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RESUMO

Introducgao: A utilizacdo de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, tem sido
estudado no contexto da cicatrizacao e regeneragao tecidual principalmente em
funcao de suas propriedades antiinflamatdrias, antioncogénicas e
imunorregulatérias. Estudos prévios demonstraram efeitos benéficos com o uso da
imunonutricao enteral contendo diversos elementos (L-arginina, 6mega-3 e
oligoelementos), porém a agao individual de cada componente na cicatrizagao de
anastomoses coldnica ainda permanece desconhecida. O objetivo do presente
trabalho é avaliar a influéncia da suplementacéo pré-operatéria com émega-3 na
cicatrizacdo de anastomoses coldnicas de ratos eutréficos. 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 Maringa. Os animais foram alojados individualmente e
divididos em 2 grupos principais recebendo racéo ad libitum nas quatro semanas
anteriores ao procedimento. Nos sete dias que antecederam ao cirurgico, o grupo 1
um recebeu suplementagao de azeite de oliva e o grupo 2, 6mega-3 na forma de
emulsdes isocaldricas e isovolumétricas na dose de 100 mg/kg/dia. Nos dois grupos
a suplementacao foi realizada através de gavagem orogastrica sem anestesia,
sendo submetidos a duas colotomias seguidas de colorrafia. No 5° PO os ratos
foram sacrificados. Foram analisados: evolugao do peso; morbidade e mortalidade;
avaliagao tensiométrica da anastomose colénica;histologia e densitometria do
colageno. A analise estatistica foi realizada por meio dos testes t de Student, Mann-
Whitney, teste Exato de Fisher e teste Z para comparagao de proporgdes, com
p<0,05. Resultados: houve deiscéncia 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. Nao houve difereca na média de peso no inicio
do experimento, no 7°, 14°, 21° dia, no dia da cirurgia e no dia do sacrificio,
respectivamente. O valor da forga maxima de tragdo 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 colageno tipo | significativa (p=0,0126) no grupo GOM em relagao ao
grupo GAO. O indice de Maturacdo do Colageno (IMaC) foi estabelecido para os
grupos (GAO - 1,74+0,71; GOM - 1,67+0,5 nao sendo observado diferenca
estatistica em relagao as médias entre os grupos (p=0,719). Conclusées: A
suplementacao pré-operatéria com 6mega-3 esta associado a aumento no depdsito
de colageno do tipo | nas anastomoses coldnicas em ratos no 5° PO. N&o foram
identificadas diferencas na forca de ruptura ou no indice de Maturacéo do colageno.
Nas condi¢gdes do presente estudo foi verificado a presenga de maior quantidade de
colageno tipo | nas anastomoses de ratos suplementados com acido graxo 6mega-3.

Palavras-chave: Omega-3. Cicatrizagdo de feridas. Anastomose colénica.
Tensiometria. Densitometria do colageno. 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 Maringa. 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
1+ 0.2, p = 0.357. There was, however, a larger amount of type | 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 | 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 INTRODUGAO

A imunonutricdo € definida como utilizagcdo de nutrientes especificos em
férmulas que promovem, através de diferentes mecanismos de agao, efeitos sobre o
sistema inflamatorio e imune (SUCHNER; KUHN; FURST, 2000 e CHOW; BARBUL,
2014).

Inicialmente testada em modelos animais, passou a ser utilizada em
pacientes previamente desnutridos que seriam submetidos a intervengdes cirurgicas,
demonstrando claro beneficio em termos de recuperacdo pos-cirurgica, taxa de
morbidade, tempo de hospitalizacdo e tempo de ventilagdo mecanica. Contudo, a
utilizacdo dessas férmulas difundiu-se e estudos passaram a demonstrar efeito
positivo também para individuos eutréficos (WEIMANN et al., 2006; WAITZBERG;
MARIMUTHU et al., 2012; TURNOCK, et al., 2013).

Entretanto, devido aos complexos mecanismos de interacdo entre os
processos de absorcdo, acomplamento as membranas, sinalizagdo intracelular,
sabe-se hoje que as formulas compostas de aminoacidos, acidos graxos essenciais,
oligoelementos, vitaminas, nucleotideos e nucleosideos quando utilizam esses
elementos em conjunto, trazem nitidamente benificios, ao passo que, ao se
utilizarem nutrientes especificos, os mecanismos de atuagcdo tornam-se menos
claros e seus efeitos sdo discutiveis (CORREA-NETO et al., 2009).

A utilizacado de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa tem sido objeto
de estudo no contexto da cicatrizacdo e regeneracao tecidual, principalmente em
funcdo de suas propriedades antiinflamatérias, imunorregulatérias e

antioncogénicas.

Contudo, estudos com resultados divergentes foram realizados em modelos
murinos com colite induzida, nos quais a utilizagdo do acido graxo 6mega-3 foi
prejudicial, resultando em agravamento da colite (MATSUNAGA et al., 2008;
WOODWORTH et al., 2010)

Suas propriedades antiinflamatérias advém de processos como o da

substituicdo parcial do acido aracddnico nas membranas celulares, e com isso, ha
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reducdo na produgdo de seus derivados considerados proé-inflamatérios, como
prostaglandinas E2. Ha também reducdo na quimiotaxia de mondcitos e neutrdfilos,
modulando, dessa forma, a resposta inflamatéria em suas fases mais iniciais. Sao
notaveis também seus efeitos imunorregulatoérios através da redugao na proliferagao
de linfocitos T citotdxicos em resposta a citocinas pro-inflamatoérias, na producao de
mediadores como Oxido nitrico e fator de necrose tumoral (CALDER, 1998;
KURATKO, 2000; CALDER, 2001; WHITING; BLAND; TARLTON, 2005).

Chow e Barbul (2014), em seu artigo sobre imunonutricdo e o papel do
Omega-3, cita que apesar de exercer um papel claro na resposta inflamatodria, a
suplementagcdo com dmega-3 e seu papel no contexto geral da cicatrizagdo ainda

sdo desconhecidos.



1.1 OBJETIVOS

Avaliar o efeito da suplementagao pré-operatoria com acido graxo 6mega-3

sobre a cicatrizacdo de anastomoses coldnicas em ratos, por meio de:

a) Morbidade e mortalidade pos-operatorias;
b

Cc

Peso;

Avaliacdo histoldgica e densiometria do colageno;

)
)
)
)

d) Avaliagao tensiométrica.

18
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CICATRIZAGAO DAS ANASTOMOSES COLONICAS

2.1.1 Cicatrizacao anastomoses coldnicas

O processo de cicatrizagcdo envolve o pico de aparecimento
determinados tipos celulares com diferentes graus de atividade durante o processo
de regeneracao. Assim, plaquetas, netréfilos, macréfagos fibroblastos e linfocitos
farao parte de um complexo meio de sinalizagao que depende de um sistema imune
efetivo. Fatores que levem, por exemplo, a deplecdo de linfécitos T na ferida
operatdria, cujo pico encontra-se dentro de uma semana do momento no inicio do
processo de cicatrizagdo, reduzem a forga de ruptura e conteludo de colageno da
ferida (PETERSON et al., 1987; EFRON et al., 1990).

O epitélio intestinal pode sofrer agressdo pelos mais diversos agentes e
substancias, como toxinas endoluminais, estresse oxidativo, interagdo com a propria

microbiota existente ou mesmo através do processo de digestdao normal.

Assim, didaticamente, a cicatrizagdo na area de anastomose intestinal segue
as etapas de inflamacgao, proliferacdo e de maturagao, porém, de maneira quase
independente, cada camada da parede colbnica exibe caracteristicas especificas
com intensidades diferentes (HERRMANN; WOODWARD; PULASKI, 1964;
THORNTON; BARBUL, 1997).

O intestino normal possui forte metabolismo glicolitico aerébio e anaerdbio. A
confecgdo 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 sdo as mais atingidas por essa redugdo do metabolismo, ao
passo que a camada submucosa permance intacta no que tange a producido de
energia (BRASKEN, 1991).
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A camada submucosa, pela grande quantidade de colageno produzida
durante o processo de regeneragao, € considerada o local de maior resisténcia ténsil
da anastomose (HESP; HENDRIKS; SCHILLING, 1985). A qualidade (maior
concentracao de colageno tipo I) e ndo somente a quantidade de colageno sao

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

A resisténcia a tracdo de anastomoses jejunais em ratos foi avaliada por
Jonsson, Jiborn e Zederfeldt (1983) imediatamente apds a confecgao da sutura e
nos dias 1°, 2°, 3°, 4°, 14° e 28° de pods-operatorio. A resisténcia ténsil caiu nos trés
dias iniciais de pds-operatério, seguida de aumento progressivo a partir de entao,
atingindo resisténcia maxima a partir do 14° dia. O mesmo comportamento de
queda, seguido de aumento progressivo na forga ténsil, foi observado por
HOGSTRON et al. (1985) no estudo do efeito da sepses induzida por E.coli nas

anastomoses intestinais.

Entre 0 4° e o 7° dia pds-anastomose, o risco de ruptura da anastomose é
maximo devido a acdo das colagenases teciduais que degradaram o colageno
previamente depositado, sem, contudo, haver quantidade suficiente de colégeno
novo na regidao da anastmose (JONSSON; JIBORN, ZEDERFERLDT, 1983).

2.1.2 Fase inflamatoria

A cicatrizacdo constitui um processo sistémico e dinamico independente do
agente que a produziu. Sequéncias bem definidas desse processo foram
estabelecidas inicialmente em 1910 por Carrel e, hoje, apdés modificagdes, esta

dividida em fases inflamatoria, proliferacado e maturacdo (CLARK, 2005).

Apo6s o surgimento de uma solugdo de continuidade, o processo cicatricial
inicia-se dentro de minutos ou horas do momento da descontinuidade epitelial, com
o0 chamado processo de restituicao, através do qual as células colunares ao redor
perdem sua polaridade e se tornam achatadas, forrando a area desnuda,
mecanismo que independe da proliferagcao celular (STURM; DIGGAQOS, 2008). A

fase inflamatéria ocorre em até 3 dias do evento inicial e se caracteriza pela
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vasoconstricdo inicial promovida pelo tromboxane A2 e por prostaglandinas
derivados da lise celular seguida pela vasodilatagcdo com edema intersticial e pelo
aparecimento de leucécitos polimorfonucleares. Os neutréfilos sdo as primeiras
células a chegar a ferida, atraidos, principalmente, pelos fatores quimiotaticos
derivados de plaquetas (PDGF) por meio de seu processo de desgranulagdo. O
mesmo fator também é responsavel pela presenga dos macrofagos e fibroblastos na
area em reparacao (HATANAKA; CURI, 2007).

O fator de crescimento de transformacédo (TGF-B e TNF-a), a proteina
quimioatraente de macrofagos (MIPs) e a interleucinas 1,6 e 8 (IL-1,IL-6,IL-8), entre
outros, promovem, em conjunto, a adesao dos neutrofilos ao endotélio por meio das
selectinas, sendo substituidos ao longo do processo pelos macrofagos (WERNER,;
GROSE, 2003; IIZUKA; KONNO, 2011). Os macréfagos, por sua vez, t€ém acdes no
desbridamento, promotores de angiogénese, fibroplasia e confecdo de uma matriz
extracelular necessaria a proxima fase, a proliferativa (BRASKEN, 1991;
THORNTON; BARBUL, 1997; BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

2.1.3 Fase proliferativa

A fase de proliferacdo celular inicia-se por volta do 4° dia, tendo duracao de
12 a 14 dias. Caracteriza-se pelo aparecimento dos fibroblastos atraidos pelos
fatores liberados pelos macréfagos. E composta por processos simultdneos de
proliferacdo fibroblastica, angiogénese, epitelizacdo e deposicdo do colageno
(CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008).

