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RESUMO

Introdugdo: O uso de agentes imunossupressores foi associado com
complicagdes no processo de cicatrizagdo da ferida operatoria, porém estudos
experimentais e clinicos tém produzidos resultados contraditorios. O efeito
negativo dos agentes imunossupressores sobre a cicatrizagdo da ferida é
amplamente aceito, porém a comprovacao cientifica frequentemente foi
inadequada ou inexistente. Objetivo: O objetivo do presente estudo é avaliar os
efeitos da associagdo dos agentes imunossupressores tacrolimus e
micofenolato mofetil sobre a cicatrizagao da parede abdominal, com base nas
analises de forga de ruptura e morfoldgicas, em ratos submetidos a nefrectomia
total unilateral e isquemia e reperfusdo do rim contralateral. Material e Método:
O estudo experimental foi realizado em 36 ratos Wistar, distribuidos
aleatoriamente em trés grupos com 12 animais cada. No pds-operatorio
imediato, quatro animais do grupo controle e trés animais do grupo
experimentacdo morreram por complicagbes anestésicas ou operatorias. Os
trés grupos receberam as seguintes denominagdes: Grupo controle (GC) - 8
ratos que foram submetidos a operacado padréo e a administracdo de solugcao
de cloreto de sodio 0,9%; Grupo | (Gl) - 11 animais submetidos a operagéo
padrdo e a administracdo de micofenolato mofetil 20 mg/Kg/dia e tacrolimus 1
mg/kg/dia; Grupo Il (Gll) - 10 animais submetidos a operacéo padréo e a
administragcao de micofenolato mofetil 20 mg/Kg/dia e tacrolimus 0,5 mg/kg/dia.
A operacao padrao consistiu de nefrectomia total a direita e isquemia durante
20 minutos, seguida de reperfusdo do rim esquerdo, com objetivo de reproduzir
um modelo clinico de transplante renal. A solugéo fisiolégica e a solugéo de
micofenolato mofetil + tracolimus foram administradas por gavagem e iniciadas
no 1° dia de pds-operatério e mantida até o dia do sacrificio dos animais, no
14° dia pos-operatorio. Na data do sacrificio foram retirados de cada animal um
fragmento retangular da parede abdominal, contendo a cicatriz cirurgica, para o
exame macroscopico, microscopico e avaliagdo da resisténcia de ruptura.
Foram dosados os niveis séricos de albumina e as taxas de tacrolimus no
sangue total. Resultados: A distribuigdo dos pesos dos animais pertencentes
aos grupos GC, Gl e GIl foi estatisticamente equivalente (p=0,076), assim
como 0s niveis séricos de albumina (p=0,132). Nao houve deiscéncia da
parede abdominal e ndo houve diferenga estatisticamente significativa quanto
ao indice de infeccao de ferida operatéria (p=0,175) entre os trés grupos de
animais. Nao houve diferenga estatisticamente significativa nos niveis séricos
de tacrolimus entre os animais dos grupos Gl e Gll (p=0,069). Os valores
médios de resisténcia de ruptura e os achados histopatolégicos das cicatrizes
cirurgicas da parede abdominal nao diferiram significativamente entre o grupo
controle (GC) e os dois grupos tratados (Gl e Gll). Conclusao: Concluiu-se que
0s esquemas de imunossupressao empregados associados ao fendbmeno da
isquemia-reperfusdo renal ndo induzem fraqueza significativa da cicatriz
cirurgica da parede abdominal quando analisada por tensiometria e
histomorfometria locais.

Palavras-chave: Cicatrizacdo. Parede abdominal. Tacrolimo. Acido
Micofendlico.



ABSTRACT

Introduction: The use of immunosuppressive agents was associated
with complications on wound healing, although many experimental e clinical
studies have shown controversy results. Objective: The objective of this study
was to evaluate the influence of the association of the immunosuppressive
agents tacrolimus and mycophenolate mofetil on abdominal wall healing in rats
submitted to unilateral total nephrectomy and ischemia and reperfusion of the
contralateral kidney. Materials and Methods: Thirty-six Wistar rats were
randomly assigned in three groups of 12 animals each. On the early
postoperative period, four animals of the control group and three animals of the
experimental groups died of operative and anesthetic complications. The three
groups were nominated as follow: Control group (GC) - 8 rats that were
submitted to the standard operation and received saline solution (NaCl 0,9%);
Group | (Gl) - 11 rats that were submitted to the standard operation and
received mycophenolate mofetil 20 mg/Kg/day and tacrolimus 1 mg/Kg/day;
Group Il (Gll) - 10 rats that were submitted to the standard operation and
received mycophenolate mofetil 20 mg/Kg/day and tacrolimus 0,5 mg/Kg/day.
The standard operation consisted of right total nephrectomy and a 20 minutes
ischemia of left kidney followed by reperfusion to simulate a clinical model of
renal transplantation. Both saline solution and the immunosuppressive agents
were administered by gastric catheterization, starting on the first postoperative
day and continuing daily until de day of death on the 14" postoperative day. On
the day of their deaths, two strips of the anterior abdominal wall were collected.
One strip was submitted to breaking strength measurement and the other to
histological examination. The serum levels of albumin and tacrolimus were
measured. Results: The weights (p=0,076) and serum albumin levels (p=0,132)
were similar in the three groups. There were no significant diferences in wound
infection rates (p=0,175) and none abdominal wall dehiscence was observed.
Serum tacrolimus leves were similiar in Gl and GlI (p=0,069). There were no
significant diferences in the breaking strength measurement and histological
examination among the three groups. Conclusion: The combination of
immunesuppressive agents used in the study associated with renal ischemia
and reperfusion does not interfere in the abdominal wall healing of rats
considering the breaking strength and histological analysis.

Key words: Wound healing. Abdominal wall. Tacrolimus. Mycophenolic acid.
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1 INTRODUGAO

O aumento significativo do numero de transplantes de 6rgaos tem
exigido uma melhor compreensao de suas complicagdes precoces e tardias.
No Brasil, houve um crescente aumento nos numeros absolutos anuais de
transplantes de 6rg&os solidos de 2004 até 2014, especialmente de rim e
figado, passando de 3.504 para 5.639 e de 959 para 1.755, respectivamente
(Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos - ABTO, 2014). Nesse
sentido, a imunossupressao representa um fator que tem vital importancia no
sucesso desses procedimentos.

A necessidade de drogas imunossupressoras proporcionou o
desenvolvimento de varios medicamentos, cada qual com suas particularidades
e também com seus efeitos adversos. Atualmente, o regime de
imunossupressédo padrao nos transplantes de 6érgaos solidos consiste de um
inibidor da calcineurina (ciclosporina ou tacrolimus), um agente antiproliferativo
(azatioprina ou micofenolato mofetil) e um corticoide (WILLEMS et al., 2013).
Nesse sentido, diversos estudos ja demonstraram os beneficios do tacrolimus
sobre a ciclosporina, com maior sobrevida do enxerto e melhor prevencao de
rejeicdo aguda apos transplante de figado e rim (TROMPETER et al., 2002;
WEBSTER et al.,, 2005; HADDAD et al., 2006; SILVA et al., 2014). Ja o
micofenolato mofetil associado com um inibidor da calcineurina, quando
comparado com a azatioprina, reduziu significativamente o risco de rejeigéao
aguda em pacientes submetidos ao transplante renal (KNIGHT et al., 2009).
Portanto, o tacrolimus e o micofenolato mofetil passaram a ocupar um papel de
destaque nos esquemas de imunossupressao, sendo amplamente utilizados.
Desse modo, é fundamental o conhecimento dos efeitos adversos da
associacao de tacrolimus e micofenolato mofetil, especialmente no processo de
cicatrizacdo, ja que essas medicagdes sao iniciadas precocemente no pos-
operatdrio.

