à máquina de 

ensaio mecânico, permitnido a obtenção dos dados a serem avaliados. As variáveis 

avaliadas foram: Força Máxima de Tração (N) e Força de Ruptura Total (N). A FMT 

foi definida como a força máxima suportada pela anastomose imediatamente antes 

do início da ruptura, a FRT foi considerada a força necessária para romper 

completamente a anastomose. 

 
FIGURA 11 – Teste de tração da anastomose colônica do rato 
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3.10 AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA E DENSITOMETRIA DO COLÁGENO 

 

 

O fragmento de proximal do cólon de cada animal foi aberto em sentido 

longitudinal na borda antimesentérica e fixado em formalina tamponada a 10%. O 

corpo de prova foi encaminhado para o laboratório de histotécnica para o 

processamento histológico (desidratação, diafanização e emblocamento em 

parafina). Após microtomia com 6 µm de espessura, os cortes histológicos semi-

seriados foram submetidos à coloração pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE) 

e Picrosirius Red 3FBA (PSR 3FBA), utilizando-se quartro cortes para cada 

coloração de cada anastomose. 

 

 

3.10.1 Hematoxilina-Eosina 

 

 

A técnica de hematoxilina-eosina (HE) foi utilizada para avaliar o grau de 

intensidade da reação inflamatória (infiltrado polimorfonuclear e monomorfonuclear), 

do edema intersticial, da congestão vascular, do tecido de granulação e da fibrose.  

Os dados foram classificados em acentuado, moderado, discreto e ausente, 

de acordo com a intensidade em que foram encontrados, e transformados em 

variáveis quantitativas através da atribuição de índice aos achados histológicos da 

seguinte maneira: ausente, índice 0; discreto, índice 1, moderado, índice 2 e 

acentuado, índice 3 (TABELA 1). 

 
TABELA 1 – Intensidade dos achados histológicos pela técnica de hematoxilina-eosina 
 
ACHADOS HISTOLÓGICOS INTENSIDADE 

 AUSENTE DISCRETO MODERADO ACENTUADO 
Infiltrado Inflamatório 0 1 2 3 
Edema 0 1 2 3 
Congestão 0 1 2 3 
Tecidode Granulação 0 1 2 3 
Fibrose 0 1 2 3 
FONTE – VIZZOTTO (2003).  
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A área do processo inflamatório foi avaliada da mesma forma. Os cortes 

histológicos foram avaliados por meio de microscópio óptico da marca Nikon® 

Eclipse 80i (Nikon, Tóquio, Japão), em aumento de 200 vezes.  

 

3.10.2 Densitometria do Colágeno 
 

 

A coloração de Picrosirius Red F3BA (PSR) foi utilizada para avaliar a 

presença de colágeno, sua maturidade e o seu grau de ordenação, utilizando a 

microscopia de polarização através do método computadorizado com leitura da 

densidade dos tipos de colágeno pelo sistema Optimus 4.0. 

Os cortes histológicos referentes  foram avaliados por meio de microscópio 

óptico da marca Nikon® Eclipse 80i (Nikon, Tóquio, Japão), em aumento de 20 

vezes, utilizando-se fonte de luz polarizada C-SP simple polarizer. As imagens foram 

capturadas por câmera Nikon DS-FI1C cooled digital® (Nikon, Tóquio, Japão), 

transmitidas através do sistema D-DA simple analyzer ao monitor colorido LCD 

G205HV®, congeladas e digitalizadas por meio de computador Intel Pentium 

Processor® E 5700 LGA775. As imagens foram processadas através do aplicativo 

Image Pro-plus®. A calibração do sistema foi realizada através da densidade óptica 

dos pontos de resolução (“pixels”) que formam as imagens, selecionando-se o valor 

limite de melhor resolução.  

No sistema RGB (“Red, Green, Blue”), foram considerados valores para tons 

de vermelho, amarelo e laranja (colágeno tipo I) e para tons de verde (colágeno tipo 

III) (FIGURAS 12 e 13). Todas as lâminas foram avaliadas sob as mesmas 

condições de regulagem, dentro dos parâmetros exigidos pelo aplicativo.  
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FIGURA 12 – Corte histológico de anastomose colônica mostrado pelo sistema de captação 

picrosírius red grupo ômega-3 (predominâcia colágeno tipo I). Aumento 20x objetiva de 
captura. 

 
 

 
FIGURA 13 – Corte histológico de anastomose colônica mostrado pelo sistema de captação 

picrosírius red grupo azeite de oliva (predominância colágeno tipo III). 
Aumento 20x objetiva de captura. 
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Nos cortes analisados, determinou-se o campo microscópico sobre a linha de 

sutura e foram obtidas medidas de três áreas distintas (superior, média e inferior). 

Em cada uma delas, calculou-se o percentual da área ocupada pelas fibras que 

continham colágeno dos tipos I e III em relação à área total examinada, para um 

aumento de 20 vezes. A partir da medida da porcentagem de fibras colágenas foi 

calculado o índice de maturação de colágeno (IMaC), definido como a razão entre 

essas porcentagens (COELHO-LEMOS et al., 2004). 