Por volta da segunda semana, passa a ser caracterizada pela formacao do
tecido de granulacdo. A multiplicagao dos fibroblastos marca essa fase, por meio de
estimulos dos fatores de crescimento como o PGDF e do TGF-3 através de suas
vias dependentes de TGF-a e independentes (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER,
2006; HATANAKA; CURI, 2007).
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Com o processo de angiogénese mediado principalmente pelo VEGF-A (Fator
de crescimento vascular-endotelial-A) e o TNF-a associado a fibroplasia, da-se inicio
a formacao do tecido de granulagdo composto por uma matriz frouxa de fibronectina,

acido hialurérico, colageno imaturo e vasos neoformados (HATANAKA; CURI, 2007).

A produgao do colageno pelos fibroblastos, inicialmente do tipo Ill e do tipo V
pericelular, é registrada por volta do 2° dia e da lugar ao colageno do tipo | mais
espesso e resistente, através do processo de reabsorgao e novo depédsito (DOILLON
et al., 1985a; BRASKEN; LETHO; RENVALL, 1990).

2.1.4 Fase de maturagao

A fase de maturacdo da ferida inicia-se por volta do 8° dia, podendo durar
meses a anos. A reorganizacdo do colageno, assim como a modificagdo em seu
conteudo na ferida, com o colageno tipo Ill sendo substituido gradualmente pelo tipo
| por acdo principalmente da colagenase, formara um arranjo de acordo com a
organizacao das fibras do tecido conjuntivo adjacente e lateralmente conectadas por
ligacbes covalentes. As proporgdes entre os tipos de colageno dependerdo da
origem do tecido a ser recomposto (p. ex. derme, fascias, ossos). O fenébmeno da
contracao determinada por miofibroblastos determina a reducéo da area cicatricial
nessa fase (ROBSON; STEED; FRANZ, 2001).

O resultado final sera de um colageno com uma forga ténsil reduzida,
alcangando aproximadamente 80% do seu total trés meses apds o inicio do
processo (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).
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FIGURA 1 — Fases da cicatrizagao da ferida
FONTE — CAMPOS; GROTH; BRANCO (2008).

2.2 AVALIACAO DA CICATRIZAGAO DE ANASTOMOSES COLONICAS

Toda investigacdo de processo de cicatrizagado, para que seja reprodutivel e
possa melhorar seu resultado, necessita de processos de quantificacdo. Essa
quantificacdo servira para demonstrar variagdes em técnicas cirurgicas utilizadas,
administracao de drogas ou qualquer intervencao cuja intengao deva ser mensuravel
(EKMEKTZOGLOU et al., 2006).

As anastomoses colonicas sdo tradicionalmente avaliadas em modelos
animais através de tensiometria, morfologia do colageno, imunoistoquimica e
dosagem de fatores de crecimento (CAMPOS; GROTH; BRANCO, 2008). Os
estudos comparativos entre os métodos tém-se mostrado complementares ao invés

de mutuamente excludentes.

A cicatrizacdo das anastomoses coldnicas, a pos-ressecgao e a anastomose
ocorrem de forma mais lenta e sdao acompanhadas de maiores taxas de

complicagbes, como fistula e ruptura, se comparadas a outros sitios do trato
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gastrointestinal (JIBORN; AHONEN; ZEDERFELDT, 1978; BRASKEN, 1991). Desta
forma, modelos experimentais foram desenvolvidos para determinar quais fatores
poderiam influenciar sua qualidade e resisténcia, ja que, em humanos, fistulas
intestinais, em especial as coldnicas, podem apresentar uma taxa de mortalidade de
até 30% (FILDING et al., 1980; GRAHAM; FINNIS, 2005).

2.2.1 Avaliagao mecanica

O desenvolvimento da resisténcia mecanica é consideredo um marco no
processo de cicatrizagdo das anastomoses colbnicas. Para tanto, dois principais
meétodos tém sido utilizados no meio experimental para avaliar a resisténcia: a
pressao de ruptura ou busting pressure e a forga de ruptura total. No método da
pressao de ruptura, a resisténcia da parede colénica € determinada de acordo com o
aumento progressivo da pressao intraluminal e a forga de ruptura total é avaliada
aplicando-se forgas 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
influéncia da técnica utilizada na anastomose (pontos continuos ou separados) e
determinar se existia correlagao entre a resisténcia da anastomose e a concentragao
de colageno na parede colbnica. Neste estudo, os paréametros utilizados para
avaliacao mecanica foram a pressao de ruptura e a forga de ruptura. Apesar de nao
ter sido realizado para determinar qual método de avaliagdo mecanica de escolha
para experimentos, o grande valor desse estudo foi o de determinar que a sutura
continua provocou uma redugdo maior e mais duradoura na concentragao de
colageno na area da anastomose do que pontos interrompidos e também o de
registrar a diferenca significativa do ponto de vista estatistico entre as forcas
necessarias para romper a anastomose no pos-operatorio. No 4° dia, as forcas
menores provoracam vazamento e ruptura na linha da anastomose, ao passo que a
partir do 7° dia as forgas equiparavam-se a de segmentos colénicos nao operados.

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

as forgas igualavam-se em torno do 21° dia.

Segundo Ballantyne (1983) e Hogstrdm, Haglund, Zederfeldt (1985), a técnica
de sutura intestinal devera, do ponto de vista técnico, alinhar as suturas e ancorar a
submucosa, distando entre 3mm e 1,5mm, ja que essa sutura determinara a
resisténcia da anastose durante a fase estacionaria ou /ag. A maior proximidade da
anastomose determinou uma menor resisténcia a tragdo durante as primeiras 48
horas. Mansson et al. (2002) verificaram que a confecg¢ao de 8 pontos separados, ao
invés de 4, reduzia o risco de vazamento do pds-operatério 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 lkeuchi et al. (1999), entretanto, ndo foi encontrada
uma correlacdo entre pressdo de ruptura e forca de ruptura no periodo pos-
operatorio durante a fase /lag, recomendando fortemente o uso da forga de ruptura

como medida de avaliagdo mecanica das anastomoses intestinais.

2.2.2 Avaliacao histologica e densitometria do colageno

A avalicdo histologica através da microscopia o6tica e por métodos de
polarizacdo por meio da coloragcdo hematoxilina-eosina (HE) e do Picrosirius red
constituem ferramentas importantes para a avaliagdo da evolugdo de processo de

cicatrizacdo das anastomoses intestinais.

O processo de reparacdao pode ser avaliado através da técnica de (HE),
podendo ser efetuado quantificando-se, ainda que de forma subjetiva, achados ou
parametros como o exudato neutrofilico, edema intersticial, congestdao vascular,
infiltrado monomorfonuclear, atividade regenerativa da mucosa, proliferagao
fibroblastica, neoformagao vascular, processo granulomatoso e fibrose intersticial
(VIZZOTTO JR. et al., 2003).
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Dentro da reparacgao tecidual, o colageno, seus subtipos e sua concentragao
nas areas de reparacdao foram, ao longo do tempo, ganhando destaque e
importancia ao observarem que fatores que alterassem sua dinamica de depdsito e

maturagao podem alterar a qualidade da anastomose.

A classificacdo do colageno é feita de acordo com a estrutura da hélice
dominante e seu tamanho molecular. Assim, foram econtrados dentro das categorias
o colageno fibrilar (tipos I, Il, 1ll, V e IX), o colageno nao-fibrilar grande (tipos IV, VI,
VIl e Xll) e o colageno de cadeia curta (tipos IX, X e XlIl) (BRASKEN, 1991). Os
subtipos I, lll e V foram identificados durante o processo cicatricial do célon.
Contudo, sao os colagenos | e lll que apresentam importancia maior no estudo da
cicatrizacdo anastomotica devido a sua predominancia ao longo do processo
cicatricial da anastomose, demonstrando uma boa correlagdo com a forca de tragao
a partir do 3° dia (COSSERMELLI; BRENTANI, 1978; JONSSON; JIBORN,
ZEDERFERLDT, 1985; JUNQUEIRA; TORNQVIST et al., 1990; BRASKEN, 1991).
Como se pode observar na FIGURA 2, apos a fase de quiescéncia inicial, existe um

crescimento acentuado da forca ténsil, resultado da sintese aumentada de colageno

novo.
curva resultante
forca do colageno
novo aumenta
com a sintese
Forca
Ténsil

for¢ca do colageno antigo
diminui devido a lise

Dias

ADAPTADO DE THORTON; BARBUL, 1997
FIGURA 2 — Evolugao da forga ténsil no processo de cicatrizagdo de acordo com a sintese e
degradacgédo do colageno



28

O Picrosirius Red € um método utilizado para determinagcao da qualidade e
quantidade de colageno presente em determinada area (RABAU et al., 1995). O
estudo histoquimico conduzido por Sweat, Puchler e Rosenthal (1964) possibilitou
determinar que o corante do subtipo F3BA permitia um tingimento mais duradouro e
estavel, sendo vantagem para estudos sob polarizagdo. Assim, o colageno maduro
tipo | apresenta-se amarelo, laranja ou vermelho, ao passo que o colageno imaturo
do tipo Il apresenta-se verde (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978).
Além do periodo transcorrido entre a intervengao e a analise do corpo de prova
obtido, Junqueira, Montes e Sanches (1982) verificaram que quanto mais espessa a
seccdo do tecido a ser avaliado, maior sua birrefringéncia, sendo notada uma

mudanc¢a gradual da coloragao verde para a amarela e vermelha.

A aplicagdo do método do Picrosirus Red F3BA mostrou-se util e vantajosa
nao apenas para avaliagdo do colageno da anastomose intestinal ou pele, mas
também na avaliacdo de fibrose pulmonar e hepatica em processos degenerativos
como doenga pulmonar obstrutiva cronica e cirrose hepatica (MALKUSH; REHN;
BRUCH, 1995; HUANG et al., 2013).

2.3 IMUNONUTRICAO E CICATRIZACAO

Imunonutricdo foi definida por Chow e Barbul (2014) como a utilizacdo de
nutrientes especificos com o intuito de modular o sistema imune de forma a trazer

beneficios em situagdes de injuria ou doencga.

O papel da imunonutricdo na cicatrizacdo de feridas tem sido objeto de
estudo por muitos pesquisadores e area de intensa discussao sobre suas vantagens
e desvantagens nas mais diversas situagdes clinico-cirurgicas. Nesse cenario, meta-
analises realizadas puderam identificar efeito positivo e melhora, reduzindo risco e
infeccao, periodo em ventilagdo mecéanica e também tempo de estadia em Unidades
de Terapia Intensiva (UTI). Contudo, em pacientes com sepse grave, choque e

faléncia de fungdes organicas, nao houve demonstracao de beneficio e, em algumas
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situacdes, houve desvantagem na utilizacdo da imunonutricdo (SUCHNER; KUHN;
FURST, 2000; TRUBIAN, 2008; CHOW; BARBUL, 2014). Suas formulas atuais
incluem normalmente a suplementagdo da arginina, glutamina, vitaminas,

oligoelementos (selénio, zinco) e 6mega-3.

Na meta-analise conduzida por Heys et al. (1999), em que foi pesquisado o
impacto da imunonutricio em pacientes submetidos a cirurgias do trato
gastrointestinal previamente desnutridos, verificou-se que a suplementagao
nutricional com elementos-chave reduziu significativamente o risco de desenvolver
complicagbes infecciosas e também no tempo de internamento em UTI. Todavia,
nao houve modificacdo da taxa de mortalidade desses pacientes. Os estudos
analisados incluiam suplementagao principalmente da L-arginina, L-glutamina,

aminoacidos de cadeia ramificada e 6mega-3.