Nos procedimentos cirurgicos abdominais, a deiscéncia e hérnia da
parede abdominal tem sido um fator de preocupagao para os cirurgides ha
varios séculos. As complicacbes decorrentes da deiscéncia da parede
abdominal sdo comumente denominadas de hérnia incisional ou eventragcao.

Apesar dos progressos obtidos nas técnicas cirurgicas, no material de sutura,
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nos cuidados pré e pds-operatério, a incidéncia de hérnia incisional um ano
apos laparotomia mediana variou de 4 a 20% (BUCKNALL et al., 1982;
HODGSON et al., 2000; DIENER et al., 2010). A ampla variabilidade pode ser
explicada pela heterogeneidade dos pacientes incluidos nos estudos, pelo
procedimento cirurgico realizado e pela duragdo do seguimento (CAGLIA et al.,
2014). O seguimento de longo prazo foi importante na definicdo de uma taxa
mais real sobre a incidéncia de hérnia incisional, com necessidade de
seguimento de 4-5 anos ou mais (MUDGE e HUGHES, 1985; VARDANIAN et
al., 2006). Fink et al. (2014) demonstraram que a taxa de hérnia incisional
aumentou significativamente de 12,6% em um ano para 22,4% em 3 anos apos
laparotomia mediana, reforcando a necessidade do acompanhamento
prolongado. Por conseguinte, a hérnia incisional continua sendo uma das
complicagbes mais frequentes das intervengbes cirurgicas abdominais,
representando uma fonte importante de morbidez pds-operatéria (KEILL et al.,
1973; POOLE, 1985; MAKELA et. al., 1995), com altas taxas de reoperagdes
(FLUM et al., 2003) e impacto significativo sobre a qualidade de vida.

Os disturbios de cicatrizagao da ferida operatéria foram observados em
4 a 50% dos transplantados renais, sob diferentes regimes de agentes
imunossupressores (DEAN et al., 2004; GRIM et al., 2006; WSZOLA et al.
2013). Os agentes imunossupressores foram responsabilizados pelas
complicacdes da ferida operatoria, porém como os pacientes foram submetidos
aos regimes com multiplas drogas, tornou-se impraticavel atribuir os efeitos
adversos a apenas um componente.

Em pacientes submetidos a transplante hepatico, a hérnia incisional &
uma complicagao frequente, com incidéncia variando de 4,6% a 34% (GOMEZ
et al.,, 2001; JANSSEN et al., 2002; SHI et al., 2003; PIAZZESE et al., 2004,
VARDANIAN et al., 2006; TOSO et al., 2007). Fikatas et al. (2013) verificaram
77 pacientes (9,5%) com hérnia incisional em 810 transplantes de figado. Ao
comparar os 77 pacientes com hérnia incisional com os 733 restantes que nao
desenvolveram hérnia, os autores verificaram que a idade avangada, o indice
de massa corporal e as relaparotomias eram fatores de risco independentes
para hérnia incisional em uma analise multivariada. O diabetes mellitus
preexistente e a imunossupressao com micofenolato mofetil apresentaram

significancia estatistica apenas em uma analise univariada. Os dois grupos nao
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apresentaram diferencas estatisticas com relacdo ao sexo, doenga hepatica
subjacente, classificagdo de Child-Pugh, escore Meld e insuficiéncia renal pré-
operatoria. Esses autores concluiram que os fatores de risco para o
desenvolvimento de hérnia incisional em pacientes submetidos ao transplante
hepatico ndo foram diferentes aos de pacientes com cirurgia abdominal por
outras razoes.

Doses elevadas de imunossupressores sao essenciais no periodo pos-
operatorio dos transplantes de o6rgaos solidos, sendo administradas
precocemente para prevengao de rejeicdo aguda. No entanto, esses agentes
podem inibir a resposta imune que possui um papel fundamental na fase
inflamatdria e celular da cicatrizacdo, com aumento no risco de deiscéncia e
hérnia incisional. Além disso, os imunossupressores foram associados a
predisposicao para complicagdes infecciosas no sitio cirdrgico, as quais podem
elevar ainda mais o risco de deiscéncia (SHI et al., 2003; PIAZZESE et al.,
2004).

O uso de agentes imunossupressores foi associado com complicagdes
no processo de cicatrizacdo da ferida operatoria, porém estudos experimentais
e clinicos tém produzidos resultados contraditérios. O efeito negativo dos
agentes imunossupressores sobre a cicatrizagcdo da ferida € amplamente
aceito, mas a comprovagao cientifica frequentemente foi inadequada ou
inexistente. Fikatas et al. (2013) relataram que ainda ndo ha compreensao do
efeito dos imunossupressores no desenvolvimento da hérnia incisional, o que
requer elucidagao adicional por estudos complementares.

Além disso, estudos experimentais sobre este tema, apesar de
simularem esquemas imunossupressores reais, tém negligenciado em suas
metodologias os potenciais efeitos deletérios sistémicos adicionais sobre o
fendbmeno de cicatrizagdo advindos da fragil fungdo inicial dos enxertos de

orgéos solidos no periodo pos-transplante precoce.
1.1 OBJETIVO
O objetivo do presente estudo é avaliar os possiveis efeitos da

associagao dos agentes imunossupressores tacrolimus e micofenolato mofetil

sobre a cicatrizacdo da parede abdominal, com base nas analises de forca de



17

ruptura e morfologicas, em ratos submetidos a nefrectomia total unilateral e

isquemia e reperfusédo do rim contralateral.



18

2 REVISAO DA LITERATURA

Apesar da consideravel reducdo das complicacbes pos-operatérias
resultantes dos avangos nas técnicas cirurgicas e nos agentes
imunossupressores, as complicagdes da ferida operatéria foram provavelmente
as complicagdes cirurgicas mais frequentes apos transplante renal e hepatico,
resultando em prolongadas hospitalizagbes, readmissdes, reoperagdes e,
consequentemente, em aumento dos custos (JOHNSON et al., 1999; HUMAR
et al., 2001; MEHRABI et al.,, 2006). Diversos fatores de risco foram
identificados no esforco de reduzir a incidéncia de deiscéncia de parede
abdominal e hérnia incisional, assim como varios estudos foram realizados
para determinar qual a abordagem operatdria e as técnicas de fechamento da
aponeurose que poderiam resultar em melhores resultados.