  
LEGENDA: IMaC = Índice de Maturação do colágeno; % = porcetagem 
QUADRO 2 – Índice de maturação do colágeno (IMaC) 
 

 

 

Valores de IMaC maiores do que 1 (um) indicam que a porcentagem de 

colágeno tipo I é maior do que a porcentagem de colágeno do tipo III. 
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3.11 AVALIAÇÃO ESTATÍSTICA 

 

 

Os dados obtidos foram digitados em planilha do programa Microsoft Excel 

2010 e analisados estatisticamente com o auxílio do Software R 3.1.2. 

O tratamento estatístico foi realizado conforme os dados obtidos nos grupos 

GAO e GOM utilizando-se a medida da média e do erro padrão da média (EPM), 

adotando-se um nível de significância de p<0,05. 

Para aplicação dos testes, foi observada a distribuição normal das variáveis 

(Gaussiana). Para as análises estatísticas paramétricas, foi utilizado o teste t de 

Student, e nas análises não-paramétricas o teste de Mann-Whitney. Já para as 

variáveis qualitativas foram utilizadas tabelas de frequências com percentual 

seguidas do teste Exato de Fisher.  

Foram avaliadas as diferenças das médias das variáveis peso, parâmetros de 

avalição tensiométrica (força máxima de tração e força de ruptura total), 

densitometria do colágeno (área de colágeno total dos tipos I e III) e o Índice de 

Maturação do Colágeno (IMaC) entra os grupos GAO e GOM. 



4 RESULTADOS 
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4 RESULTADOS  
 

 

4.1 MORBIDADE E MORTALIDADE 

 

 

A deiscência de anastomose teve a seguinte distribuição nos grupos: 4 no 

grupo GAO, 4 no grupo GOM. 

A taxa de mortalidade no grupo GAO foi de 35,0% (n=7) e 10,0% (n=2) no 

grupo GOM com p=0,1973 (teste Z para comparação de proporções). O índice de 

mortalidade geral nos dois grupos foi de 22,5% (9/40).  

 

 

4.2 PESO 

 

 

A média de peso no início do experimento, no 7º, 14º, 21º dia, no dia da 

cirurgia e no dia do sacrifício está apresentada na TABELA 2 e GRÁFICO 1.  

 
TABELA 2 – Média ± erro padrão do peso da amostra por grupos (g)  
 

Dias 
                         GAO (n=20)                          GOM (n=20) 

   P 
                    Média ± EP                 Média ± EP 

D0                      292,3 ± 4,4  284,3 ± 5,3 0,343 
D7                      322,3 ± 5,0  313,1 ± 5,6 0,208 
D14    348,4 ± 5,5  339,0 ± 6,5 0,323 
D21    369,7 ± 6,2  363,4 ± 6,9 0,695 
DCx    349,7 ± 6,4  344,0 ± 7,2 0,561 
DSx    321,0 ± 8,8  316,1 ± 3,8 0,857 

NOTA: D0: Primeiro dia do estudo. DCx: Dia da cirurgia. DSx: Dia do sacrifício. GOM: Grupo ômega-3. GAO: 
Grupo azeite de oliva. p = nível de significância estatística (Teste Mann-Whitney). 
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NOTA: D0: Primeiro dia do estudo. DCx: Dia da cirurgia. DSx: Dia do sacrifício. GOM: Grupo ômega-3. GAO: 
Grupo azeite de oliva. p - nível de significância estatística (Teste Mann-Whitney). 
GRÁFICO 1 – Evolução do peso em D0, D7, D14, D21, DCX e DSX 
 
 

 

4.3 AVALIAÇÃO TENSIOMÉTRICA 

 

 

A Força Máxima de Tração (FMT) e a Força de Ruptura Total (FRT) foram 

analisadas e tiveram suas médias e erros-padrão calculados e comparados dentro 

dos grupos GAO e GOM. Os dados obtidos são apresentados na TABELA 3, 

GRÁFICO 2. 

TABELA 3 – Média ± erro padrão das variáveis força máxima de tração e força de ruptura total entre 
os grupos  GAO e GOM 

  

Variáveis 
             GAO (n=20)               GOM (n=20) 

p 
                 Média ± EPM                   Média ± EPM 

FMT (N)                      1,9 ± 0,3                        1,7 ± 0,2 0,357 
FRT (N)                       1,5 ± 0,2                        1,4 ± 0,2 0,603 

NOTA: n – tamanho da amostra. EPM – erro padrão da média. p - nível de significância estatística.   FMT – força 
máxima de tração. FRT – força de ruptura total. N – newtons. GAO: Grupo azeite de oliva. GOM: Grupo ômega-3 
(Teste Mann-Whitney). 
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NOTA: p - nível de significância estatística. FMT – força máxima de tração (p=0,6028). FRT – força de ruptura 
total (p=0,3572). N – newtons. GAO: Grupo azeite de oliva. GOM: Grupo ômega-3 (Teste Mann-Whitney). 
 