A glutamina é considerada o aminoacido livre mais abundante da corrente
sanguinea, sendo a fonte primaria de fornecimento de energia para os enterdcitos.
Suas fungdes incluem o equilibrio acido-base, transporte de nitrogénio,
gliconeogénese e sintese de proteinas e acidos nucléicos. Em estudo conduzido por
SHAWN et al. (2007) ficou demonstrado que a adigdo de (1mmol/l) de glutamina a

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

O efeito benéfico de sua utilizacdo ficou evidente também nos casos de
sepse, ao induzir o aumento da expressao de proteinas de choque térmico (“heat
chock protein” ou HSP) e com isso produzir tolerancia ao estresse severo, reduzindo
os defechos desfavoraveis com mutiplas disfungdes orgénicas secundarias ao
processo infeccioso (WISCHMEYER et al., 1985; WISCHMEYER, 2001).

A suplementagao da glutamina por via enteral foi objeto de estudo de Costa et
al. (2003). Nele, 48 ratos Wistar machos, submetidos a duas anastomoses
colbnicas, foram divididos em dois grupos: o grupo que recebeu 10% de L-glutamina
e o que recebeu 10% de glicina em solugdes isonitrogenada e isovolumétrica por um
periodo de sete dias no pré-operatério na dose de (1.5g/Kg por dia). Os ratos foram
sacrificados no 3° e 8° dias de pos-operatorio. Os resultados demonstraram uma

forca de ruptura e uma area de colageno maduro superiores do ponto de vista
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estatistico (p=.04 e p=.0000) no grupo suplementado com glutamina, independente

do dia do sacrificio.

Sukhotnik et al. (2007) avaliaram os efeitos da administracdo oral preventiva
de glutamina em experimento delineado para avaliar o impacto da isquemia e
reperfusao intestinal de ratos, descobrindo que a glutamina melhorou a recuperagao
do epitélio intestinal através da estimulagdo do crescimento ao invés da inibicdo da
apoptose celular. Contudo, o efeito de inibicdo da apoptose celular também esta
presente na recuperacdao de tecidos de experimentos com suplementacdo de
glutamina. Esse mecanismo envolve a ativacao extracelular relacionada a quinase
(ERK), proteino-quinase D (PKD) e fosfatidillinositol 3-quinase (PI3K)/Akt (LARSON
et al., 2007).

A arginina, aminoacido semiessencial, desempenha inumeros efeitos sobre o
sistema imune e cicatrizagdo de feridas. E precursor da prolina, elemento essencial
a producéao do colageno, da ornitina que atua na sintese de poliaminas. Além dessas
fungdes, a arginina funciona como substrato para a produgao do 6xido nitrico, como
observado na FIGURA 3 (NOVAES; PANTALEAO, 2005; CORREA-NETO et al.,
2009; SINGH et al., 2012; CHOW; BARBUL, 2014). A prolina e seu metabdlito, a
hidroxiprolina, sdo aminoacidos derivados da arginina e glutamina/glutamanto,
constituindo um terco dos aminoacidos presentes nas proteinas do colageno e

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

NADPH NADPH
L-arginina —> N-hidroxi-L-arginina —> L-citrulina + ON
Ca+7 O“

ADAPTADO DE NOVAES; PANTALEAO, 2005
FIGURA 3 — Sintese do 6xido nitrico a partir da l-arginina

Barbul et al. (1990), em estudo para avaliar o papel da arginina na
recuperacao de feridas e resposta imune mediada por linfécitos em humanos,
realizaram a suplementacao oral por um periodo de duas semanas com arginina
livre, asparto de arginina e placebo. Os resultados obtidos demonstraram um

aumentado da mitogénese linfocitaria e na quantidade de colageno depositado em
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implante subcutaneo de politetrafluoretileno expandido, sugerindo beneficio da

arginina na melhora dessas fungdes.

Leigh et al. (2012) avaliaram a regeneracdo de Ulceras de pressao na
vigéncia de duas doses diferentes de suplementos de arginina: 4,59 e 9 g,
verificando n&do haver diferenca no tempo de regeneragao da ulcera em funcao da
dose de arginina utilizada. Entretanto, houve uma importante melhora da ulcera
(p<0.001) em funcdo do tempo. A utilizagdo da arginina reduziu em quase duas
vezes o0 tempo para regeneragado da ulcera quando comparada ao grupo controle

historico.

Corréa-Neto et al. (2009) utilizaram 47 ratos Wistar para estudo de
suplementagédo com solugéo salina isotbnica, solugdo de aminoacidos e solugao a
10% de L-arginina com objetivo de observar as anastomoses colbénicas (for¢ca de
tracado, os efeitos histolégicos de angiogénese e a proliferacdo de miofibroblastos)
em um contexto de utilizagdo da arginina isolada e nao um conjunto de aminoacidos
que normalmente estdo presentes em férmulas de suplementagcdo. A analise
estatistica das diferencas das médias da forca de ruptura total mostrou significancia
entre os grupos aminoacido e arginina (p=0.05). Nao houve diferenca entre os trés
grupos em relacao a densitometria do colageno calculada pelo IMaC e na contagem

de vasos e miofibroblastos avaliados por imunoistoquimica.

O efeito da inibicao da sintese do 6xido nitrico em feridas foi estudado em
modelo animal (ratos) por Schéaffer et al. (1999); com a arginina sendo um dos
substratos para sua sintese, o estudo mostra particular importancia ao demostrar a
sobreposi¢cao e interagdo entre os mais diversos processos metabdlicos na
cicatrizacdo de feridas. Os resultados encontrados apontam que a inibicdo da
sintese de oOxido nitrico reduziu o acumulo de colageno em ferida de forma
estatisticamente significativa (p<0.01). Mais tarde, em publicagdo de Debats et al.
(2009), esse feito da inibicdo do metabolismo da arginina e seus metabdlitos na
producao do 6xido nitrico foi demonstrado em estudo em humanos, ao se avaliar por
meio de imunoistoquimica, a expressdo de marcadores como Arginase-1 em
neutréfilos e Arginase-2 em células endoteliais, queratinécitos, fibroblastos,

macrofagos e neutréfilos em células colhidas da ferida em regeneracao.
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As vitaminas constituem cofatores fundamentais para diversas funcdes
organicas. O acido ascérbico (ou vitamina C), por exemplo, é cofator no processo de
hidroxilagdo dos residuos prolina e lisina em pro-colageno, essencial para
resisténcia e estabilidade das fibras de colageno. Em estudo em animais conduzido
por Jagetia et al. (2007), foi avaliada a suplementagdo pré-operatéria de ratos
submetidos a radiacado-y nas doses de 2,4,6 e 8 Gy em toda a superficie corporea;
em seguida, os ratos passaram por cirurgia com a criagao de ferida em dorso. Os
achados revelam que a recuperacao da ferida foi significativamente mais rapida no
ratos suplementados com acido ascobico (tempo de contragdo e cicatrizagao),
dependente da dose de radiacao utilizada: quanto maior a dose, mais prolongado o
processo. O mecanismo pelo qual houve essa melhora ocorreu pela maior
deposig¢ao do colageno, aumento de fibroblastos e densidade vascular aumentada

no local da ferida.

A vitamina A estimula a formacgao da fibra do colageno e aumento na forca de
ruptura de feridas. Um de seus mecanismos de atuagdo envolve o aumento da
permeabilidade da membrana lipossomal, migragdo de macréfagos e estimulo a
sintese de colageno (CHOW; BARBUL, 2014).

2.4 ACIDOS GRAXOS E CICATRIZACAO

2.4.1 Acidos graxos

O conceito de ‘“lipidios bioativos” ganhou forga nos ultimos 20 anos ao se
identificar que praticamente nao existem eventos biolégicos nos quais essa classe
de moléculas ndo desempenhe um papel fundamental na sinalizacdo e regulagao
desses eventos. Os mediadores lipidicos estdo estruturalmente divididos em trés
categorias: classe 1 — eicosanoides derivados do acido aracddnico, incluindo as
prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs); classe 2 — os lisofosfolipidios e seus
derivados, como o fator de ativacdo plaquetaria (PAF), acido lisofosfatidico (LPA),

esfignosina-1-fostato (S1P) e os endocanabindides; e classe 3 — os mediadores
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lipidicos derivados dos acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 (PUFAs), como as
resolvinas [derivado do acido eicopentaendico (EPA)] e protectinas [derivado do

acido docosahexanadico (DHA)].

Acidos graxos (AG) sdo a base da formacao dos lipideos, caracterizados por
sua constituicdo em acidos carboxilicos de cadeias nao-ramificadas, formadas por
namero pares de atomos de carbonos unidos por ligacdes simples ou duplas. Sao
classificados estruturalmente de acordo com o numero de atomos na cadeia
carbdnica: cadeia longa, com 14 mais atomos de carbono; meédia, com 6-12 atomos
de carbono, e curta, quando ndo excedem 4 atomos de carbono; duplas liga¢des
(saturados, moniinsaturados e poliinsaturados) e posicao da primeira dupla ligagao.
A primeira dupla-ligacdo contada a partir do radical metil (dmega — w) ou de seu
grupo carboxila (delta — A) classifica os acidos graxos insaturados em O6mega-9
(poliinsaturado, cadeia longa), 6mega-6 (poliinsaturado, cadeia longa) e 6mega-3
(poliinsaturado de cadeia longa) (FIGURA 4).
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Acido linoleico
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Acido eicosapentanoico (EPA)
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ADAPTADO DE MONTE E ISLAN, 2010
FIGURA 4 — Estrutura quimica dos acidos graxos

Em relacdo a sua funcdo, os acidos graxos podem ser considerados
essenciais, quando nao sintetizados por mamiferos, devido a indisponibilidade de

enzimas biossintéticas capazes de inserir duplas-ligagdes em nenhuma posigcao
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mais proxima que n-9 e cuja deficiéncia pode ser corrigida por sua adicdo a dieta.
Desta forma, entre todos os AG, apenas as classes n-3 e n-6 sdo essenciais a dieta.
Quando classificados como nao-essenciais, sua sintese é realizada pelo proprio

organismo, independente de sua ingesta.

A importancia nutricional de lipideos especificos foi demonstrada inicialmente
através do experimento publicado por Evans & Burr em 1929, no qual a reintrodugao
do acido linoléico (C18:2n-6) na dieta de ratos revertia prontamente os efeitos de
sua privagao, tais como restrigdo de crescimento, dermatite escamosa, necrose de

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

Sabe-se, atualmente, que lipideos formados por acidos graxos tém como
fungbes gerais o armazenamento e o fornecimento de energia (até 9,3 kcal/g);
funcdes bioldgicas na formagcao da membrana fosfolipidica, mediadores intra e
extracelulares da resposta imunoldgica, assim como o processo inflatério e o
estresse oxidativo das reacgdes organicas (HOLUM, 1994; RUTHIG; MECKLING-
GILL, 1999; CALDER, 2001).

Um dos principais mecanimos de absorcdo dos lipideos € o da difusao
passiva através de micelas que contém o produto da digestdo das gorduras (Figura
5.3 - SHILLS et al., 2009). Considerando que o trato gastrointestinal comporta-se
como um 6rgao com fungdes de absorcao, metabolismo, defesa e enddcrina, é de
grande importancia a manutencdo de sua homeostase através dos mais variados
processos, entre os quais 0 da cicatrizacdo, que depende essencialmente do
balango entre migracao, proliferacdo e diferenciacdo das células epiteliais que
circundam a area afetada (IIZUKA; KONNO, 2011).