Numerosos fatores adversos podem influenciar na cicatrizagcdo da
parede abdominal, tais como os processos morbidos vinculados aos pacientes,
os efeitos técnicos relacionados ao cirurgido, as caracteristicas dos métodos
especificos de fechamento, as propriedades do material de sutura, o uso de
medicamentos sistémicos, e os fatores mecanicos e infecciosos decorrentes
das complicagdes pos-operatorias, que podem predispor ao risco de deiscéncia
e hérnia incisional (POLLACK, 1982; RIOU et al., 1992; POOLE, 1985,
RUCINSKI et al., 2001). No entanto, os pacientes que desenvolveram defeitos
na cicatrizagao da parede abdominal geralmente apresentaram uma variedade
de fatores de riscos coexistentes, o que de fato indicou que o processo de
formacao dos defeitos da parede abdominal é multifatorial. Riou et al. (1992)
verificaram que 30% dos pacientes com pelo menos cinco fatores de risco
significativos desenvolveram deiscéncia de ferida operatéria, enquanto nos
pacientes que tinham mais do que oito fatores de risco, a deiscéncia foi
observada todos os casos. A deiscéncia ndo foi observada em pacientes com
menos de quatro fatores de risco significativos. Com base em uma analise
multivariada, os fatores de risco independentes estatisticamente significativos
incluiram idade superior a 65 anos, infeccdo de ferida operatéria, doenca
pulmonar crénica, instabilidade hemodinamica, ostomias na ferida operatéria,
cirurgia de urgéncia, infecgao sistémica, hipoproteinemia, obesidade, uremia,

desnutricdo, doengas malignas, ascite, uso de esteroides e anemia. Makela et.
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al. (1995) reportaram também que pacientes com cinco fatores de risco
significativos tinham 89% de deiscéncia de ferida operatéria, enquanto essa
complicagdo foi observada em apenas 29% dos casos com dois fatores de

risco.

2.1 CICATRIZAGAO

Nas ultimas décadas, os avangos em biologia molecular e celular
propiciaram uma maior compreensao do processo de cicatrizagao de feridas.
Quando os tecidos sao lesados, os fenbmenos relacionados com a cicatrizagao
das feridas foram definidos por Schilling (1976), em termos conceituais, em trés
fases: inflamacéo, fibroplasia e maturacgao.

A primeira fase é a inflamagdao, que consiste nos processos de
vasoconstricdo para controle da hemorragia com base na resposta
hemostatica, desencadeada quando fatores circulantes entram em contato com
o colageno e outros fatores teciduais; e de vasodilatagdo, com aumento da
permeabilidade vascular para permitir que outros fatores responsaveis pela
cicatrizagao sejam transferidos para o local da ferida. A lesdo vascular propicia
a ativacao das plaquetas e exposigcao de elementos do sangue ao componente
critico extravascular, o fator tecidual, com subsequente ativagdo do processo
da coagulacao (JENNY e MANN, 1998; FRANCO, 2001). As plaquetas que tém
papel crucial na iniciacdo do processo de cicatrizacdo s&o consideradas
também uma fonte rica de fatores de crescimento. O tromboxane causa
agregacao das plaquetas e vasoconstricdo. Os macrofagos sao células
essenciais no controle e na regulagao do processo de reparo tecidual, por meio
da producdo de fatores de crescimento, além de importante papel no
debridamento da ferida, pela fagocitose dos tecidos necréticos e remogao de
corpos estranhos e de células mortas. Os fatores de crescimento sao
polipeptidios que controlam o crescimento, a diferenciacdo e o metabolismo
das células (HUNT e LA VAN, 1989). Apesar do papel incerto em seres
humanos, foram bem documentados “in vitro” que os fatores de crescimento
estimulam a proliferagcado celular, a quimiotaxia, a angiogénese, a expressao
proteica e a sintese de enzimas (STEED, 1997). Foi demonstrado que a

eliminacdo dos macréfagos do local da ferida, por antimacréfago sérico
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especifico, pode inibir o seu reparo e a subsequente resisténcia da ferida pode
ser comprometida (LEIBOVICH e ROSS, 1975).

A secunda fase é a fibroplasia, que se inicia quando o numero de
macrofagos e fibroblastos aumenta na ferida, o que resulta no processo de
formagdo da matriz extracelular, incluindo a sintese de colageno. Os
fibroblastos migram e proliferam principalmente em resposta aos fatores de
crescimento e substancias quimicas que influenciam no recrutamento e na
migragédo de células. A extensédo do processo de fibroplasia é proporcional a
tensao de oxigénio tecidual. Sob influéncia dos fatores de crescimento e da
concentracdo de lactato, os fibroblastos passam a sintetizar colageno. O
colageno é uma proteina rica em glicina e prolina, secretada pelos fibroblastos,
que tem um papel fundamental no processo de cicatrizacdo da ferida. A
hidroxilagado permite que os peptidios do colageno se agreguem em estruturas
helicoidais triplas que conferem a resisténcia tecidual, quando essas unidades
se condensam dentro das fibras colagenas. A resisténcia da ferida, que resulta
da deposigdo do colageno, depende criticamente da perfusdo e tensdo de
oxigénio tecidual. A lesdo da barreira da pele também requer que a ferida tenha
a capacidade de remover corpos estranhos e resistir a infecgdo. A resisténcia
ao processo infeccioso também é altamente dependente da tensdo de oxigénio
tecidual para a producéo de radicais oxidantes (HOPF e HUNT, 1997). Todos
esses passos sao influenciados pela nutricao, que é outro fator fundamental no
reparo € na remodelagem tecidual. A deplegcdo nutricional foi correlacionada
com complicagdes da ferida operatéria (HAYDOCK e HILL, 1986), sendo
essencial um suprimento suficiente de precursores, co-fatores e energia para a
conducao do processo de reparacao tecidual. Nessa fase, comeca igualmente
o0 processo de angiogénese que se inicia pela migracdo e proliferacdo de
células endoteliais, com formacao de uma rede de capilares na area da lesao
tecidual.

A terceira fase é a maturagao, também denominado de remodelagem,
em que ocorre o processo de progressiva organizagdo e maturagdo dos
tecidos, com aumento da resisténcia da ferida. Nessa fase, ha a reducdo da
migracao celular e a permissao da acao de diferenciacado celular. Os fatores
envolvidos no processo de remodelagem incluem a hialuronidase, os

ativadores do plasminogénio, a colagenase e a elastase. Nesse processo de
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maturagdo, a colagenase, secretada por mastocitos, fibroblastos, células
epiteliais e leucdcitos, atua na degradagéo do colageno, enquanto a plasmina
age na quebra da fibrina.

Diversos fatores de risco, mecanicos e sistémicos, alteram o processo
de cicatrizagao por interferéncia no mecanismo fisioldgico. Para os cirurgides, a
compreensao dos mecanismos fisiologicos que controlam o processo de
cicatrizagdo das feridas e dos fatores etiologicos da hérnia incisional é
fundamental para o desenvolvimento da pratica cirurgica e de estratégias
preventivas (WITTE e BARBUL, 1997). As modalidades terapéuticas deveriam
focalizar sobre as intervengdes e agentes imunossupressores com maior
eficacia e custo-beneficio, para facilitar e melhorar o processo de cicatrizacao
em pacientes submetidos aos transplantes de 6rgaos (MEHRABI et al., 2006).
A resisténcia e a integridade da ferida operatéria sdo determinados pelo
equilibrio entre a quantidade e a qualidade do colageno sintetizado e
depositado, e o processo de degradacao do colageno pré-formado durante o
periodo logo apds a lesdo (UENO et al., 2006; EHRLICH e HUNT, 2012).

A dificuldade na cicatrizacdo da ferida operatéria causa diversos
processos morbidos, incluindo a separagédo da camada musculo-aponeurética
da parede abdominal, resultando no desenvolvimento da deiscéncia da ferida
operatoria ou da hérnia incisional. A deiscéncia da ferida operatoria, em
especial, ocorreu em 0,2 a 3% das laparotomias e estava associada com alta
mortalidade que variou entre 9 e 44% (IRVIN et al., 1977; POOLE, 1985; RIOU
et al., 1992; CARLSON, 1997).