GRÁFICO 2 –  Comparação da força máxima de traçao e força de ruptura total entre os grupos GAO 

e GOM 
 

 

 

4.4 HEMATOXILINA – EOSINA 
 

 

Ao avaliar as variáveis de maneira qualitativa não ficou evidenciado nenhuma 

associação significativa entre as variáveis (TABELA 4).  
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TABELA 4 – Grupos gao e gom segundo as variáveis infiltrado, edema, congestão, tecido de 
granulação e fibrose  

 

Variáveis 
GRUPOS 

p* GAO GOM 
n % n % 

Infiltrado 
0 

 
0 

 
00,0 

 
0 

 
0,00 

0,388 1 5 25,0 3 15,0 
2 4 20,0 8 40,0 
3 4 20,0 7 35,0 
Edema     

0,819 
0 0 0,0 1 5,0 
1 3 15,0 5 25,0 
2 7 35,0 8 40,0 
3 3 15,0 4 20,0 
Congestão     

0,834 
0 2 10,0 2 10,0 
1 7 35,0 9 45,0 
2 4 20,0 6 30,0 
3 0 0,0 1 5,0 
Tecido de granulação     

 
0,522 

0 1 5,0 5 25,0 
1 9 45,0 9 45,0 
2 2 10,0 2 10,0 
3 1 5,0 2 10,0 
Fibrose     

0,941 
0 10 50,0 13 65,0 
1 2 10,0 3 15,0 
2 
3 

1 
0 

5,0 
00,0 

2 
0 

10,0 
00,0 

NOTA: GOM - Grupo ômega-3. GAO - Grupo azeite de oliva. p - nível de significância estatística (Teste Exato de 
Fisher). Observação: para as variáveis Infiltrado e Fibrose não houve, respectivamente, quantificação zero e três, 
para os grupos. 
 
 

 

4.5 DENSITOMETRIA DO COLÁGENO 

 
 

A quantidade de colágeno dos tipos I e III foi determinada nos grupo 

estudados conforme o GRÁFICO 3 e TABELA 5. Observou-se maior quantidade de 

colágeno tipo I (p=0,0126) no grupo GOM em relação ao grupo GAO. 
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NOTA: COL I – Colágeno tipo UM. COL III – Colágeno tipo TRÊS. GOM - Grupo ômega-3. GAO - Grupo azeite 
de oliva. EPM - Erro-padrão médio. p - nível de significância estatística 
GRÁFICO 3 – Distribuição dos colágenos tipos I e III nos grupos GOM e GAO 
 
 

 
TABELA 5 – Média ± erro padrão médio de área ocupada pelo colágeno maduro (tipo I) e imaturo 

(tipo III) os grupos GAO e GOM 
 

GRUPOS 
                      GAO                         GOM 

p 
            Média ± EPM                 Média ± EPM 

COL I 97224,86 µm2 ± 10458,64 µm2 129804,00 µm2 ± 9308,54 µm2 0,0126 

COL III 89664,60 µm2  ± 8367,53 µm2 98735,90 µm2 ± 8335,53 µm2 0,4121 

NOTA: COL I – Colágeno tipo UM. COL III – Colágeno tipo TRÊS. GOM - Grupo ômega-3. GAO - Grupo azeite 
de oliva. EPM - Erro-padrão médio. p - nível de significância estatística (Teste t de Student). µm2 – micrômetro 
quadrado. *Grupo GAO difere de GOM. 
 
 

 

O Índice de Maturação do Colágeno (IMaC) foi estabelecido para os grupos 

GAO e GOM (TABELA 6 e GRÁFICO 4). Não foi observada diferença estatística em 

relação às médias entre os grupos (p=0,719). 

 
TABELA 6 – Média ± erro padrão de IMaC para os grupos GAO e GOM 
 

Grupos 
                                                    IMaC  

   P 
n                           Média ± EP 

GAO 13                             1,74 ± 0,71 
0,719 

GOM 18                             1,67 ± 0,5 
NOTA: IMaC: Índice da maturação do colágeno. GAO: Grupo azeite de oliva. GOM: Grupo ômega-3. EP: Erro 
padrão. n - Tamanho da amostra. p - nível de significância estatística (Teste Mann-Whitney). 
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NOTA: IMaC: Índice da Maturação do Colágeno. GAO - Grupo azeite de oliva. GOM – Grupo ômega-3. (Teste 
Mann-Whitney). 
GRÁFICO 4 – Índice de maturação do colágeno nos grupos GAO e GOM 



5 DISCUSSÃO 
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5 DISCUSSÃO 
 

 

Neste estudo, foi avaliada a influência da suplementação pré-operatória com 

dieta enteral enriquecida com ômega-3 sobre a cicatrização de anastomoses 

colônicas em ratos. 

 

 

5.1 DO MATERIAL E MÉTODO 

 

 

O estudo experimental tem, por característica, a possíbilidade de reprodução, 

encontrando-se ou não os mesmos resultados. O modelo animal baseado no rato 

possui vantagens, como homozigozidade da ninhada, peso aproximado semelhante 

e idade. O manuseio e o manejo do rato também são bastantes simples, e neste 
experimento foram utilizadas gaiolas individuais, reduzindo disputa alimentar, 

coprofagia e eventual estresse que pudesse ocorrer durante o período de 

aclimatação. O modelo experimental em ratos, com seu metabolismo acelerado e 

grande turnover celular, permite mimetizar situações de estudos clínicos mais 

prolongados (JIBORN; AHONEN; ZEDERFELDT, 1978; BRASKÉN, 1991; VIANNA, 

2009).  