Para que esse balango ocorra de forma adequada, fatores de crescimento,
citocinas, peptideos e, mais recentemente, os receptores do tipo Toll-like
desempenham importante efeito modulador na regeneracao do epitélio (KURATKO,
2000; LU et al., 2008; KIM et al., 2013).
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2.4.2 Acidos graxos 6mega-3 e cicatrizagcao

O w-3 (acido alfa-linolénico eicosapentaenoico [EPA] e docosaexaenoico
[DHA]) e w-6 (acido linolénico e araquidénico) sdo acidos graxos essenciais, cujas
fontes exdgenas de fornecimento para a manutencado das fungdes biolégicas séo
primordiais. Isso se deve ao fato de animais ndo possuirem as enzimas delta-12 e
delta-15 dessaturase, responsaveis pela adicdo de duplas ligagdes antes do nono

carbono do grupo funcional carboxila (CALDER, 2003).

No caso do EPA e do DHA, suas fungdes moduladoras na resposta
inflamatdria e imunolégica tém sido alvo de muitos estudos baseados na observagao
de que dietas ricas nesses acidos w-3 tém efeito protetor em estudos com humanos
e em modelos experimentais contra uma série de doengas, como, por exemplo, as

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

A resposta imunoldgica depende da incorporacdo dos acidos graxos
poliinsaturados a membrana celular modificando sua fluidez, estrutura de receptores,
mecanismos de sinalizagdo intracelular, enzimas e canais idnicos, modulando a
funcdo leucocitaria. Por sua vez, é através da competicdo pelas mesmas vias
enzimaticas que o acido aracdbénico (AA), a fracdo EPA acaba por gerar
eicosanoides de menor potencial inflamatério (prostaglandina E3, leucotrieno B5 e
tromboxano 3), ainda assim causando um efeito anti-inflamatério. Os w-3 também
exercem sua funcgao anti-inflamatéria através da inibicao de citocinas como TNF-a e
interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6), sabidamente de potencial pré-inflamatério (CALDER,
1998; KURATKO, 2000; WERNER; GROSE, 2003; CALDER, 2008; McDANIEL, et
al., 2008).

Os acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 tém-se mostrado importantes em
uma série de eventos que culminam com um efeito anti-inflamatorio. Os acidos EPA
e DHA competem com LTB4 na ocupacgao de receptores, impedindo a transdugao de
sinais para a sintese de proteinas G fundamentais na sinalizacéo celular. Do mesmo
modo, o DHA também inibe a ativacdo da fosfolipase C induzida pelo TNF-q,
prejudicando ou retardando a sinalizagao celular (YAGALOFF et al., 1995; WEBER
et al., 1995; CALDER, 1998).
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FIGURA 5 — Mecanismos de agdo do 6mega-3
FONTE — ADAPTADO DE CALDER (1998).

O efeito anti-inflamatério do dGmega-3 também esta vinculado a inativagdo do
processo de sinalizagao mediada pelo fator nuclear kappa B, que regula a produgéo
de TNF-a pelos macrofagos, assim como a produgéao de citocinas pré-inflamatérias e
oxido nitrico, retardando o processo de cicatrizagcao (ENDRES et al, 1989;
CALDER, 1998; GRIMM, et al., 2002; NOVAK et al., 2003) (FIGURA 5).

Camuesco et al. (2005) avaliaram o efeito do 6leo de peixe, rico em EPA e
DHA, na resposta inflamatdria de colite induzida em ratos através da dosagem de
marcadores como o leucotrieno B4 (LTB(4)), fator de necrose tumoral alfa e 6xido
nitrico. Os ratos receberam duas dietas diferentes, por duas semanas, antes da
indugdo da colite com dextrano sulfato de sédio (DSS). Ratos com colite que
receberam azeite de oliva associado ao 6mega-3 apresentaram redugao significativa
de TNF-a e LTB(4) colénico se comparados ao grupo controle que recebeu 6leo de
soja.

Eisner et al. (2011) conduziram um estudo para investigar se a dieta enteral
com lipidios de cadeia longa inibia a ativagao dos leucdcitos da parede intestinal de

ratos. Os linfonodos mesentéricos foram retirados dos ratos, que receberam infusao
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de glicose ou glicose associada aos lipidios. Os leucécitos retirados foram
estimulados in vitro com lipopolissacarideo (LPS) antes e depois da suplementagao
lipidica. A dosagem do TNF- a foi feita a partir do sobrenadante. Como resultado,
verificou-se que a liberagdo de macréfagos pela parede intestinal durante a sepse
induzida pelo LPS foi igual para os dois grupos. Porém, a liberacdo de TNF- a a
partir de leucécitos de linfonodos mesentéricos apds a estimulagao com LPS foi trés
vezes maior no grupo glicose quando comparado ao grupo glicose associada a

lipidios, demonstrando uma supressao na liberagcao da citocina inflamatoria.

Em outro estudo in vitro, Paschoal et al. (2013) avaliaram os efeitos do EPA e
DHA na funcao dos neutréfilos murinos. Os resultados revelaram que o EPA e DHA
aumentam a producéo de superéxido quando as células sao estimuladas por LPS,
sendo o efeito maior com EPA. Somente o DHA aumentou a capacidade de
fagocitose e a atividade fungicida dos neutréfilos. Notadamente, ambos os acidos
graxos aumentaram a sintese de TNF- a em células nao estimuladas, mas apenas o
EPA foi capaz de induzir a produgcao de neutrdfilos quimioatraente-2 (CINC-2) na
presenca ou auséncia da LPS. O aumento da interleucina-1 (IL-1) sé ocorreu com
DHA estimulado. Nesse sentido, conclui-se que o EPA e DHA podem, cada um de

uma forma diferente, modular a resposta neutrofilica.

Chang et al. (2013) testaram os efeitos do DHA na resposta celular
inflamatdria de ratos com isquemia cerebral permanente. A administracdo do DHA
foi realizada durante um periodo de trés dias antes da indugao da isquemia cerebral.
Clinicamente, foi verificado que o DHA apresentou efeito neuroprotetor (redugao de
disturbios de comportamento, area de infarto, edema e disfungdo da barreira
hematoencefalica). Bioquimicamente, através do teste de Western-Blot,
transcriptase reversa seguida por reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e
citometria de fluxo, foi revelado que o DHA reduziu a ativacdo de macréfagos no
sistema nervoso central (SNC), infiltragao linfocitaria, expressdo de citocinas proé-

inflamatodrias e ativagao de leucécitos periféricos.

Kim et al. (2013) empreenderam um estudo com trés grupos de ratos que
receberam dieta associada a agua, 6mega-3 ou 6mega-6, respectivamente, por um
periodo de sete dias. Na seqlencia, os ratos foram submetidos a 60 minutos de

isquemia hepatica parcial normotérmica seguida por 6 horas de reperfusdo. A
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ativacao dos receptores Toll-like-4 foi medida através do isolamento dos dominios
funcionais da membrana (“lipid raft’ composta glicolipidios, esfingomielina, colesterol
e proteinas). Os resultados mostraram que o uso do édmega-3 inibiu o TRL-4 no
recrutamento dos dominios funcionais das células hepaticas, considerado o passo
inicial da sinalizacdo para a producdo de NF-kappa B, reduzindo o dano celular

induzido pela isquemia/reperfusao.

Maksymchuk (2014) analisou as mudancgas na expressao em figados de ratos
do citocromo P450 2E1 (CYP2E1), que possui um forte efeito pré-oxidativo, e da
enzima heme-oxigenase 1 (HO-1), caracterizada por suas propriedades
antiinflamatorias e antiapoptéticas, através da avaliacdo da atividade de enzimas
antioxidandes. Os ratos foram tratados com édmega-3 via enteral diariamente por
quatro semanas. Ficou constatado que n&do houve mudangas na atividade de
enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase e catalase. O estudo levantou
a possibilidade de que a ativacdo da HO-1 dependente do citocromo P450 2E1, com

suas propriedades, possa ser um dos mecanismos de atuagdo do 6mega-3.

No estudo experimental conduzido por Whiting, Bland e Tarlton (2005), foi
testada a hipotese de que os acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 reduziriam a
severidade da doenca inflamatéria intestinal através da diminuicdo da ativacédo da
resposta imune pela barreira epitelial. Assim, por um periodo de trés semanas foi
realizada a suplementacdo com 6mega-3 antes da indugdo da colite. O que foi
verificado no grupo émega-3 foi um escore patolégico reduzido (menores niveis de
TNF- a, IL-12 e IL-1 beta em colondcitos) quando comparados ao grupo controle. As
citocinas proé-inflamatérias estavam em valores reduzidos apesar do infiltrado celular

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

O complexo de imunocompatibilidade do tipo Il (MHC Il) também mostrou
alteracdo em seu funcionamento dentro do contexto imunolégico com a adicdo do
Omega 3 ao reduzir a porcentagem de macrofagos que expressassem ou
carregassem em sua superficie o MHC no exudato peritoneal de ratos. Assim, de
forma objetiva, ha uma reducdo na apresentacdo de antigenos e supressao
imunolégica (SHERRINGTON; SANDERSON; CALDER, 1995).
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O estudo do 6mega-3 no processo da carcinégenese, em especial do cancer
colorretal, também constitui alvo de grande interesse dos pesquisadores. Pell,
Brown, Johnson (1994) estudaram a influéncia do 6mega-3 na produgéo de células
das criptas intestinais em ratos. Para tanto, utilizaram trés grupos de 10 ratos (n=30)
alimentados com dietas livres de fibras contendo, respectivamente, bacon, dleo de
milho e 6leo de peixe na quantidade de 80g/kg. Apos 14 dias, dois segmentos do
intestino delgado, dois segmentos do célon e 1 segmento do ceco foram analisados.
A técnica utilizada foi a da avalicao durante a metafase. Os achados demonstraram
uma proliferacdo reduzida das criptas de ratos que receberam o6leo de peixe,
sugerindo que em algumas regides do trato gastrointestinal pode haver uma
supressdo do processo de proliferacdo e, por consequéncia, reducdo da

carcinogénese.

No estudo de Hendrickse, Keighley, Neoptolemos (1995), 60 ratos foram
alimentados com dieta isocaldrica e isovolumétrica, por seis semanas, a base de
20% de 6mega-3 ou dieta com lipidios saturados. Os animais foram divididos em
dois grupos apos indugado a carcinogénese com azoximetano ou nao (utilizagao de
solugao salina). A anastomose colbnica foi analisada com 15 e 23 semanas, apos o
inicio do experimento. Como resultado, os animais alimentados com Omega-3
demonstraram significativa reducéo no indice de proliferacao celular das criptas das

mucosas intestinais.

A reducdo de criptas intestinais aberrantes induzidas em modelos
experimentais com o uso do 6mega-3 também ficou demonstrada por Latham, Lund,
Johnson (1999) e por Rao, Hirose e Indranie (2001).

Desta forma, temos efeitos benéficos com a utilizacdo do acido graxo
poliinsaturado 6&mega-3 ficaram demonstrados nos processos cicatrizagao,
imunomodulagdo, neuroprotecdo e redugdo nas taxas do processo de
carcinogénese. Estes efeitos, contudo, ndo foram obtidos por todos os

pesquisadores, havendo divergéncias em relagao a estes resultados.
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3 MATERIAL E METODO

Este estudo faz parte da linha de pesquisa em Cicatrizagcdo de Tecidos e
Medidas de Resisténcia do Programa de Pds-graduagdo em Clinica Cirurgica da
Universidade Federal do Parana, em parceria com o Departamento de Ciéncias
Morfolégicas da Universidade Estadual de Maringa (UEM) e do Complexo de
Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP), laboratérios em que foram realizadas as
etapas experimentais. Para tanto, foram obedecidas as normas de pesquisa animal
estabelecidas na legislacdo nacional, de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA) da Universidade Estadual de Maringa (APENDICE A).

3.1 ANIMAIS

Para a realizacao 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 agua e ragao ad libitum
(Nuvilab CR1®).