2.2 FATORES MECANICOS E LOCAIS QUE INTERFEREM NA
CICATRIZACAO

Nas ultimas décadas, apesar dos avangos progressivos sobre os
cuidados clinicos e técnicos perioperatérios, a deiscéncia de parede e a hérnia
incisional apds uma cirurgia abdominal sdo complicagbes pos-operatorias que
continuaram a desafiar os cirurgides, visto que, na maioria dos casos,
necessitam de intervengado cirurgica na mesma internacdo ou em internagdes
posteriores. Esses pacientes estdo associados com consideravel morbidade,

mortalidade, prolongamento da permanéncia hospitalar e aumento dos custos
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hospitalares (POOLE, 1985; RIOU et al., 1992; MAKELA et. al., 1995). Quando
submetidos aos procedimentos cirurgicos de reparagdo, apresentam ainda
altos indices de recidiva e mortalidade (GISLASON et al., 1999; BURGER et
al., 2004; PIAZZESE et al., 2004). Embora o fechamento da parede abdominal
seja um procedimento de rotina, diversos fatores mecénicos interferem no
processo de cicatrizacdo das incisbes abdominais.

Na deiscéncia da ferida abdominal (eventragdo ou evisceragao), em
particular, as causas agudas mais comuns do insucesso do reparo da ferida
incluem a fragilidade do material de sutura, a soltura da ligadura, as suturas
frouxas, o excessivo intervalo entre as ligaduras e o dilaceramento da fascia
pela sutura, sendo esta Ultima considerada a causa mais frequente
(ALEXANDER e PRUDDEN, 1966; NIGGEBRUGGE et al., 1995; SANDERS e
DICLEMENTI, 1977; SANDERS et al.,, 1977). Sugeriu-se que a causa
predominante da ruptura da fascia, como etiologia mais comum de deiscéncia,
foi decorrente da pouca quantidade de tecido incluido na sutura. Alguns
autores advogaram a inclusdo de uma ampla quantidade de tecido da borda da
ferida operatoria, acima de 2 cm, para a redugcdo do risco de deiscéncia e
hérnia (MARTYAK e CURTIS, 1976; ISRAELSSON e JONSSON, 1993;
ISRAELSSON et al., 1996).

Um dos fatores mecanicos que interfere no processo de cicatrizagao &
o tipo de fechamento da parede abdominal (KEILL et al., 1973; RIOU et al.,
1992; MAKELA et al., 1995; NIGGEBRUGGE et al.,, 1995; HODGSON et al.,
2000; RUCINSKI et al., 2001; DEAN et al., 2004). Varios autores
recomendaram que o fechamento em massa do plano musculo-aponeurdético,
com inclusao ou excluséo do peritdnio, foi mais adequado e apresentou menor
risco de complicagdes do que o fechamento por planos anatémicos (MARTYAK
e CURTIS, 1976; ELLIS e HEDDLE, 1977; WADSTROM e GERDIN, 1990;
SEID et al., 1995; TOGNINI e GOLDENBERG, 1998). A superioridade da
técnica de fechamento continuo em massa em comparagéo com o fechamento
por planos anatdomicos foi constatada também por outros autores, que
consideraram o procedimento seguro, expediente, melhor custo-beneficio, além
de apresentar menores indices de infecgcado e de deiscéncia de ferida da parede
abdominal (GALLUP et al., 1989; TRIMBOS et al. 1992; CARSON, 1997). As

suturas com ligaduras fortemente apertadas também foram consideradas
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causa de necrose tecidual e acentuada reducao da resisténcia de ruptura da
ferida operatdéria (NELSON e DENNIS, 1951).

Outro fator mecanico que interfere no processo de cicatrizagéo € o tipo
de material usado na sintese da parede abdominal. Foi demonstrado que o
material de sutura modificou desfavoravelmente as condigdes locais da ferida
operatéria, elevando o risco de processo infeccioso (JAMES e MACLEOD,
1961). Varios autores obtiveram menores taxas de deiscéncia, tais como
eventracdo ou hérnia incisional, com o uso de fios monofilamentares néo-
absorviveis (polipropileno e nylon), quando comparado com a utilizagao de fios
absorviveis (MARTYAK e CURTIS, 1976; KRUKOWSKI et al., 1987; DIENER
et al., 2010). Foram observados que os fios monofilamentares n&o-absorviveis
e os fios monofilamentares absorviveis de longa duragdo mantiveram a
resisténcia de ruptura e causaram menor indice de complicagdes no
fechamento de laparotomias (BUCKNALL e ELLIS, 1981; RAY et al.,, 1981;
KON et al., 1984; POOLE, 1985; RUCINSKI et al., 2001; DIENER et al., 2010).
O fechamento da parede abdominal com fio de sutura monofilamentar com
reabsor¢cado retardada (poligliconato, polidioxanona) foi considerado seguro,
expediente e ter a vantagem da eventual absor¢cao do material, evitando as
complicagbes decorrentes da permanéncia indefinida das suturas n&o-
absorviveis (FAGNIEZ et al., 1985; KRUKOWSKI et al., 1987; GALLUP et al.,
1990). Em estudo de revisao sistematica e meta-analise, Diener et al. (2010)
evidenciaram taxas de hérnia incisional significativamente menores com
material de sutura de absorgcado retardada em comparacao aos fios de sutura
rapidamente absorviveis.

Por outro lado, diversos autores ndo observaram diferengas nas taxas
de deiscéncia entre suturas com fios absorviveis e ndo-absorviveis em ensaios
clinicos randomizados (CAMERON et al.,, 1980; KRUKOWSKI et al., 1987;
WISSING et al., 1987; CARLSON e CONDON, 1995). A escolha do material de
sutura parece que nao foi um fator relevante, mas tornou-se prudente
recomendar o uso de material monofilamentar ndo-absorvivel em paciente com
multiplos fatores de risco para deiscéncia da ferida abdominal (CARLSON,
1997).

Em estudos prospectivos e randomizados e em pesquisas de meta-

analise, demonstrou-se que a sutura continua foi significativamente mais
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efetiva em relacdo ao surgimento de deiscéncia e formacdo de hérnia da
parede abdominal em relagdo a sutura interrompida. Concluiu-se que a sutura
continua abreviava o tempo de realizagdo da sutura, melhorava a relagéo de
custo-efetividade, com menor quantidade necessaria de material de sutura e
superioridade na vigéncia de potencial infeccdo da ferida operatoria
(BUCKNALL, 1981; TRIMBOS et al., 1993; DIENER et al., 2010). Em estudos
em animais de experimentacdo, foram observados que a sutura continua foi
superior quando comparada com a sutura interrompida, em relacdo a
resisténcia de ruptura da ferida e ao menor tempo gasto para o fechamento
(POOLE et al., 1984; FAGNIEZ et al., 1985; SEID et al., 1995). Foi também
sugerida que a sutura continua, ao permitir uma distribuicdo igualitaria da
tensdo sobre todo o trajeto da linha de sutura, reduziria o risco de deiscéncia
da parede abdominal. A tenséao foi considerada um fator de risco no processo
de cicatrizagao fascial. O consenso clinico foi que a tensao na linha de sutura
deveria aproximar as bordas da ferida, mas sem causar estrangulamento
tecidual (CARLSON, 1997).