A suplementação enteral foi realizada através de gavagem, garantindo, dessa 
forma, o aporte da dose dos óleos calculados pelo peso diário do animal. A 

suplementação por um período de sete dias antes da cirurgia baseia-se no guideline 

ESPEN (WEIMANN et al., 2006), que determina que a nutrição enteral com 

suplementos está indicada até mesmo para pacientes sem evidências de 

subnutrição (MARIMUTHU et al., 2012; TURNOCK, et al., 2013).  

As anastomoses colônicas, apresenta diversas possibilidades técnicas 
descritas na literatura. O estudo de Jiborn, Ahonen e Zederfeldt (1978), encontrou 

que sutura contínua mostrou-se inferior tecnicamente ao provocar uma redução 

maior na concentração de colágeno se comparada a pontos interrompidos. Neste 

estudo, as anastomoses foram avaliadas através de tensiometria, histologia, 

morfologia e densitometria do colágeno.  
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Em relação ao desenvolvimento da resistência mecânica, depois do período 

lag no processo cicatricial o colágeno passa a ser depositado na ferida, e um dos 

fatores que determina sua resistência é a quantidade e a qualidade do colágeno 

presente na submucosa, considerando que nos três primeiros dias a resistência da 

anastomose é determinada pela sutura (SOUSA; SOARES; APPRILLI, 1991). 

Estudos posteriores determinaram que a partir do 3º e 4º dia os colágenos I e III de 
maior importância nos estudos passam a apresentar boa correlação com a força de 

tração (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978; JÖNSSON; JIBORN, 

ZEDERFERLDT,1985; TÖRNQVIST et al., 1990; BRASKÉN, 1991).  

Dentre os testes tensiométricos, o teste da força de ruptura foi recomendado 

por Ikeuchi et al. (1999), primeiro por não ter encontrado correlação direta entre a 

pressão de ruptura e a força de ruptura, além de mais fácil aplicação e 

reprodutibilidade. 

A avalição histológica, realizada através da microscopia ótica com uso da 

hematoxilina-eosina (HE) e do Picrosirius red, permite uma análise ainda que 

subjetiva no caso do uso do HE (leitura de lâmina pesquisador-dependente) 

(VIZZOTTO JR. et al., 2003) de achados ou parâmetros como o exudato neutrofílico, 

infiltrado monomorfonuclear, proliferação fibroblástica, neovascularização, além dos 

processos de granulomatose e fibrose intersticiais. O Picrosirius Red F3BA, sob luz 
polarizada e através de placa de aquisição de imagem e programa de 

processamento dessas imagens, não só é capaz de demonstrar o principal tipo de 

colágeno presente na anastomose nos diferentes periodos da cicatrização (maduro 

tipo I - amarelo, laranja ou vermelho; imaturo tipo III – verde), como também 

quantificá-lo no processo cicatricial do cólon (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; 

BRENTANI, 1978; JUNQUEIRA; MONTES; SANCHES, 1982). 

 
 

5.2 DA SUPLEMENTAÇÃO COM ÔMEGA-3 

 

 

O papel da imunonutrição na cicatrização depende do desempenho fisiológico 

e das interações moleculares específicas dos nutrientes envolvidos.  
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Substratos com atividades imuno-moduladoras têm sido identificados entre os 

macro e micronutrientes e o racional para a utilização de tais fórmulas em pacientes 

criticamente enfermos é a necessidade de uma redução ou atenuação da resposta 

inflamatória em períodos específicos da recuperação pós-intervenções (SCHUNER;  

KUHN; FÜRST, 2000).  

Diversos foram os trabalhos mostrando que a utilização de fórmulas enterais 

trazem claro benefício para o status imunológico e recuperação pós-cirúrgicas em 

seus mais variados aspectos (HEYS et al., 1999). 

Contudo, quando individualizada a utilização dos componentes presentes 

nessas fórmulas, o benefício passa a não ser tão claro com resultados divergentes 

na literatura (CORRÊA-NETO, 2009; CHOW; BARBUL, 2014).  

Os ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 têm-se mostrado importantes em 

uma série de mecanismos e caminhos de sinalização celular que culminam com um 

efeito anti-inflamatório como, por exemplo, na redução da produção de TNF-α pelos 

macrófagos, assim como na produção de citocinas pró-inflamatórias e óxido nítrico 

(ENDRES et al., 1989; CALDER, 1998; GRIMM et al., 2002; NOVAK et.al., 2003).  

A resposta imunológica, por sua vez, consequência da habilidade em se gerar 

uma resposta inflamatória, acaba sendo modificada pela adição dos ácidos graxos 

poli-insaturados ômega-3 na dieta. A membrana celular modifica suas características 

apresentando maior fluidez, áreas de domínio lipídico como maior ou menos 

afinidade por determinados sinalizadores o que acaba por modular, principalmente, 

a função leucocitária. Como resultado, tem-se, da competição pelas mesmas vias 

enzimáticas que o ácido aracdônico (AA) e geração de eicosanoides de menor 

potencial inflamatório, além de reduzir a capacidade de macrófagos apresentar 

antígenos (CALDER, 1998; SHERRINGTON; SANDERSON; CALDER, 1995; 

KURATKO, 2000; WERNER; GROSE, 2003; CALDER, 2008; McDANIEL et al., 

2008). 