3.2 CONSIDERACOES AMBIENTAIS

As condicbes ambientais laboratériais foram de temperatura de 22°C,
umidade relativa do ar de 55% e ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos 0s animais
tiveram o peso corporal aferido diariamente desde o dia anterior ao inicio do

experimento.
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3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apos aclimatacao inicial (FIGURA 6), os ratos foram divididos em 2 grupos:

O grupo controle — GAO — grupo azeite de oliva — (n=20) foi submetido a
alimentagao com ragao ad libitum por quatro semanas. Na semana que precedeu ao
procedimento cirurgico, o rato recebeu, via gavagem orogastrica (FIGURA 7), uma
suplementagao de solugao isocalorica e isovolumétrica de azeite de oliva na dose de
100mg/kg/dia (QUADRO 1).

O grupo estudo — GOM - grupo 6mega 3 - (n=20) foi submetido a
alimentagdo com ragao ad libitum por quatro semanas. Na semana que precedeu ao
procedimento cirurgico, o rato recebeu, via gavagem orogastrica, suplementagao de

solugao isocalérica de 6mega 3 na dose de 100 mg/kg/dia
Engaiolamento - 1° dia__
I Galv.xglcm I 22% a0 29° dia (7 dias)

Cirurgia - 30° dia_
C L [ T 1

Eutanéma.— 3..3"' dia (9 dia de pés-operatério)
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Dias do experimento

11415 & 9 1|12 ' ' 2 2 . K

FIGURA 6 — Delineamento experimental e cronologia do experimento

3.4 SUPLEMENTACAO OMEGA-3

As emulsdes lipidicas utilizadas foram azeite de oliva (QUADRO 1) e solugao
de acidos graxos 6mega 3 composta por EPA e DHA na propor¢ao de 80:20
(ANEXO G) em uma solugao de 20 mg/ml. A administragéo foi feita na dosagem de
100 mg/kg (FIGURA 7).
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COMPOSIGAO DO AZEITE UTILIZADO
Cada ml contém:

Kcal 8,3

Gorduras totais (g) 0,92

Gorduras saturadas (9) 0,14

Gorduras monoinsaturadas (g) 0,71

Gorduras poliinsaturadas (g) 0,06

QUADRO 1 - Composi%éo do azeite de oliva
FONTE — Azeite GALO

FIGURA 7 — Realizacdo da gavagem para administragdo da emulsao lipidica

3.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Pré-operatério: todos os animais foram submetidos a jejum de 12 horas
previamente ao procedimento cirurgico com o objetivo de diminuir o conteudo fecal

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

Per-operatério: Para procedimento cirurgico, a anestesia foi feita com a
associagdo de xilazina (Rompum® 20mg/ml — Bayer®), na dose de 10 mg/kg,
associada & quetamina (Ketalar® 50mg/ml — Packer-Davis®) 50 mg/kg, ambas
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administradas de forma intramuscular no musculo biceps femoral dos animais. Apos
a anestesia, foi realizada tricotomia abdominal, seguida da antissepsia local. Por
meio de uma incisdo abdominal mediana, de cerca de 5 cm de extensao, obteve-se
acesso a cavidade peritoneal. Foram realizadas duas secgdes totais do coélon
(FIGURA 8). A primeira, a 5 cm distalmente a valvula ileocecal (PONTO A), e a
segunda secgao realizada a 3 cm proximalmente a reflexdo peritoneal do reto
(PONTO B). As reconstrugdes foram realizadas por meio de anastomoses término-
terminais em plano unico total com sutura interrompida, utilizando 8 pontos de fio
monofilamentar de nylon 6.0 (mononylon® 6.0, Ethicon®, Sdo José dos Campos,
SP). A sintese da parede abdominal foi realizada através de sutura continua com
monofilamentar de nylon 4.0 (mononylon® 4.0, Ethicon®, Sdo José dos Campos,

SP) em dois planos: musculo-aponeurético e pele.

Pos-operatorio: Apds a recuperacao anestésica, cada animal foi reconduzido
a caixa, onde, apos uma hora de pos-operatorio, recebeu agua e ragao ad libitum, e
sob as condi¢gdes ambientais citadas, permanecendo até o momento do sacrificio.
Os ratos foram inspecionados diariamente no periodo da manha procedendo-se a
avaliacao da ferida operatdéria quanto a presenca de complicagdes (infeccao,

deiscéncia) e 6bito, de acordo com o grupo.

FIGURA 8 — Anastomoses colbnicas: a — anastomose proximal. b — anastomose distal
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3.6 SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Os animais foram mortos com dose letal da associagdo de xilazina com
quetamina no quinto dia de pds-operatério. Na sequéncia, a laparotomia mediana,
com acesso a cavidade abdominal, foi realizada para a retirada dos segmentos
direito e esquerdo do colon de forma separada, cada um medindo 4 cm de

comprimento.

O corpo de prova continha a anastomose em sua porgado média. O segmento
contendo a anastomose do célon esquerdo foi colocado em recipiente com soro
fisiologico 0,9% para, na sequéncia, ser submetido ao teste de tragdo. A
anastomose do célon direito foi seccionada longitudinalmente a partir da borda
antimesentérica e estendida em um papel filtro. O armazenamento do segmento de

célon direito foi feito em frasco com formol a 10% para estudo anatomo-patoldgico.

3.7 MORBIDADE E MORTALIDADE

Os animais foram acompanhados diariamente e os que evoluiram a 6ébito
foram submetidos a necropsia para avaliagdo abdominal e definicdo se a causa
mortis tinha relagcdo com complicagdes pos-operatérias como a presenca de fistula

ou peritonite.

3.8 CONTROLE DO PESO

Os animais foram pesados diariamente durante todo o processo experimental.
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3.9 AVALIACAO TENSIOMETRICA

O corpo de prova a ser utilizado para avaliacao de forga ténsil foi o fragmento
contendo a anastomose em colon esquerdo. Para avaliagcdo da forga ténsil da
anastomose foi utilizada uma maquina de ensaio mecanico computadorizada, da
marca EMIC®, modelo DL 1000 (EMIC, S&o José dos Pinhais-PR) localizada no
Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa — UEM.

EMIC)
&
&

.

FIGURA 9 — Tensiémetro Emic® DL 1000

A fixagcdo do corpo de prova foi feita individual e manualmente ao
equipamento com presilha de presao ajustavel, de forma a conter a anastomose em
sua porcao média, equidistante das extremidades. A tragdo 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 forga de 4500 kgf, até o colapso de 100%, com ruptura do
didmetro total da anastomose (corpo de prova). A margem de erro estimada foi de
0,5%.
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FIGURA 10 — Amostra dos corpos de prova para estudo tensiométrico (a) e histopatologico

(b)

Todos os corpos de prova foram submetidos ao teste em interrvalo de tempo
inferior a duas horas apds sua ressecg¢ao. A aquisicao dos resultados foi feita por
meio da utilizacdo do software TestScript®, versdo 3.04, acoplado a maquina de
ensaio mecanico, permitnido a obtencao dos dados a serem avaliados. As variaveis
avaliadas foram: Forga Maxima de Tragao (N) e Forga de Ruptura Total (N). A FMT
foi definida como a forgca maxima suportada pela anastomose imediatamente antes
do inicio da ruptura, a FRT foi considerada a forca necessaria para romper

completamente a anastomose.

FIGURA 11 — Teste de tracdo da anastomose colbnica do rato
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3.10 AVALIACAO HISTOLOGICA E DENSITOMETRIA DO COLAGENO

O fragmento de proximal do célon 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 laboratério de histotécnica para o
processamento histolégico (desidratagdo, diafanizacdo e emblocamento em
parafina). Apds microtomia com 6 ym de espessura, os cortes histolégicos semi-
seriados foram submetidos a coloracao pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE)
e Picrosirius Red 3FBA (PSR 3FBA), utilizando-se quartro cortes para cada

coloracao de cada anastomose.

3.10.1 Hematoxilina-Eosina

A técnica de hematoxilina-eosina (HE) foi utilizada para avaliar o grau de
intensidade da reacgao inflamatdria (infiltrado polimorfonuclear e monomorfonuclear),

do edema intersticial, da congestao vascular, do tecido de granulagao 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
variaveis quantitativas através da atribuicdo de indice aos achados histolégicos da
seguinte maneira: ausente, indice 0; discreto, indice 1, moderado, indice 2 e
acentuado, indice 3 (TABELA 1).

TABELA 1 — Intensidade dos achados histolégicos pela técnica de hematoxilina-eosina

ACHADOS HISTOLOGICOS INTENSIDADE

AUSENTE DISCRETO MODERADO ACENTUADO
Infiltrado Inflamatdrio 0 1 2 3
Edema 0 1 2 3
Congestao 0 1 2 3
Tecidode Granulagao 0 1 2 3
Fibrose 0 1 2 3

FONTE - VIZZOTTO (2003).
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A area do processo inflamatoério foi avaliada da mesma forma. Os cortes
histolégicos foram avaliados por meio de microscopio optico da marca Nikon®

Eclipse 80i (Nikon, Toéquio, Japao), em aumento de 200 vezes.

3.10.2 Densitometria do Colageno

A coloragao de Picrosirius Red F3BA (PSR) foi utilizada para avaliar a
presenga de colageno, sua maturidade e o seu grau de ordenagao, utilizando a
microscopia de polarizacdo através do método computadorizado com leitura da

densidade dos tipos de colageno pelo sistema Optimus 4.0.

Os cortes histoldgicos referentes foram avaliados por meio de microscépio
optico da marca Nikon® Eclipse 80i (Nikon, Téquio, Japado), em aumento de 20
vezes, utilizando-se fonte de luz polarizada C-SP simple polarizer. As imagens foram
capturadas por camera Nikon DS-FI1C cooled digital® (Nikon, Téquio, Japao),
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 calibragao do sistema foi realizada através da densidade optica
dos pontos de resolucao (“pixels”) que formam as imagens, selecionando-se o valor

limite de melhor resolugéo.

No sistema RGB (“Red, Green, Blue”), foram considerados valores para tons
de vermelho, amarelo e laranja (colageno tipo |) e para tons de verde (colageno tipo
lll) (FIGURAS 12 e 13). Todas as laminas foram avaliadas sob as mesmas

condicdes de regulagem, dentro dos parametros exigidos pelo aplicativo.
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FIGURA 12 - Corte histolégico de anastomose colénica mostrado pelo sistema de captacao
picrosirius red grupo 6mega-3 (predominécia colageno tipo |). Aumento 20x objetiva de
captura.

FIGURA 13 — Corte histolégico de anastomose colénica mostrado pelo sistema de captagao
picrosirius red grupo azeite de oliva (predominancia colageno tipo IlI).
Aumento 20x objetiva de captura.
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Nos cortes analisados, determinou-se o campo microscopico sobre a linha de
sutura e foram obtidas medidas de trés areas distintas (superior, média e inferior).
Em cada uma delas, calculou-se o percentual da area ocupada pelas fibras que
continham colageno dos tipos | e Ill em relagéo a area total examinada, para um
aumento de 20 vezes. A partir da medida da porcentagem de fibras colagenas foi
calculado o indice de maturagao de colageno (IMaC), definido como a razao entre
essas porcentagens (COELHO-LEMOS et al., 2004).

IMaC: % de colageno maduro (tipo 1)

% de colageno imaturo (tipo 1ll)

LEGENDA: IMaC = indice de Maturag&o do colageno; % = porcetagem
QUADRO 2 - Indice de maturacao do colageno (IMaC)

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

colageno tipo | € maior do que a porcentagem de colageno do tipo lll.
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3.11 AVALIACAO ESTATISTICA

Os dados obtidos foram digitados em planilha do programa Microsoft Excel

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

O tratamento estatistico foi realizado conforme os dados obtidos nos grupos
GAO e GOM utilizando-se a medida da média e do erro padrao da média (EPM),

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

Para aplicacao dos testes, foi observada a distribuicdo normal das variaveis
(Gaussiana). Para as analises estatisticas paramétricas, foi utilizado o teste t de
Student, e nas anadlises nao-paramétricas o teste de Mann-Whitney. Ja para as
variaveis qualitativas foram utilizadas tabelas de frequéncias com percentual

seguidas do teste Exato de Fisher.