Resultados divergentes entre a sutura continua e a sutura com pontos
separados no fechamento da parede abdominal foram também observados.
Em estudos experimentais, o emprego de sutura com pontos separados foi
significativamente mais seguro do que a sutura continua, quando os
parametros avaliados foram resisténcia de ruptura e/ou resposta inflamatéria
(LARSEN e ULIN, 1970). Em estudos clinicos e experimentais, inclusive
prospectivos e randomizados, diversos autores nao encontraram diferengas
significativas nas taxas de complicagées do fechamento da parede abdominal,
tais como deiscéncia e hérnia incisional, quando foi comparado a sutura
continua com a sutura interrompida (KAPUR et al., 1979; RICHARDS et al.,
1983; MCNEILL e SURGEMAN, 1986; SAHLIN et al., 1993; NIGGEBRUGGE et
al., 1995).

Em relagao a pericia técnica dos cirurgides no fechamento da parede
abdominal, Keill et al. (1973) constataram que os resultados foram
estatisticamente equivalentes quanto a ocorréncia de deiscéncia da ferida
cirurgica, mediante um estudo retrospectivo entre cirurgides experientes e com
pouca experiéncia. Por outro lado, Gislason et al. (1999) concluiram que o risco

de infecgdo esta relacionado com a habilidade técnica do cirurgido, sendo
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considerada fator de risco para o desenvolvimento de complicagcées de ferida
operatdria apds analise de 599 pacientes submetidos a operagdes abdominais.
A técnica cirurgica foi considerada como o fator determinante na etiologia da
hérnia incisional, e que o simples ajuste da técnica pelo cirurgiao, com base na
quantidade de tecido da borda aponeurdtica incluido na sutura e no intervalo
entre os pontos, pode melhorar os resultados operatérios tardios
(ISRAELSSON e JONSSON, 1996; ISRAELSSON, 1998). Em contraste, em
estudo clinico prospectivo, Irvin et al. (1978) constatou que as feridas
abdominais fechadas por cirurgides em treinamento estavam vinculadas com
altos indices de deiscéncia e de hérnias incisionais (13,2%) comparadas aos
cirurgides com experiéncia (4,3%). Todavia, a incidéncia de hérnia incisional
continua alta até com cirurgides experientes utilizando-se de técnica
apropriada. Carlson (1997) recomendou que quando o cirurgido se depara com
a deiscéncia da parede abdominal, deve-se refletir mais como um problema
resultante da técnica inadequada do que consequente aos fatores de riscos
presentes no paciente. Essa reflexdo teria como objetivo a mudanga do
comportamento técnico do cirurgido, em termos de melhorar as proprias
habilidades técnicas, e n&o atribuir as complicagbes como decorrentes
somente das condicbes morbidas presentes no paciente. A técnica cirurgica
cuidadosa, com manuseio delicado dos tecidos, hemostasia adequada e maior
experiéncia do cirurgido, é fundamental para a otimizagdo da cicatrizagdo da
ferida operatéria (MEHRABI et al., 2006; UENO et al., 2006).

Outro fator altamente significativo na patogénese da deiscéncia e da
hérnia incisional foi a infecgédo de ferida operatoria (KEILL et al., 1973; IRVIN et
al., 1977; RIOU et al., 1992; GISLASON et al., 1995), que também aumentou
substancialmente o risco de morte em pacientes submetidos ao transplante de
orgaos e a imunossupressao (SCHWEIZER et al., 1973; HADLEY et al., 1995;
GRIM et al., 2006). Os fatores que estavam mais frequentemente associados
com a infecgéo de ferida operatdria foram a obesidade, definida como indice de
massa corporal acima de 30 kg/m?, e as doengas malignas (IRVIN et al., 1977;
MERION et al., 1991; HUMAR et al., 2001; GRIM et al., 2006). E claramente
conhecido que uma menor quantidade de bactérias foi necessaria para produzir
a infeccao de ferida operatéria quando na presenca do fio de sutura (JAMES e

MACLEOD, 1961). Possivelmente, os fios de sutura multifilamentares
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apresenta desvantagem em comparagdo com os fios monofilamentares.
Pareceu razoavel supor que as bactérias poderiam adentrar na rede de
filamentos e ficar protegidos contra o mecanismo de defesa do organismo e
promover inflamacédo prolongada (OSTERBERG e BLOMSTEDT, 1979). Ao
reter bactérias, os fios de sutura multiflamentares poderiam dificultar a
remocdo dessas bactérias pelos leucécitos polimorfonucleares, fase
fundamental no processo de cicatrizacdo, aumentando o risco de infeccao e,
assim, de deiscéncia da ferida operatoria. Desse modo, os fios
monofilamentares nao-absorviveis, além de inertes e nao irritantes para o
tecido, foram considerados o mais proximo do ideal, porque mantém a
resisténcia suficiente para assegurar a aproximacéo da aponeurose da parede
abdominal, até mesmo se a cicatrizacdo for retardada pela infeccéo da ferida
(BUCKNALL, 1981).

Outro fator relacionado significativamente com a infecgdo de ferida
operatoria foi 0 uso de agentes imunossupressores, particularmente o regime
baseado no micofenolato mofetil, inclusive com a maior prevaléncia de
infeccbes graves por agentes oportunistas (HUMAR et al.,, 2001; MEIER-
KRIESCHE et al., 1999; SARMIENTOet al., 2000).

Jonson et al. (1991) afirmaram que o processo de cicatrizagdo das
feridas depende do suprimento de oxigénio disponivel nos tecidos, pela
demonstracdo que a deposicdo de colageno foi significativamente e
diretamente proporcional a tensdo de oxigénio tecidual e as medidas de
perfusdo sanguinea. A perfusdo tecidual € fundamental no processo de
cicatrizacdo das feridas, para ativacdo do sistema de coagulagdo, de
plaquetas, de transporte de substancias mediadoras e de células, tais como
linfécitos, macréfagos e fibroblastos (CARRICO et al.,, 1984). O aporte
adequado de oxigénio é essencial para as etapas do processo de cicatrizagao,
tais como inflamacao, angiogénese, epitelizacdo e deposicdo de matriz
extracelular. Feridas cirurgicas isquémicas foram associadas com maior
dificuldade no processo de cicatrizagdo (HUNT et al., 1969). Por isso, Thornton
e Barbul (1997) recomendaram que o cirurgido deveria ter a responsabilidade
de conhecer profundamente todos os fatores pré-operatérios, intraoperatérios e
pos-operatorios que podem comprometer o processo de cicatrizagédo da ferida,

para reduzir o risco de complicagdes e de uma nova intervengéo cirurgica.
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O processo de cicatrizagao pode ser estimulado e a infec¢ao da ferida
operatdria prevenida mediante procedimentos de correcdo ou estabilizacao dos
processos morbidos no pré-operatorio. No intra-operatorio, a técnica cirurgica
adequada, o uso de antibidticos profilaticos quando indicados e a prevengao da
vasoconstricdo sdo fundamentais nesse sentido. Ja no pds-operatorio, o foco
inclui a prevengao da vasoconstrigdo por meio do alivio da dor, do aquecimento
e da reposicao volémica apropriada, associada com a manutengao do estado
nutricional e controle da glicemia (HUNT e HOPF, 1997).

Para prevenir a ruptura da fascia e a deiscéncia da ferida, recomenda-
se entre os cuidados mais relevantes no fechamento da parede abdominal, que
a sutura deva ser continua em massa com material com resisténcia prolongada
e absorcao retardada, com ampla inclusao da borda tecidual de pelo menos 2
cm de largura, com curto intervalo entre os pontos da sutura de cerca de 1 cm

e com tensao na linha de sutura sem causar o estrangulamento dos tecidos.