Os ácidos EPA e DHA podem agir competindo com LTB4 pela ocupação de 

receptores impedindo a transdução de sinais para síntese de proteínas G 

fundamentais na sinalização celular ou mesmo através da inibição da ativação da 
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fosfolipase C induzida pelo TNF-α, prejudicando ou retardando a sinalização celular 

(YAGALOFF et al., 1995; WEBER et al., 1995; CALDER, 1998).  

Quando induzida sepse através da LPS, o ômega-3 demonstrou reduzir a 

produção de citocina pró-inflamatórias, modulando a atividade de macrófagos e 

neutrófilos (EISNER et al., 2011; PASCHOAL et al., 2013). 

O estudo do ômega-3 também ocorre dentro do processo da carcinôgenese, 

em especial do câncer colorretal. Estudos demonstraram uma redução significativa 

na proliferação de criptas intestinais, consideradas elemento para progressão da 

sequência metaplasia-displasia-câncer (PELL; BROWN; JOHNSON, 1994; 

HENDRICKSE; KEIGHLEY; NEOPTOLEMOS, 1995; LATHAM; LUND; JOHNSON, 

1999; RAO; HIROSE; INDRANIE, 2001). 

 

 

5.3 DOS RESULTADOS 

 

 

5.3.1 Morbidade e mortalidade 
 

 

Em animais, clinicamente o processo de cicatrização pode ser inferido mesmo 

antes do sacrifício, através de sua evolução no período pós-operatório mediante o 

período necessário para reinciar a realimentação, a atividade motora e o 

comportamento dentro da gaiola. Normalmente, a inatividade do animal e a demora 

para realimentação podem refletir complicações do período per e pós-operatorio. 

No presente estudo, houve 4 deiscências de anastomose em cada grupo e 

uma taxa de mortalidade no grupo GAO de 35,0% (n=7) e 10,0% (n=2) no grupo 

GOM com . Dentres as possíveis explicações, sempre se deve pensar na própria 

técnica cirúrgica, que apesar de extensamente praticada durante o projeto-piloto não 

está isenta de complicações. 

Taxas semelhantes de mortalidade foram encontradas entre os grupos,  

apesar de BOYLU, et al., 2005, em seu trabalho sobre a segurança de anastomoses 
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sincrônicas intestinais ter encontrado risco aumentado para o procedimento. Fatores 

como resposta inflamatória atenuada pelos efeitos descritos pelo ômega-3, 

principalmente em fases iniciais da resposta inflamatória sobre ativação de 

leucócitos e macrófagos, podem ter contribuido para o resultado no presente estudo 

(EISNER et al., 2011; PASCHOAL et al., 2013). 

 

5.3.2 Peso 

 

 

A aferição do peso é considerada um parâmetro nutricional importante nos 

estudos experimentais. Apesar da “qualidade do peso” (relação entre massa magra 

e índice de gordura) não ser normalmente caracterizada nos estudos, essa variável 

mostra-se fiel em relação ao estado nutricional do animal, e estudos mostram que 

uma perda de até 10% no período que antecede uma intervenção cirúgica tem efeito 

adverso nos resultados (WEIMANN et al., 2006). 

No presente estudo, foram incluídos animais eutróficos, não desnutridos, que 

receberam suplementação com dieta enteral com azeite de oliva (grupo controle) e 

com ômega-3 (grupo experimental). A utilização dos ratos nutridos reduz o viés do 

benefício já comprovado da terapia nutricional pré-operatória (GONÇALVES et al., 

2009), podendo-se avaliar o efeito da intervenção de maneira isolada. 

Não houve, ao longo do experimento, diferenças estatísticas em relação ao 

peso entre os dois grupo (p>0,05). Esse resultado era teoricamente esperado, já que 

para os grupos GAO e GOM foram utilizadas fórmulas isocalóricas e isovolumétricas 

(100mg/kg). 

 

 

5.3.3 Avaliação tensiométrica 

 

 

A cicatrização na área de anastomose intestinal segue as mesmas etapas de 

inflamação, proliferação e de maturação, com cada camada da parede colônica 
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apresentando diferentes turn-overs celulares e fases de maturação (HERRMANN; 

WOODWARD; PULASKI, 1964; THORNTON; BARBUL, 1997).  

As agressões ao intestino, quer sejam por meios mecânico (cirurgia) ou 

metabólicos (indução de inflamação por agentes químicos ou bacterianos), 

determinam também diferentes impactos sobre o cólon, e as camadas mucosa e 

muscular da mucosa são normalmente mais susceptíveis à redução do aporte de 

glicose. Desta forma, a submucosa constitui o grande ponto de ancoragem das 

anastomoses colônicas, oferecendo-lhes continuidade e resistência (BRASKÉN, 

1991). 

A deposição e a maturação do colágeno são determinantes nesse processo, 

e até o 3o dia essa força tênsil é determinanda pelos pontos; a partir do 4o dia, pela 

neovascularizaçao, reepitelização e maturação do colágeno presente, ao ponto de 

se ter, em torno do 10 dia de pós-operatório, registro da mesma força de ruptura no 

corpo de prova e em um segmento de colon intacto (JONSSON; JIBORN; 

ZEDERFELDT,1983; HESP; HENDRIKS; SCHILLING, 1985; DOILLON et al.,1985b; 

NARESSE et al., 1987).  