Foram avaliadas as diferencas das médias das variaveis peso, parametros de
avalicao tensiométrica (forca maxima de tracdo e forga de ruptura total),
densitometria do colageno (area de colageno total dos tipos | e Ill) e o indice de

Maturagao do Colageno (IMaC) entra os grupos GAO e GOM.
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4 RESULTADOS

4.1 MORBIDADE E MORTALIDADE

A deiscéncia de anastomose teve a seguinte distribuicdo 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 comparagéo de proporg¢des). O indice de
mortalidade geral nos dois grupos foi de 22,5% (9/40).

4.2 PESO

A média de peso no inicio do experimento, no 7°, 14° 21° dia, no dia da

cirurgia e no dia do sacrificio esta apresentada na TABELA 2 e GRAFICO 1.

TABELA 2 — Média % erro padrao do peso da amostra por grupos (g)

, GAO (n=20) GOM (n=20)
Dias Média + EP Média + EP P
DO 2923 + 44 2843 + 53 0,343
D7 3223 % 50 3131  + 56 0,208
D14 3484 + 55 3390 + 65 0,323
D21 3697 + 62 3634 + 69 0,695
DCx 3497 + 64 3440 & 72 0,561
DSx 3210 + 88 3161 + 38 0,857

NOTA: DO: Primeiro dia do estudo. DCx: Dia da cirurgia. DSx: Dia do sacrificio. GOM: Grupo 6mega-3. GAO:
Grupo azeite de oliva. p = nivel de significancia estatistica (Teste Mann-Whitney).
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p=0,695

370 ~
350 ~
330 ~
310 ~

290
270 A

250 T T T T T 1
DO D7 D14 D21 DCx DSx

—e—GAO ——GOM

NOTA: DO: Primeiro dia do estudo. DCx: Dia da cirurgia. DSx: Dia do sacrificio. GOM: Grupo 6mega-3. GAO:
Grupo azeite de oliva. p - nivel de significancia estatistica (Teste Mann-Whitney).
GRAFICO 1 - Evolugao do peso em DO, D7, D14, D21, DCX e DSX

4.3 AVALIACAO TENSIOMETRICA

A Forca Maxima de Tracdo (FMT) e a Forga de Ruptura Total (FRT) foram
analisadas e tiveram suas médias e erros-padrao calculados e comparados dentro
dos grupos GAO e GOM. Os dados obtidos sao apresentados na TABELA 3,
GRAFICO 2.

TABELA 3 — Média + erro padrao das variaveis forga maxima de tragao e forga de ruptura total entre
os grupos GAO e GOM

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

Variaveis — — p
Média * EPM Média * EPM
FMT (N) 1,9 = 03 1,7 = 02 0,357
FRT (N) 15 = 02 14 = 02 0,603

NOTA: n — tamanho da amostra. EPM — erro padrao da média. p - nivel de significAncia estatistica. FMT — forga
maxima de tragdo. FRT — forga de ruptura total. N — newtons. GAO: Grupo azeite de oliva. GOM: Grupo émega-3
(Teste Mann-Whitney).
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FMT (N) FRT (N)

HGAO HGOM

NOTA: p - nivel de significancia estatistica. FMT — forca maxima de tracdo (p=0,6028). FRT — for¢a de ruptura
total (p=0,3572). N — newtons. GAO: Grupo azeite de oliva. GOM: Grupo 6mega-3 (Teste Mann-Whitney).

GRAFICO 2 - Comparagdo da forga maxima de tragao e forga de ruptura total entre os grupos GAO
e GOM

4.4 HEMATOXILINA — EOSINA

Ao avaliar as variaveis de maneira qualitativa nao ficou evidenciado nenhuma

associacao significativa entre as variaveis (TABELA 4).



57

TABELA 4 — Grupos gao e gom segundo as variaveis infiltrado, edema, congestédo, tecido de

granulagao e fibrose

GRUPOS
Variaveis GAO GOM p*
% n %
Infiltrado
0 0 00,0 0 0,00
1 5 25,0 3 15,0 0,388
2 4 20,0 8 40,0
3 4 20,0 7 35,0
Edema
0 0 0,0 1 5,0
1 3 15,0 5 25,0 0,819
2 7 35,0 8 40,0
3 3 15,0 4 20,0
Congestao
0 2 10,0 2 10,0
1 7 35,0 9 45,0 0,834
2 4 20,0 6 30,0
3 0 0,0 1 5,0
Tecido de granulagao
0 1 5,0 5 25,0
1 9 45,0 9 45,0
2 2 10,0 2 10,0 0,522
3 1 5,0 2 10,0
Fibrose
0 10 50,0 13 65,0
1 2 10,0 3 15,0 0,941
2 1 5,0 2 10,0
3 0 00,0 0 00,0

NOTA: GOM - Grupo édmega-3. GAO - Grupo azeite de oliva. p - nivel de significAncia estatistica (Teste Exato de
Fisher). Observacao: para as variaveis Infiltrado e Fibrose n&do houve, respectivamente, quantificagcdo zero e trés,

para 0s grupos.

4.5 DENSITOMETRIA DO COLAGENO

A quantidade de colageno dos tipos | e Il foi determinada nos grupo
estudados conforme o GRAFICO 3 e TABELA 5. Observou-se maior quantidade de

colageno tipo | (p=0,0126) no grupo GOM em relagao ao grupo GAO.
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p=0,0126 pF0,4121

GAO

MCOLI mcCoLIn

GOM ‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

NOTA: COL | — Colageno tipo UM. COL Ill — Colageno tipo TRES. GOM - Grupo 6mega-3. GAO - Grupo azeite
de oliva. EPM - Erro-padréo médio. p - nivel de significancia estatistica
GRAFICO 3 - Distribuicao dos colagenos tipos | e Ill nos grupos GOM e GAO

TABELA 5 — Média + erro padrdo médio de area ocupada pelo colageno maduro (tipo |) e imaturo

(tipo Ill) os grupos GAO e GOM

GAO GOM
GRUPOS p
Média + EPM Média + EPM
COLI  97224,86 ym2 * 10458,64 pm2 129804,00 pm2 + 9308,54 ym2 0,0126
COL Il 89664,60 ym2 * 8367,53 ym2 9873590 ym2 + 833553 um2 0,4121

NOTA: COL | — Colageno tipo UM. COL Ill — Colageno tipo TRES. GOM - Grupo 6mega-3. GAO - Grupo azeite
de oliva. EPM - Erro-padrédo médio. p - nivel de significancia estatistica (Teste t de Student). ym2 — micrémetro

quadrado. *Grupo GAO difere de GOM.

O indice de Maturacdo do Colageno (IMaC) foi estabelecido para os grupos
GAO e GOM (TABELA 6 e GRAFICO 4). Nao foi observada diferenga estatistica em

relacao as meédias entre os grupos (p=0,719).

TABELA 6 — Média + erro padrdo de IMaC para os grupos GAO e GOM

IMaC
Grupos P
n Média * EP
GAO 13 1,74 + 0,71
0,719
GOM 18 1,67 £ 0,5

NOTA: IMaC: indice da maturagdo do colageno. GAO: Grupo azeite de oliva. GOM: Grupo 6mega-3. EP: Erro
padrdo. n - Tamanho da amostra. p - nivel de significAncia estatistica (Teste Mann-Whitney).
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NOTA: IMaC: indice da Maturagdo do Coldgeno. GAO - Grupo azeite de oliva. GOM — Grupo dmega-3. (Teste

Mann-Whitney).

GRAFICO 4 - indice de maturagéo do colageno nos grupos GAO e GOM
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliada a influéncia da suplementagcao pré-operatéria com
dieta enteral enriquecida com Omega-3 sobre a cicatrizacdo de anastomoses

colbnicas em ratos.

5.1 DO MATERIAL E METODO

O estudo experimental tem, por caracteristica, a possibilidade de reproducao,
encontrando-se ou ndo 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 sao bastantes simples, e neste
experimento foram utilizadas gaiolas individuais, reduzindo disputa alimentar,
coprofagia e eventual estresse que pudesse ocorrer durante o periodo de
aclimatacdo. O modelo experimental em ratos, com seu metabolismo acelerado e
grande fturnover celular, permite mimetizar situacbes de estudos clinicos mais
prolongados (JIBORN; AHONEN; ZEDERFELDT, 1978; BRASKEN, 1991; VIANNA,
2009).

A suplementacao enteral foi realizada através de gavagem, garantindo, dessa
forma, o aporte da dose dos Oleos calculados pelo peso diario do animal. A
suplementagao por um periodo de sete dias antes da cirurgia baseia-se no guideline
ESPEN (WEIMANN et al., 2006), que determina que a nutricdo enteral com
suplementos esta indicada até mesmo para pacientes sem evidéncias de
subnutricdo (MARIMUTHU et al., 2012; TURNOCK, et al., 2013).

As anastomoses colbnicas, apresenta diversas possibilidades técnicas
descritas na literatura. O estudo de Jiborn, Ahonen e Zederfeldt (1978), encontrou
que sutura continua mostrou-se inferior tecnicamente ao provocar uma redugao
maior na concentragdo de colageno se comparada a pontos interrompidos. Neste
estudo, as anastomoses foram avaliadas através de tensiometria, histologia,

morfologia e densitometria do colageno.
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Em relagdo ao desenvolvimento da resisténcia mecanica, depois do periodo
lag no processo cicatricial o colageno passa a ser depositado na ferida, e um dos
fatores que determina sua resisténcia € a quantidade e a qualidade do colageno
presente na submucosa, considerando que nos trés primeiros dias a resisténcia da
anastomose € determinada pela sutura (SOUSA; SOARES; APPRILLI, 1991).
Estudos posteriores determinaram que a partir do 3° e 4° dia os colagenos | e lll de
maior importancia nos estudos passam a apresentar boa correlagdo com a forga de
tracdo (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978; JONSSON; JIBORN,
ZEDERFERLDT,1985; TORNQVIST et al., 1990; BRASKEN, 1991).

Dentre os testes tensiométricos, o teste da forga de ruptura foi recomendado
por lkeuchi et al. (1999), primeiro por nao ter encontrado correlagcédo direta entre a
pressdo de ruptura e a forca de ruptura, além de mais facil aplicacdo e

reprodutibilidade.

A avaligcao histolégica, realizada através da microscopia 6tica com uso da
hematoxilina-eosina (HE) e do Picrosirius red, permite uma analise ainda que
subjetiva no caso do uso do HE (leitura de lamina pesquisador-dependente)
(VIZZOTTO JR. et al., 2003) de achados ou parametros como o exudato neutrofilico,
infiltrado monomorfonuclear, proliferagao fibroblastica, neovascularizacao, além dos
processos de granulomatose e fibrose intersticiais. O Picrosirius Red F3BA, sob luz
polarizada e através de placa de aquisicdo de imagem e programa de
processamento dessas imagens, nao so é capaz de demonstrar o principal tipo de
colageno presente na anastomose nos diferentes periodos da cicatrizagcdo (maduro
tipo | - amarelo, laranja ou vermelho; imaturo tipo Ill — verde), como também
quantifica-lo no processo cicatricial do coélon (JUNQUEIRA; COSSERMELLI;
BRENTANI, 1978; JUNQUEIRA; MONTES; SANCHES, 1982).