2.3 FATORES SISTEMICOS QUE INTERFEREM NA CICATRIZACAO

Diversos sistemas de escore, baseados em fatores de risco
significativos determinados por analises univariada ou multivariada, tem sido
propostos com a finalidade de predizer os pacientes com eventual risco de
desenvolver complicacbes no processo de cicatrizagdo da ferida operatoria
apo6s cirurgia abdominal (GOODENOUGH et al, 2015). O sistema de escore
deveria ser simples e facilmente aplicavel no cenario clinico. As condutas
cirargicas poderiam ser planejadas ou modificadas com base na identificagcao
dos pacientes com alto risco, tal como considerar o reforco adicional da ferida
operatoria pelo uso profilatico de malha sintética, biolégica ou bioabsorvivel
(BEVIS et al., 2010; LLAGUNA et al., 2011; COCCOLINI et al., 2013); ou pela
utilizacdo de suturas de retengao (IRVIN et al., 1977), para prevenir a
deiscéncia ou hérnia incisional, evitar procedimentos cirurgicos futuros e
reduzir a hospitalizagao e os custos hospitalares (GILI-ORTIZ et al., 2015).

Em estudos de caso controle, Riou et al. (1992) e Makela et al. (1995)
delinearam os fatores de risco significativos incluindo idade acima de 65 anos,
doenca pulmonar crénica, instabilidade hemodinamica, ostomias na inciséo

operatoria, cirurgia de urgéncia, infeccdo sistémica, hipoproteinemia,
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obesidade, uremia, desnutricdo, doengas malignas, ascite, uso de esteroides e
hipertensdo. Além de complicagcdes pos-operatodrias, tais como infeccdo de
ferida, ileo paralitico prolongado, tosse, vomitos e retengcdo urinaria, que
também foram fatores de risco significativos para deiscéncia da parede
abdominal.

Em relacédo a faixa etaria, outros autores encontraram que a idade a
partir dos 50 anos ja representava maior risco de deiscéncia, em comparagao
com paciente jovens (KEILL et al., 1973; NIGGEBRUGGE et al., 1995).
Todavia, a presenca frequente de doencgas sistémicas nos pacientes idosos
dificultou a avaliagdo da idade avancada como fator de risco isolado de
deiscéncia. Em ratos idosos, no quarto e no sétimo dia pds-operatério, a
resisténcia de ruptura da ferida cirurgica abdominal foi significativamente menor
do que em ratos jovens (PETERSEN et al., 1995). A alta incidéncia de hérnia
incisional em pacientes idosos foi geralmente atribuido a diversos fatores de
risco, resultante, portanto, de um processo multifatorial (BEVIS et al., 2010;
CAGLIA et al., 2014).

A maioria dos estudos que avalia o papel do indice de massa corporal
na incidéncia de complicagdes de ferida operatéria demonstrou que a
obesidade, especialmente o indice de massa corporal acima de 30 kg/m?,
apresenta uma forte interferéncia na cicatrizagdo de ferida (SAWYER et al.,
1999; HUMAR et al., 2001; FLECHNER et al., 2003; MEHRABI et al., 2006).

O risco elevado de deiscéncia de parede abdominal em pacientes com
uremia foi considerado indefinido. Entretanto, diversos autores observaram
aumento na incidéncia de deiscéncia de ferida operatéria em pacientes com
uremia (BLUEMLE et al., 1959; STEIN e WIERSUM, 1959; KYRIAKIDES et al.,
1975; RIOU et al., 1992). Essa complicagdo também foi verificada em estudos
experimentais (NAYMAN, 1966). Kursh et al. (1977) constataram que ratos com
uremia tinham significativa reducédo na resisténcia de ruptura em comparacéao
com os animais do grupo controle. Todavia, os ratos com uremia tinham
significativa perda do peso corporal em relagdo aos controles, indicando que a
perda da resisténcia da ferida poderia estar mais correlacionada com o grau de
desnutricdo do que com os niveis de uremia. Outros autores nao evidenciaram
efeito prejudicial estatisticamente significativo da uremia sobre a cicatrizagao
da parede abdominal (SHINDO e KOSAKI, 1982).
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A hipertensdo arterial sistémica é um conhecido fator de risco para
doenca macro e microvascular. Essas alteracbes microvasculares podem
representar um risco adicional ao processo de cicatrizagdo, decorrente da
perfusdo e oxigenagcdo tecidual inadequadas. No entanto, em estudo
experimental utilizando ratos espontaneamente hipertensos, n&o foi observada
diferenca estatisticamente significante nos niveis de hidroxiprolina tecidual e na
forca de ruptura da cicatriz da parede abdominal em comparagdo ao grupo
tratado com enalapril e ao grupo controle ndo hipertenso (TOSTES et al.,
2007).

Diversas medicagbes de acdo sistémica tém sido objeto de estudos
experimentais para avaliar seus potenciais efeitos sobre o processo de
cicatrizagdo. Nesse sentido, destacam-se os antiinflamatoérios ndo hormonais,
que sao frequentemente utilizados no periodo pds-operatério para controle da
dor. Entretanto, uma das preocupagcbes do uso dos antiinflamatérios nao
hormonais no perioperatério é o risco de retardar o processo de cicatrizacao,
devido as alteragdes na resposta inflamatéria (POLLACK, 1982). Minossi et al.
(2001) utilizaram a forgca de ruptura, o exame histopatolégico e a relagao
hidroxiprolina/proteina tecidual como parédmetros para avaliar os efeitos do
diclofenaco sodico sobre a cicatrizagdo da parede abdominal de ratos. Os
animais do grupo tratado apresentaram retardo do processo cicatricial em
relacdo aos seus controles, caracterizado por uma menor fibrogénese, menor
densidade de fibras colagenas, além de um numero maior de complicagoes,
como microabscessos, em torno dos fios de sutura. No entanto, Tognini et al.
(2000) observaram que o meloxicam, um antiinflamatério ndo hormonal inibidor
levemente seletivo da ciclooxigenase 2, nao produz alteragdes biomecanicas e
morfolodgicas na cicatrizagdo da parede abdominal de ratos. Em estudo prévio,
esse autor avaliou o efeito do tenoxicam, um antiinflamatério ndo hormonal do
grupo oxicam, inibidor n&o seletivo da ciclooxigenase, sobre a cicatrizagao da
parede abdominal de ratos sacrificados no 7° e 14° dia de pds-operatorio
(WATANABE e WATANABE, 2005). Nao foram observadas complicacbes da
ferida operatéria, nem diferenga estatisticamente significante na forga de
ruptura e na concentracdo de hidroxiprolina tecidual nos periodos estudados

em relagao ao grupo controle.
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2.4 MECANISMOS DE ACAO DO TACROLIMUS E MICOFENOLATO
MOFETIL

Os linfécitos possuem um papel central na resposta imune. A reacgéo
de rejeicao inicia-se quando os linfocitos T reconhecem os aloantigenos nas
células dos tecidos transplantados. Esses antigenos do doador s&o
apresentados aos linfocitos do receptor pelas células apresentadoras de
antigenos, especialmente células dendriticas e macrofagos que fagocitam e
apresentam o antigeno processado na sua superficie. Essas células
dendriticas apresentadoras de antigeno migram para a area de células T em
orgaos linfaticos secundarios, ja com expressao dos antigenos HLA em sua
superficie, que serao ligados aos receptores das células T, o denominado TCR
(T Cell antigen Receptor), resultante do primeiro sinal ou alo-reconhecimento
direto, via ativacdo dos genes de linfocinas. A estimulagao dos linfocitos T, via
complexo TCR-CD3, com a presenga de um segundo sinal, inicia-se uma
sequéncia de eventos bioquimicos, que resulta na ativacdo de fatores de
transcricdo genética, com modulagao da expressao de genes que afetam os
niveis de produgao de proteinas codificadas, incluindo linfocinas e respectivos
receptores celulares de superficie. As linfocinas, ao se ligarem aos respectivos
receptores dos fatores de crescimento, promovem estimulacdo da atividade
autdcrina e paracrina e induzem a proliferacdo e diferenciagao das células T
(BIERER et al.,, 1993). Para ocorrer a proliferagdo de linfocitos, torna-se
necessaria também a sintese de nucleotideos. O tacrolimus, assim como a
ciclosporina, inibe os linfécitos T pela ligagdo com receptores intracelulares.