No presente estudo, a avaliação das anastomose colônicas não demonstrou 

diferença entre grupo suplementado e grupo controle (p=0,603), apesar de ter sido 

identificada uma presença maior do colágeno do tipo I no grupo GOM (p= 0,012). O 

fato de se ter trabalhado com ratos nutridos e dietas isocalóricas pode ter 

contribuído para esse resultado, aliado ainda ao fato de tal método possuir menor 

sensibilidade para tecidos heterogêneos como em tecido sintético (COSTA et al., 

2003). 

 

 

5.3.4 Avaliação histológica 

 

 

O método histológico, apesar de subjetivo, é utilizado como forma de 

avaliação da evolução da cicatrização das anastomoses como proposto por Sousa 
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et al. (1994) e Oliveira (1995). Neste estudo, foi utilizado o parâmetro histológico 

com atribuição de índices de intensidade aos achados histológicos.  

O infiltrado neutrofílico, o principal achado histológico na fase aguda do 

processo cicatricial, é o que caracteriza o processo como agudo. A quantidade de 

neutrófilos nas margens da ferida operatória apresenta relação direta com o 

processo de proliferação, ativação e deslocamento celular. O edema intersticial e 

congestão vascular possuem uma relação mais subjetiva e indireta com o processo 

de proliferação celular.  

Ikeuchi et al.(1999) propuseram que a fase inicial do processo cicatricial 

terminaria em torno do 4º dia de pós-operatório, estando presente a partir do 5º dia 

de pós-operatório um infiltrado neutrofílico menos intenso, dando lugar aos 

monomorfonucleares e aos fibroblastos. 

No presente estudo, utilizando-se o Teste de Fisher para distruição de 

frequência de achados de acordo com sua intensidade, não foi verificada diferença 

entre os grupos em relação a infiltrado, edema, congestão, tecido de granulação e 

fibrose com p respectivamente de: 0,388; 0,819; 0,834; 0,522 e 0,941. 

 

 

5.3.5 Densitometria do colágeno 
 

 

A análise do corpo de prova por meio da microscopia ótica e através de 

métodos de polarização com hematoxilina-eosina (HE) e Picrosirius red permitiu a 

quantificação e a análise das diferentes proporções de colágeno na anastomose 

colônica. Assim, dentre os cinco tipos de colágenos (I, II, III, V e XI), os subtipos I e 

III de maior interesse nos diversos estudos podem ser avaliados por meio de captura 

e análise através de softwares, eliminando a subjetividade de uma leitura humana 

destreinada (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978; JÖNSSON; JIBORN, 

ZEDERFERLDT, 1985; TÖRNQVIST et al., 1990; BRASKÉN, 1991)  

No presente trabalho, a quantidade total de colágeno na anastomose colônica 

foi igual para os grupos controle e estudo (p>0,05). O Índice de Maturação do 
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Colágeno (IMaC) não diferiu (p=0,719) entre os grupos GAO (1,74 ± 0,71) e GOM 

(1,67 ± 0,5). A qualidade do colágeno nas anostomoses apresentou diferença. Foi 

encontrada maior quantidade de colágeno (p=0,0126) do tipo I (maturo) no grupo 

GOM (129804µm2 ± 9308,54µm2) do que no grupo GAO (97224,86 µm2 ± 

10458,64µm2), o que, segundo Jonsson, Jiborn e Zederfeldt (1983), Doillon et al. 

(1985b) e Hendriks e Mastboom (1990) deveria conferir uma maior força tênsil da 

anastomose.  

 

 

5.4 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

 

A utilização do ácido graxo ômega-3 demonstrou efeitos positivos ao não 

reduzir a qualidade da anastomose e ao aumentar o depósito do colágeno maduro 

do tipo I em ratos nutridos. Esses benefícios ampliam-se ao serem utilizados em 

animais ou seres humanos previamente desnutridos, através de redução de 

complicações infecciosas pós-operatórias, tempo de ventilação mecânica e custos 

hospitalares. 

Poucos trabalhos experimentais, contudo, isolaram um elemento dessas 

fórmulas e o testaram. Resultados semelhantes ao deste trabalho foram obtidos ao 

isolar-se a utilização da arginina e glutamina e o próprio ômega-3.  

Desta forma, o efeitos da suplementação com ácido graxo ômega-3 

isoladamente sobre a cicatrização da anastomose colônica, ainda podem ser 

avaliados por meio de outros métodos como: 

- suplementação peri-operatória; 

- modelos de desnutrição e renutrição; 

- imunoistoquímica na investigação de neoangiogênese em local da 

anastomose; 

- correlação entre níveis sérios de marcadores inflamatórios e qualidade da 

anastomose. 