5.2 DA SUPLEMENTACAO COM OMEGA-3

O papel da imunonutricdo na cicatrizagdo depende do desempenho fisiolégico

e das interagbes moleculares especificas dos nutrientes envolvidos.
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Substratos com atividades imuno-moduladoras tém sido identificados entre os
macro e micronutrientes e o racional para a utilizagao de tais férmulas em pacientes
criticamente enfermos é a necessidade de uma redugao ou atenuagao da resposta
inflamatoria em periodos especificos da recuperagao poés-intervengdes (SCHUNER,;
KUHN; FURST, 2000).

Diversos foram os trabalhos mostrando que a utilizagdo de férmulas enterais
trazem claro beneficio para o status imunolégico e recuperagao pos-cirdrgicas em

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

Contudo, quando individualizada a utilizagdo dos componentes presentes
nessas formulas, o beneficio passa a ndo ser tdo claro com resultados divergentes
na literatura (CORREA-NETO, 2009; CHOW; BARBUL, 2014).

Os acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 tém-se mostrado importantes em
uma série de mecanismos e caminhos de sinalizagao celular que culminam com um
efeito anti-inflamatoério como, por exemplo, na redugao da producao de TNF-a pelos
macrofagos, assim como na produgao de citocinas pro-inflamatorias e 6xido nitrico
(ENDRES et al., 1989; CALDER, 1998; GRIMM et al., 2002; NOVAK et.al., 2003).

A resposta imunoldgica, por sua vez, consequéncia da habilidade em se gerar
uma resposta inflamatéria, acaba sendo modificada pela adicdo dos acidos graxos
poli-insaturados 6mega-3 na dieta. A membrana celular modifica suas caracteristicas
apresentando maior fluidez, areas de dominio lipidico como maior ou menos
afinidade por determinados sinalizadores o que acaba por modular, principalmente,
a funcao leucocitaria. Como resultado, tem-se, da competicdo pelas mesmas vias
enzimaticas que o acido aracdbénico (AA) e geracdo de eicosanoides de menor
potencial inflamatério, além de reduzir a capacidade de macréfagos apresentar
antigenos (CALDER, 1998; SHERRINGTON; SANDERSON; CALDER, 1995;
KURATKO, 2000; WERNER; GROSE, 2003; CALDER, 2008; McDANIEL et al.,
2008).

Os acidos EPA e DHA podem agir competindo com LTB4 pela ocupacao de
receptores impedindo a transducdo de sinais para sintese de proteinas G

fundamentais na sinalizagao celular ou mesmo através da inibicdo da ativacdo da
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fosfolipase C induzida pelo TNF-a, prejudicando ou retardando a sinalizagcao celular
(YAGALOFF et al., 1995; WEBER et al., 1995; CALDER, 1998).

Quando induzida sepse através da LPS, o émega-3 demonstrou reduzir a
producao de citocina pro-inflamatérias, modulando a atividade de macrofagos e
neutrofilos (EISNER et al., 2011; PASCHOAL et al., 2013).

O estudo do dmega-3 também ocorre dentro do processo da carcinbégenese,
em especial do cancer colorretal. Estudos demonstraram uma reducéao significativa
na proliferacdo de criptas intestinais, consideradas elemento para progressao da
sequéncia metaplasia-displasia-cancer (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 cicatrizagao pode ser inferido mesmo
antes do sacrificio, através de sua evolugdo no periodo pds-operatério mediante o
periodo necessario para reinciar a realimentagcdo, a atividade motora e o
comportamento dentro da gaiola. Normalmente, a inatividade do animal e a demora

para realimentagao podem refletir complicagbes do periodo per e pés-operatorio.

No presente estudo, houve 4 deiscéncias 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 possiveis explicacbes, sempre se deve pensar na propria
técnica cirurgica, que apesar de extensamente praticada durante o projeto-piloto ndo

esta isenta de complicagdes.

Taxas semelhantes de mortalidade foram encontradas entre os grupos,

apesar de BOYLU, et al., 2005, em seu trabalho sobre a seguranca de anastomoses
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sincrénicas intestinais ter encontrado risco aumentado para o procedimento. Fatores
como resposta inflamatéria atenuada pelos efeitos descritos pelo émega-3,
principalmente em fases iniciais da resposta inflamatéria sobre ativagcdo de
leucdcitos e macréfagos, podem ter contribuido para o resultado no presente estudo
(EISNER et al., 2011; PASCHOAL et al., 2013).

5.3.2 Peso

A afericdo do peso é considerada um parametro nutricional importante nos
estudos experimentais. Apesar da “qualidade do peso” (relagdo entre massa magra
e indice de gordura) ndo ser normalmente caracterizada nos estudos, essa variavel
mostra-se fiel em relagcdo ao estado nutricional do animal, e estudos mostram que
uma perda de até 10% no periodo que antecede uma intervengao cirugica tem efeito
adverso nos resultados (WEIMANN et al., 2006).

No presente estudo, foram incluidos animais eutréficos, nao desnutridos, que
receberam suplementagdo com dieta enteral com azeite de oliva (grupo controle) e
com 6mega-3 (grupo experimental). A utilizagdo dos ratos nutridos reduz o viés do
beneficio ja comprovado da terapia nutricional pré-operatéria (GONCALVES et al.,

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

Nao houve, ao longo do experimento, diferencas estatisticas em relacédo ao
peso entre os dois grupo (p>0,05). Esse resultado era teoricamente esperado, ja que
para os grupos GAO e GOM foram utilizadas formulas isocaldricas e isovolumétricas
(100mg/kg).

5.3.3 Avaliagao tensiométrica

A cicatrizagao na area de anastomose intestinal segue as mesmas etapas de

inflamacao, proliferacdo e de maturagdo, com cada camada da parede colbnica
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apresentando diferentes turn-overs celulares e fases de maturagdo (HERRMANN;
WOODWARD; PULASKI, 1964; THORNTON; BARBUL, 1997).

As agressdes ao intestino, quer sejam por meios mecanico (cirurgia) ou
metabdlicos (indugdo de inflamagao por agentes quimicos ou bacterianos),
determinam também diferentes impactos sobre o célon, e as camadas mucosa e
muscular da mucosa sdo normalmente mais susceptiveis a reducdo do aporte de
glicose. Desta forma, a submucosa constitui o grande ponto de ancoragem das
anastomoses coldnicas, oferecendo-lhes continuidade e resisténcia (BRASKEN,
1991).

A deposicdo e a maturagado do colageno sdo determinantes nesse processo,
e até o 3° dia essa forga ténsil & determinanda pelos pontos; a partir do 4° dia, pela
neovascularizagao, reepitelizacdo e maturacdo do colageno presente, ao ponto de
se ter, em torno do 10 dia de pds-operatodrio, registro da mesma forgca 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 avaliagdo das anastomose colénicas nao demonstrou
diferenca entre grupo suplementado e grupo controle (p=0,603), apesar de ter sido
identificada uma presenga maior do colageno do tipo | no grupo GOM (p= 0,012). O
fato de se ter trabalhado com ratos nutridos e dietas isocaldricas pode ter
contribuido para esse resultado, aliado ainda ao fato de tal método possuir menor
sensibilidade para tecidos heterogéneos como em tecido sintético (COSTA et al.,
2003).

5.3.4 Avaliagao histolégica

O método histolégico, apesar de subjetivo, € utilizado como forma de

avaliacao da evolucao da cicatrizacdo das anastomoses como proposto por Sousa
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et al. (1994) e Oliveira (1995). Neste estudo, foi utilizado o parametro histologico

com atribuicao de indices de intensidade aos achados histoldgicos.

O infiltrado neutrofilico, o principal achado histolégico na fase aguda do
processo cicatricial, € o que caracteriza o processo como agudo. A quantidade de
neutréfilos nas margens da ferida operatéria apresenta relacdo direta com o
processo de proliferagao, ativacdo e deslocamento celular. O edema intersticial e
congestao vascular possuem uma relagdo mais subjetiva e indireta com o processo

de proliferacao celular.

Ikeuchi et al.(1999) propuseram que a fase inicial do processo cicatricial
terminaria em torno do 4° dia de pds-operatorio, estando presente a partir do 5° dia
de pos-operatorio um infiltrado neutrofilico menos intenso, dando lugar aos

monomorfonucleares e aos fibroblastos.

No presente estudo, utilizando-se o Teste de Fisher para distruicdo de
frequéncia de achados de acordo com sua intensidade, nao foi verificada diferenca
entre os grupos em relacao a infiltrado, edema, congestao, tecido de granulagao e
fibrose com p respectivamente de: 0,388; 0,819; 0,834; 0,522 e 0,941.

5.3.5 Densitometria do colageno

A analise do corpo de prova por meio da microscopia o6tica e através de
métodos de polarizagcdo com hematoxilina-eosina (HE) e Picrosirius red permitiu a
quantificacdo e a analise das diferentes propor¢cbes de colageno na anastomose
colénica. Assim, dentre os cinco tipos de colagenos (I, Il, Ill, V e Xl), os subtipos | e
[l de maior interesse nos diversos estudos podem ser avaliados por meio de captura
e analise através de softwares, eliminando a subjetividade de uma leitura humana
destreinada (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978; JONSSON; JIBORN,
ZEDERFERLDT, 1985; TORNQVIST et al., 1990; BRASKEN, 1991)

No presente trabalho, a quantidade total de colageno na anastomose colénica

foi igual para os grupos controle e estudo (p>0,05). O indice de Maturagdo do
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Colageno (IMaC) nao diferiu (p=0,719) entre os grupos GAO (1,74 £ 0,71) e GOM
(1,67 £ 0,5). A qualidade do colageno nas anostomoses apresentou diferenca. Foi
encontrada maior quantidade de colageno (p=0,0126) do tipo | (maturo) no grupo
GOM (129804um2 + 9308,54um2) do que no grupo GAO (97224,86 pym2
10458,64um2), o que, segundo Jonsson, Jiborn e Zederfeldt (1983), Doillon et al.
(1985b) e Hendriks e Mastboom (1990) deveria conferir uma maior forga ténsil da

anastomose.

5.4 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A utilizagdo do acido graxo dmega-3 demonstrou efeitos positivos ao nao
reduzir a qualidade da anastomose e ao aumentar o depdsito do colageno maduro
do tipo | em ratos nutridos. Esses beneficios ampliam-se ao serem utilizados em
animais ou seres humanos previamente desnutridos, através de reducdo de
complicagdes infecciosas pds-operatérias, tempo de ventilagdo mecanica e custos

hospitalares.

Poucos trabalhos experimentais, contudo, isolaram um elemento dessas
formulas e o testaram. Resultados semelhantes ao deste trabalho foram obtidos ao

isolar-se a utilizag&o da arginina e glutamina e o proprio 6mega-3.

Desta forma, o efeitos da suplementacdo com acido graxo 6mega-3
isoladamente sobre a cicatrizagdo da anastomose colbnica, ainda podem ser

avaliados por meio de outros métodos como:

- suplementacgao peri-operatoria;

- modelos de desnutricdo e renutricao;

- imunoistoquimica na investigacdo de neoangiogénese em local da
anastomose;

- correlacao entre niveis sérios de marcadores inflamatérios e qualidade da

anastomose.
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6 CONCLUSOES

A suplementagido pré-operatoria com acido graxo com 6mega-3 em ratos
submetidos a colotomia melhora a quantidade de colageno tipo | (maduro) na
anastomose colénica. Quando se compara o grupo controle (GAO) ao grupo de
estudo (GOM), tem-se:

a) Morbidade e mortalidade pos-operatoérias igual nos dois grupos no 5° PO;
b) Evolugao ponderal igual nos dois grupos durante o experimento;

c) Avaliacao histologica e densiometria do colageno iguais nos dois grupos no
5° PO;

d) Forca de ruptura total e Forga Maxima de Ruptura igual nos dois grupos no
5° PO.
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APENDICE A PROTOCOLO DE TRAMITE NO COMITE DE ETICA EM

PESQUISA ANIMAL DA UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
MARINGA

Universidade Estadual de Maringa
_t/A(- Pré6-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacéao qq
_'\ Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacéo 6
Parecer emitido apés reuniao realizada em: 4/4/2013 Parecer n° 032/2013
Pesquisador: Eneri Vieira de Souza Leite Mello Setor: DCM
Titulo: Protocolo n°® 015/2013

Influéncia da suplementacao pré-operatéria com acido graxo 6mega-3 na
cicatrizacdo das anastomoses coldnicas em ratos nutridos e desnutridos
recebendo paclitaxel

Entrada: 26/3/2013 Inicio: 1/5/2013 Término: 30/4/2014

Situacéo do Projeto:  Aprovado com Recomendacao

Relatorio Final:
ATENCAO: este parecer, quando a situacao do projeto constar " aprovado", autoriza os proponentes
a executarem o protocolo em questdo. O certificado sera emitido apos apreciacao do relatério final.