O tacrolimus (FK506) € um antibiético macrolideo, produzido pelo
fungo Streptomyces tsukubaensis, que apresenta potente atividade
imunossupressora. O tacrolimus, mediante ligagdo com receptores
intracelulares FKBP (FK506-Binding Protein), bloqueia o primeiro sinal, a
ativagdo dos genes da linfocinas, por meio da inibicdo da atividade da
calcineurina (FRUMAN et al., 1992), que resulta na transcrigdo genética das
linfocinas e ativagcdo das células T. Embora tenha mecanismo de agéo
semelhante a ciclosporina, o tracolimus possui diferente estrutura quimica e
sitio de ligacao citoplasmatico, tornando-se 10-100 vezes mais potente do que
a ciclosporina (TOCCI et al., 1989; BIERER et al., 1991). O tacrolimus foi capaz
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de inibir a ativacdo das células T ndo apenas mediada pelo complexo TCR-
CD3, mas também por via de outros receptores de superficie, 0 CD2 (BIERER
et al., 1991). A capacidade especifica de inibir as células T e a maior poténcia
de acgao contribuiram para a eficacia clinica como importante imunossupressor
(SCHREIBER e CRABTREE, 1992).

A administracdo do tacrolimus como agente imunossupressor bloqueia
a transcricio do RNA mensageiro, afetando a produgdo de linfocinas
codificadas, tais como a IL-2 (Interleucina-2), a IL-3 (Interleucina-3), a IL-4
(Interleucina-4), o Interferon (IFN-y), o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), além
de outros (TOCCI et al., 1989). Essa cascata de eventos resulta na inibigdo da
proliferacdo e diferenciacdo das células T. Esse processo pode ser
parcialmente revertido adicionando-se IL-2 exdgena em culturas in vitro,
sugerindo que o bloqueio na fungéo da célula T pode estar associado com essa
citocina (DUMONT et al., 1990).

O micofenolato mofetil (RS61443), o 2-4-morfolino etil éster do acido
micofendlico, obtido originalmente da espécie de Penicillium brevicompactum,
bloqueia a sintese dos nucleotideos das purinas (ALLISON et al.,, 1991;
BEHREND, 1996). O micofenolato mofetil ndo apresenta interagbes clinicas
significativas com a variedade de agentes imunossupressores usados em
transplantes de 6rgaos e é rapidamente absorvido pela via oral. Quando
administrado por via oral, o micofenolato mofetil & hidrolisado por esterases no
intestino e liberado na corrente sanguinea como acido micofendlico. No
entanto, o acido micofendlico mostrou-se pouco util como antibiético, passando
a ser foco de investigagdo como agente imunossupressor. O acido micofendlico
€ um potente, seletivo, ndo competitivo e reversivel inibidor do tipo Il da enzima
inosina-5"-monofosfato desidrogenase (IMPDH), que se expressa pela ativagao
dos linfocitos T e B (FRANKLIN e COOK, 1969; CARR et al., 1993). A IMPDH é
a enzima chave para a biossintese das purinas, durante o processo de divisao
celular. Desse modo, o acido micofendlico inibe a proliferacéo de linfocitos T e
B humanos (EUGUI et al., 1991). Pela inativagao do tipo Il da IMPDH, o acido
micofendlico apresenta um potente efeito citostatico cerca de cinco vezes maior
sobre os linfécitos do que fibroblastos e outros tipos de células, o que resultou
em diversas propriedades imunossupressoras (ALLISON e EUGUI, 2000;

ALLISON, 2005). Outro mecanismo muito importante que pode contribuir para
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eficacia do acido micofendlico em evitar a rejeicdo aguda e cronica do enxerto
inclui a deplecdo do pool de nucleotideos guanosina trifosfato (GTP) em
linfécitos e mondcitos, com inibicdo da proliferagéo e, desse modo, suprimindo
a resposta imune celular-mediada e a formagao de anticorpos (EUGUI et al.,
1991). A deplecdo da GTP é o principal mecanismo pelo qual o acido
micofendlico suprime a sintese de DNA e a proliferagdo dos linfécitos T
(ALLISON e EUGUI, 2000). O acido micofendlico também induz a apoptose de
linfocitos T ativados que poderiam eliminar clones de células que respondem a
estimulacado antigénica (COHN et al., 1999); suprime a maturacdo da célula
dendritica com reducao da apresentacao do antigeno ao linfécito T (ALLISON e
EUGUI, 2000); bloqueia a glicosilagéo e a expressao de algumas moléculas de
adesao celular, com prejuizo no recrutamento dos linfécitos e mondcitos nos
locais de inflamacao e rejeicdo ao enxerto (ALLISON et al., 1991; BLAHETA et
al., 1999); e também resulta na deplecado da tetrahidrobiopterina, um cofator
que induz a produgao da enzima sintetase de oxido nitrico (NOS - Nitric Oxide
Synthase) e, consequentemente, pela supressdo da NOS, evita o dano tecidual
mediado pela agao de oxidantes potentes (ZIMMERMAN e GRANGER, 1994;
SENDA et al., 1995; ALLISON e EUGUI, 1996).

2.5 EFEITOS DO TACROLIMUS E MICOFENOLATO MOFETIL NA
CICATRIZACAO

Em pacientes submetidos ao transplante renal, as complicacbes da
ferida operatéria foram observadas sob diferentes associacdes de agentes
imunossupressores (DEAN et al., 2004; GRIM et al., 2006; WSZOLA et al.,
2013). Todavia, a analise de um unico agente, tal como o tacrolimus ou o
micofenolato mofetil, como fator de risco para a cicatrizacdo da ferida
operatoria torna-se complexa quando a associacdo de multiplos agentes foi
necessaria e, geralmente, utilizada para o controle do processo de rejeicao
organica. Atualmente, o regime padrdo de agentes imunossupressores em
pacientes submetidos aos transplantes de 6rgaos solidos incluem um inibidor
da calcineurina, como a ciclosporina ou o tacrolimus; um agente

antiproliferativo, como a azatioprina ou o micofenolato mofetil; e um esteroide.
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Os resultados dos estudos clinicos e experimentais sobre a influéncia
do tacrolimus sobre o processo de cicatrizacdo da ferida operatéria sao
controversos, variando desde autores demonstrando efeitos adversos,
auséncia de interferéncia e até favorecimento no processo cicatricial
(SCHAFFER et al., 1998; KITA et al., 1999; KIYAMA et al., 2002;
WASSERBERG et al., 2004; RAPTIS et al., 2012). Em estudo experimental, foi
observado também que o tacrolimus reduz a lesdo de isquemia e reperfuséo,
acentua a fungado orgéanica e melhora a sobrevivéncia do enxerto (KUBES et
al., 1991). Quando comparado com o novo agente inibidor da calcineurina, o
voclosporina (ISA247), os autores observaram que o tacrolimus teve eficacia
comparavel em termos de rejeicdo aguda e com fungédo renal similar aos
grupos tratado com altas e baixas doses de voclosporina, mas com incidéncia
mais elevada de diabetes apds transplante renal (BUSQUE et al., 2011).