6 CONCLUSÕES 



 70 

6 CONCLUSÕES 
 
 

A suplementação pré-operatória com ácido graxo com ômega-3 em ratos 

submetidos a colotomia melhora a quantidade de colágeno tipo I (maduro) na 

anastomose colônica. Quando se compara o grupo controle (GAO) ao grupo de 

estudo (GOM), tem-se: 

 

a) Morbidade e mortalidade pós-operatórias igual nos dois grupos no 5o PO; 

 b) Evolução ponderal igual nos dois grupos durante o experimento; 

c) Avaliação histológica e densiometria do colágeno iguais nos dois grupos no 

5o PO; 

d) Força de ruptura total e Força Máxima de Ruptura igual nos dois grupos no 

5o PO. 
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Aprovado com  Recomendação

Quanto ao mérito da pesquisa em relação às normas previstas na Lei no 11.794/08, Decreto 6.899/09, Resoluções do 
CONCEA, Lei Estadual no 14.037/03 e Resolução UEM no 032/2006-CEP, verifica-se que o projeto atende aos critérios 
éticos para o uso dos animais nos experimentos propostos.
Contudo, em função de problemas no preenchimento do formulário solicitamos que sejam corrigidos:
a)�O item 3.2.4. do formulário, referente a alimentação. Foi informado que não haveria suplementação alimentar, 
entretanto a administração de azeite de oliva e ômega-2 são os suplementos testados, de acordo o o título do trabalho;
b)�A página 9 do processo, não foi impressa completamente e deverá ser substituída; 
c)�O item 4.1.8. do formulário indica que não há recuperação cirúrgica, entretanto, os animais terão recuperação, de 
acordo com os procedimentos descritos no formulário, item 4.1. – pós-operatório.

        Além das correções do formulário, indicamos que, conforme descrito no formulário o  volume declarado para 
administração de salina IP é de 3 mL, entretanto, conforme guidelines internacionais (Canadian Council on Animal Care 
(CCAC) guidelines (www.ccac.ca) (http://www.animalcare.ubc.ca/sop/ACS-2012-TECH10.pdf)), o volume máximo para 
ratos deve ser 2 mL. Sendo assim, haverá a necessidade de alteração do protocolo para ajuste do volume administrado 
de salina.
       Os outros guidelines utilizados para avaliação deste protocolo estão disponíveis em: checados estão disponíveis em: 
University of British Columbia Animal Care Centre, e The AALAS Learning Library (American Association for Laboratory 
Animal Science) (http://www.procedureswithcare.org.uk/alt/2010/oral-gavage-in-the-rat/; 
http://www.research.psu.edu/arp/experimental-guidelines/administration-by-oral-gavage).

Sendo assim, opina-se pela APROVAÇÃO do protocolo, na forma do artigo 10, inciso I, da  Resolução UEM no 032/2006-
CEP, vez que não se constatam óbices legais para o desenvolvimento dos procedimentos experimentais nos moldes 
propostos pela pesquisadora em relação à legislação vigente, condicionado o início dos experimentos aos ajustes 
solicitados.

É o parecer.

Considerações e Parecer:
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ATENÇÃO: este parecer, quando a situação do projeto constar " aprovado",  autoriza os proponentes 
a executarem o protocolo em questão. O  certificado será emitido após apreciação do relatório final.
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Artigo 10 da Resolução nº 032/2006-CEP: Os projetos analisados serão enquadrados em uma das seguintes categorias:
I - aprovado;
II - pendente, quando o CEAE considerar o protocolo e o projeto como aceitáveis, porém com problemas no protocolo, 
no projeto ou em ambos, e houver recomendação de uma revisão específica, ou solicitação de modificação ou 
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do projeto;
III - arquivado, quando o protocolo permanecer pendente, transcorridos 30 dias, após o prazo previsto no Inciso II  do 
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APÊNDICE B PESO  

 
 

Variáveis Grupos n Média Mínimo Máximo Erro Padrão p* 
D0 GAO 20 292,3 241 321 4,4 0,3546 GOM 20 284,3 221 323 5,3 
D1 GAO 20 298,7 242 324 4,5 0,2648 GOM 20 292 233 333 4,9 

D2 GAO 20 300,3 244 328 4,8 0,3834 GOM 20 295,3 250 334 4,6 

D3 GAO 20 308,5 248 352 5,0 0,1826 GOM 20 298,6 240 343 5,6 
D4 GAO 20 308,9 253 380 6,1 0,2648 GOM 20 300,9 238 353 5,8 
D5 GAO 20 314,7 260 345 4,5 0,0595 GOM 20 300,8 240 350 6,0 
D6 GAO 20 318,4 260 350 4,8 0,22422 GOM 20 309,1 242 351 5,5 

D7 GAO 20 322,3 259 353 5,0 0,2109 GOM 20 313,1 248 355 5,6 
D8 GAO 20 325,8 265 363 4,8 0,2012 GOM 20 317,2 251 360 5,3 
D9 GAO 20 325,9 272 366 4,9 0,3983 GOM 20 319,8 254 367 6,0 
D10 GAO 20 331,7 274 370 4,8 0,1572 GOM 20 321,1 256 370 6,2 

D11 GAO 20 336 279 374 4,9 0,2315 GOM 20 326,3 263 378 6,0 

D12 GAO 20 342 279 381 5,1 0,1344 GOM 20 330 266 385 6,3 
D13 GAO 20 344 282 386 5,2 0,1493 GOM 20 333,5 270 374 5,5 
D14 GAO 20 348,4 286 388 5,5 0,3272 GOM 20 339 260 388 6,5 
D15 GAO 20 350,9 288 395 5,7 0,2888 GOM 20 340,1 276 390 6,8 