Consideracoes e Parecer:

Quanto ao mérito da pesquisa em relagdo as normas previstas na Lei no 11.794/08, Decreto 6.899/09, Resolugdes do
CONCEA, Lei Estadual no 14.037/03 e Resolu¢do UEM no 032/2006-CEP, verifica-se que o projeto atende aos critérios
éticos para o uso dos animais nos experimentos propostos.

Contudo, em fungdo de problemas no preenchimento do formulario solicitamos que sejam corrigidos:

a)_0 item 3.2.4. do formulario, referente a alimentagao. Foi informado que nao haveria suplementagao alimentar,
entretanto a administracéo de azeite de oliva e 6mega-2 sdo os suplementos testados, de acordo o o titulo do trabalho;
b) A péagina 9 do processo, ndo foi impressa completamente e devera ser substituida;

c)[10 item 4.1.8. do formulério indica que n&o ha recuperagao cirlrgica, entretanto, os animais terdo recuperagéao, de
acordo com os procedimentos descritos no formulario, item 4.1. — pos-operatério.

Além das corre¢des do formulario, indicamos que, conforme descrito no formulario o volume declarado para
administragdo 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 méaximo para
ratos deve ser 2 mL. Sendo assim, havera a necessidade de alteragé@o do protocolo para ajuste do volume administrado
de salina.

Os outros guidelines utilizados para avaliagdo deste protocolo esté@o disponiveis em: checados estdo disponiveis 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 APROVAGCAOQ do protocolo, na forma do artigo 10, inciso |, da Resolugdo UEM no 032/2006-
CEP, vez que ndo se constatam obices legais para o desenvolvimento dos procedimentos experimentais nos moldes
propostos pela pesquisadora em relacao a legislagdo vigente, condicionado o inicio dos experimentos aos ajustes
solicitados.

E o parecer.

A
i

Prof. Dr. GENTIL $ANINI DE MORAES,
Presicente em exercicio do CEAE.

Artigo 10 da Resolucéo n° 032/2006-CEP: Os projetos analisados serdo enquadrados em uma das seguintes categorias:
| - aprovado;

Il - pendente, quando o CEAE considerar o protocolo e o projeto como aceitaveis, porém com problemas no protocolo,
no projeto ou em ambos, e houver recomendacéao de uma revisdo especifica, ou solicitagdo de modificagédo ou
informagéo relevante, que devera ser atendida em até 60 dias, apds o recebimento da comunicagéo, pelo coordenador
do projeto;

Il - arquivado, quando o protocolo permanecer pendente, transcorridos 30 dias, apés o prazo previsto no Inciso Il do
recebimento da comunicacgao;

IV - ndo aprovado

www.ppg.uem.br - e-mail: ceea@uem.br



APENDICE B PESO

Variaveis Grupos Média Minimo Maximo Erro Padrao p*
o o m  mes @
i Gom 20 209 335 335 43 02648
D2 GoM 20 2955 % 34 48 03834
= o mer ar om o
> oM 20 008 2 3% 5 0264
D5 Gom 20 3008 20 30 60 00595
D6 GoM 20 3001  aap 381 5% 022422
o7 GoM 20 3131 o 3% 58 02109
o8 S -
D9 Gom 20 3198 2w 387 6o 03983
S
D11 GoM 20 33 265 38 6o 02315
012 GoM 20 30 25 35 o3 01344
013 Gom 20 355 a0 3 55 0,1493
D14 Gom 20 3% 20 38 s 03272
15 GoM 20 301 a1 30 oa 02888
16 GoM 20 351 281 3% o3 03834
017 GoM 20 399 285 a2 o5 03834
018 GoM 20 3497 384 a0 o9 03141
D19 Gom 20 04 285 a6 o4 0,445
020 oM 20 30 a2 a4 87 05648
D21 GoM 20 634 2 419 o9 0698
022 GoM 20 359 g5 0 73 04945
23 oM 20 356 26 2 o8 07788
D24 GoM 20 seri 277 4z 73 0718
25 GoM 20 s 285 0 o9 07229
026 GoM 20 5 268 e 78 0698
027 GOM 20 %9 284 a3 74 0698
D28 GoM 20 608 285 439 74 07381
s GOM 20 a4 255 ap 72 05608
DSAC GoM 18 3ose 286 343 38 0857

* Teste Mann-Whitney néo significativo considerando nivel de significancia de 5%.



APENDICE C FMT, FRT, TM (Kgf), TM (N)
Variavel Grupo n Média Minimo Maximo Erro Padrao P

GAO 13 1,954 0,309 3,35 0,3

FMT (N) 0,3572
GOM 18 1,691 0,532 3,121 0,2
GAO 13 1,501 0,158 2,822 0,2

FRT (N) 0,6028
GOM 18 1,398 0,333 2,462 0,1
GAO 13 0,003 0 0,004 0,0

T™ (Kgf) 0,4118
GOM 18 0,002 0,001 0,004 0,0
GAO 13 0,026 0,004 0,042 0,0

T™M (N) 0,4118
GOM 18 0,023 0,007 0,04 0,0

* Teste Mann-Whitney néo significativo considerando nivel de significancia de 5%.
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APENDICE D DENSITOMETRIA DO COLAGENO: AREA TOTAL
COLAGENOS TIPO I E I
Variavel Grupo Média Minimo Maximo Erro Padrao P

, GAO 13 2274608 2274608 2274608 0,0

AREA TOTAL 0,9999
GOM 18 2274608 2274608 2274608 0,0
GAO 52 97224,86 1203,2 312758,6 10458,6

CcoL | 0,0126*
GOM 72 129804 20448,4 348018,9 7910,7
GAO 52 89664,69 6672,7 240804,3 8367,5

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

* Teste Mann-Whitney significativo considerando nivel de significancia de 5%.
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APENDICE E COMPOSICAO DE RACAO POR KG PARA RATOS NUVILAB
CR1®

Composicao Basica do Produto: Carbonato de calcio, farelo de milho, farelo
de soja, farelo de trigo, fosfato bicalcico, cloreto de sédio, premix mineral vitaminico,
aminoacido. VITAMIGAO: A; E; K; B2; B6, B12, niacina; acido pantoténico; acido
folico; biotina, colina.

NIVEIS DE GARANTIA

Umidade (max.) 12,50%
Proteina Bruta (min. 22,00%
Extrato Etéreo (min.) 4,00%
Matéria Fibrosa (max.) 8,00%
Matéria Mineral (méax.) 10,00%
Caélcio (max.) 1,40%
Fosforo (min.) 0,80%

MICROELEMENTOS MINERAIS: Ferro; zinco; cobre; iodo; manganés; selénio; cobalto.
AMINOACIDOS: DL-metionina 300,00 mg; lisina 100,00 mg.
ADITIVOS: Antioxidante.
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APENDICE F COMPOSICAO MEDIA DOS ACIDOS GRAXOS NO AZEITE DE
OLIVA EXTRA-VIRGEM
"ACIDOGRAXO ~ NUMERO DE CARBOGOM FAIXA DE DISPONIBILIDADE
(C) %

Miristico C 14:0 0,002-0,8

Palmitico C 16:0 8,5-15,2

Palmitoléico C 16:1 0,9-2,2

Estearico C 18:0 1,3-2,7

Oléico C 18:1 63,8-82,6

Linoléico Cc18:2 5,1-13,6

Linolénico C 18:3 0,7-1,0

Araquidico C 20:.0 0,1-0,8

Fonte: Manual do Azeite de Oliva, Camara de Comércio Goias/Italia; ABOISSA - 2004



APENDICE G COMPOSICAO DA EMULSAO LIiPIDA DE OMEGA-3

VITAL ESPECIALIDADES DERMOCOSMETICAS LTDA
CNPJ: 74.411.257/0001-72 |.E.: 113.993.671.113

NIV! tQ I RUA AMERICO BRASILIENSE - 04715-001 - SAO PAULO - SP

FONE: 11 3526-8200 - FAX: 11 3526-8296
EMAIL: vendas@vitalespecialidades.com.br - WEBSITE: WWW.VITALESPECIALIDADES.COM.BR

ERTIFICADO DE QUALIDADE

Pégina: 1

CLIENTE: FARMACIA FLORACELL LTDA

ITEM © 10.0042-1- OMEGA 3 (1L)

QUANTIDADE: 1UN CAS: 8001-26-1
NF: 18367 DE 05/12/2012

ITEM:  10.0042-1 - OMEGA 3 (1L)

LOTE: 10.0042-1123 STATUS: APROVADO QUANTIDADE: 1 UN
LOTE FORNEC.: LIN 081/156 DATA FABRICAGAO:  19/06/2012 VALIDADE: 19/12/2013
OP:  20797/2012 PAIS DE PROCEDENCIA: BRASIL FABRICANTE: NACIONAL
PAIS DE ORIGEM: BRASIL
Caracteristicas Criticas VALOR ESPECIFICADO  VALOR ENCONTRADO
Ordem PONTO DE INSPEGAO INSTRUMENTO DE MEDIGAO MIN/ MAX UNICO - MIN/ MAX
1 *APARENCIA VISUAL LIQUIDO OLEOSO LIQUIDO OLEOSO
2 *COR VISUAL AMARELO AMARELO
3 *ODOR OLFATIVO CARACTERISTICO CARACTERISTICO
4 *INDICE DE ACIDEZ TITULACAO <2 1,65
5 *INDICE DE PEROXIDO TITULACAO <10 0,59
6 *INDICE DE SAPONIFICACAO TITULACAO 158 A 198 191,25
7 *INDICE DE IODO TITULACAO 100 A 150 148,22
8 * DENSIDADE PICNOMETRO 0,910 A 0,920 0,920
9 INDICE DE REFRACAO REFRATOMETRO 1,4650 A 1,4850 14711
Menografia

METODOLOGIA INTERNA

Observagdes
ANALISES REALIZADAS PELO L.C.Q DA VITAL ESPECIALIDADES.
*NAO EXPOR AO CALOR, NEM A RAIOS SOLARES.

Estocagem

{\rtf \ansildeffO{\fonttbI{\fO\fnil\fcharset0 MS Sans Serif; {\f1\fnil MS Sans Serif;}}
\viewkind4\uc1\pard\lang1046\f0\fs16 MANTER EM LOCAL SECO E AREJADO E EM TEMPERATURA AMBIENTE\f1\par
}

Garantimos e certificamos que os materiais e/ou produtos acima mencionados foram produzidos, testados e
inspecionados sob condi¢des controladas e estabelecidas pelo nosso Sistema de Qualidade.

A{{’LOEV? s cJaAw vacg

Dra. Mayara de Lima Evangelista.
Analysis - www.bohm.com.br

Farmacéutica Responsavel CRF/SP: 67.583
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