D16 GAO 20 352,3 279 401 6,1 0,3834 GOM 20 345,1 281 396 6,3 
D17 GAO 20 358,6 293 410 6,0 0,3834 GOM 20 349,9 283 402 6,5 
D18 GAO 20 361,6 296 416 6,2 0,3141 GOM 20 349,7 284 400 6,9 
D19 GAO 20 365,4 302 417 6,2 0,445 GOM 20 356,4 285 406 6,4 
D20 GAO 20 367,4 301 426 6,4 0,5648 GOM 20 356,9 242 414 8,7 

D21 GAO 20 369,7 309 427 6,2 0,698 GOM 20 363,4 292 419 6,9 
D22 GAO 20 373,6 311 430 6,4 0,4945 GOM 20 365,9 295 420 7,3 
D23 GAO 20 369,8 310 430 6,4 0,7788 GOM 20 365,6 296 422 6,6 
D24 GAO 20 371,9 304 434 6,6 0,718 GOM 20 367,1 277 426 7,3 

D25 GAO 20 372,4 308 434 6,6 0,7229 GOM 20 366,8 283 420 6,9 

D26 GAO 20 371,8 312 430 6,5 0,698 GOM 20 366,3 268 426 7,6 
D27 GAO 20 373,4 310 432 6,6 0,698 GOM 20 369 284 420 7,1 
D28 GAO 20 372,6 308 436 6,8 0,7381 GOM 20 369,6 283 429 7,4 
DCIR GAO 20 349,7 286 409 6,4 0,5608 GOM 20 344 258 402 7,2 

DSAC GAO 13 321 272 393 8,8 0,857 GOM 18 316,056 286 343 3,8 
* Teste Mann-Whitney não significativo considerando nível de significância de 5%. 
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APÊNDICE C FMT, FRT, TM (Kgf), TM (N)  

 
 

Variável Grupo n Média Mínimo Máximo Erro Padrão P 

FMT (N) 
GAO 13 1,954 0,309 3,35 0,3 

0,3572 
GOM 18 1,691 0,532 3,121 0,2 

FRT (N) 
GAO 13 1,501 0,158 2,822 0,2 

0,6028 
GOM 18 1,398 0,333 2,462 0,1 

TM (Kgf) 
GAO 13 0,003 0 0,004 0,0 

0,4118 
GOM 18 0,002 0,001 0,004 0,0 

TM (N) 
GAO 13 0,026 0,004 0,042 0,0 

0,4118 
GOM 18 0,023 0,007 0,04 0,0 

* Teste Mann-Whitney não significativo considerando nível de significância de 5%.  
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APÊNDICE D DENSITOMETRIA DO COLÁGENO: ÁREA TOTAL E 

COLÁGENOS TIPO I E III 

 

 
Variável Grupo n Média Mínimo Máximo Erro Padrão p 

ÁREA TOTAL 
GAO 13 2274608 2274608 2274608 0,0 

0,9999 
GOM 18 2274608 2274608 2274608 0,0 

COL I  
GAO 52 97224,86 1203,2 312758,6 10458,6 

0,0126* 
GOM 72 129804 20448,4 348018,9 7910,7 

COL III 
GAO 52 89664,69 6672,7 240804,3 8367,5 

0,4121 
GOM 72 101742,2 5476,6 301761,7 7532,5 

* Teste Mann-Whitney significativo considerando nível de significância de 5%.  
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APÊNDICE E COMPOSIÇÃO DE RAÇÃO POR KG PARA RATOS NUVILAB 

CR1®  

 

 

Composição Básica do Produto: Carbonato de cálcio, farelo de milho, farelo 
de soja, farelo de trigo, fosfato bicálcico, cloreto de sódio, premix mineral vitamínico, 
aminoácido. VITAMIGAO: A; E; K; B2; B6, B12, niacina; ácido pantotênico; ácido 
fólico; biotina, colina. 

 
NÍVEIS DE GARANTIA 

 
Umidade (máx.) 12,50% 

Proteína Bruta (min.) 22,00% 

Extrato Etéreo (min.) 4,00% 

Matéria Fibrosa (máx.) 8,00% 

Matéria Mineral (máx.) 10,00% 

Cálcio (máx.) 1,40% 

Fósforo (min.) 0,80% 
MICROELEMENTOS MINERAIS: Ferro; zinco; cobre; iodo; manganês; selênio; cobalto. 
AMINOÁCIDOS: DL-metionina 300,00 mg; lisina 100,00 mg. 
ADITIVOS: Antioxidante. 

 

 



 87 

APÊNDICE F COMPOSIÇÃO MÉDIA DOS ÁCIDOS GRAXOS NO AZEITE DE 

OLIVA EXTRA-VIRGEM  

 

 

ÁCIDO GRAXO NÚMERO DE CARBOGOM 

(C) 

FAIXA DE DISPONIBILIDADE 

% 

Mirístico C 14:0 0,002-0,8 

Palmítico C 16:0 8,5-15,2 

Palmitoléico C 16:1 0,9-2,2 

Esteárico C 18:0 1,3-2,7 

Oléico C 18:1 63,8-82,6 

Linoléico C 18:2 5,1-13,6 

Linolênico C 18:3 0,7-1,0 

Araquídico C 20:0 0,1-0,8 

Fonte: Manual do Azeite de Oliva, Câmara de Comércio Goiás/Itália; ABOISSA - 2004 
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APÊNDICE G COMPOSIÇÃO DA EMULSÃO LIÍPIDA DE ÔMEGA-3 

 
 

 

 