Schaffer et al. (1998) estudaram as feridas de pele de ratos tratados
com injeg¢des intraperitoneais de tacrolimus nas doses de 0,5; 1,0; e 2,0
mg/Kg/dia por um periodo de 10 dias. Foi observada uma redugao significativa
na resisténcia de ruptura e na deposigao de colageno nas cicatrizes do grupo
que recebeu o tacrolimus na dose de 2,0 mg/Kg/dia. Em paralelo, demonstrou-
se também uma diminuicdo significativa nos niveis de nitrato/nitrito nas feridas
desse grupo, sugerindo que o tracrolimus prejudica a cicatrizagdo por meio da
reducdo na sintese do 6xido nitrico.

Quando o grupo de pacientes tratados com tacrolimus e micofenolato
mofetil foram comparados com o grupo de pacientes tratados com sirolimus
(agente imunossupressor que inibe a via de transdugdo mediada pela citocina,
com redugao da ativagado do linfécito T e também bloqueia a proliferacdo de
fibroblastos) e micofenolato mofetil, Grim et al. (2006) verificaram que as
complicacbes da ferida operatéria ocorreram em 14,3% e 31,8% nos dois
grupos de pacientes, respectivamente. Ambos os grupos foram submetidos ao
transplante renal e tinham caracteristicas clinicas semelhantes. Apesar do
percentual do grupo que recebeu o tacrolimus representar menos da metade
da taxa de complicagbes observadas no grupo de pacientes tratados com
sirolimus, os resultados observados nos dois grupos foram estatisticamente

equivalentes.
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Por outro lado, igualmente em pacientes submetidos ao transplante
renal, outros autores evidenciaram diferenga estatisticamente significativa entre
os regimes contendo sirolimus/tacrolimus/prednisona e micofenolato
mofetil/tacrolimus/prednisona, com taxas de 43,2% versus 2,4%,
respectivamente (VALENTE et al., 2003). O sirolimus foi implicado como fator
de risco independente nas complicagcbes da ferida apds o transplante em
relacdo ao micofenolato mofetil, mediante analise multivariada. Entretanto, a
associagao de dois agentes antiproliferativos, sirolimus e tacrolimus, poderia
potencializar os efeitos adversos, com elevacédo na taxa de complicacbes da
ferida operatéria.

Em ensaio clinico prospectivo e randomizado entre pacientes
submetidos ao transplante renal tratados com tacrolimus/micofenolato
mofetil/prednisona versus sirolimus/micofenolato mofetil/prednisona, Dean et al.
(2004) constataram que as taxas de complicagdes da cicatrizacao da ferida
operatoria foram de 8% (5 de 59 pacientes) no grupo de tacrolimus e de 47%
(30 de 64 pacientes) no grupo de sirolimus, diferenga que foi estatisticamente
significativa. Pela analise multivariada, os autores observaram que apenas o
sirolimus e o indice de massa corporal foram fatores que se correlacionaram
independentemente com as complicacbes da ferida operatoria. Por
conseguinte, parece que o regime baseado no sirolimus foi um fator de risco
fundamentado, até mesmo quando atuou como agente antiproliferativo isolado,
no desenvolvimento de disturbios na cicatrizagcao da ferida operatoéria. Esse
resultado enfraquece a hipotese de que a associagcao do tacrolimus e sirolimus
poderia potencializar os efeitos adversos no processo cicatricial da ferida
operatoria.

Willems et al. (2013) avaliaram os efeitos do tacrolimus na cicatrizagéo
em ratos submetidos a laparotomia mediana, seguida de anastomoses em ileo
terminal e cdélon. Trés grupos de animais receberam o tacrolimus por via
subcutanea nas doses de 0,5; 2,0 e 5,0 mg/Kg/dia, iniciado no dia da operacéao
até a data do sacrificio. A ferida da parede abdominal e ambas as anastomoses
foram analisadas, porém nao houve diferenga significativa na resisténcia de
ruptura e na presséo intraluminal de ruptura entre os grupos que receberam o
tacrolimus e o controle nos periodos analisados (3°, 5° e 7° dia pos-operatorio).

Os autores concluiram que o uso isolado de tacrolimus nao interferiu
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negativamente ou positivamente no processo de cicatrizagdo durante a
primeira semana de pds-operatorio.

Em contraste, Kiyama et al. (2002) estudaram a fase aguda da
cicatrizacdo de anastomoses de célon em ratos tratados com trés diferentes
doses de tacrolimus, correspondente a 0,01; 0,1; e 1,0 mg/Kg/dia, por um
periodo trés dias. Foi demonstrado um aumento significativo na resisténcia a
pressdo intraluminal de ruptura das anastomoses nos trés grupos que
receberam as diferentes doses de tacrolimus em relagdo ao grupo controle,
que recebeu somente o diluente. Os autores deduziram que o tacrolimus
favorece a fase precoce da cicatrizacao de anastomoses célicas, em animais
sacrificados no quarto dia pds-operatorio.

Em concordéncia com os resultados de Kiyama et al. (2002), Raptis et
al. (2012) concluiram também que a administracao diaria de dose de tacrolimus
(0,1 mg/Kg), por via subcutanea, favorece a cicatrizacdo de anastomoses de
colon em ratos. No quarto e oitavo dia pds-operatério, os autores
demonstraram aumentos estatisticamente significativos nos valores de presséo
intraluminal de ruptura e na concentragao de hidroxiprolina tecidual no grupo
que recebeu o tacrolimus em comparagao com 0 grupo controle, que recebeu
solucao de cloreto de sodio 0,9%.

Diferentemente, Schaffer et al. (2005) ndo evidenciaram diferenga
estatisticamente significativa nos parametros de pressao intraluminal de ruptura
e no conteudo de colageno nas anastomoses de célon nos grupos de ratos que
foram tratados com inje¢cdes subcutaneas de 2,0 ou 5,0 mg/Kg/dia de
tacrolimus e sacrificados no quinto dia pds-operatério. Na mesma publicacao,
em um segundo experimento, os autores analisaram a cicatrizacdo da ferida
incisional de pele em animais que receberam 1,0 ou 2,0 mg/Kg/dia de
tacrolimus e que foram sacrificados no décimo dia pods-operatoério. Pelo
contrario aos dados observados na anastomose coélica, foram observadas
reducdes estatisticamente significativas no conteudo de hidroxiprolina, no
indice de depdsito de colageno e na resisténcia de ruptura da ferida da pele
somente nos animais que receberam 2,0 mg/Kg/dia de tacrolimus, em
comparagao com o grupo controle. Com base nos resultados, os autores
concluiram que seriam necessarias altas doses de tacrolimus para afetar o

processo de cicatrizacdo da derme e que diferentes tecidos demonstraram
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suscetibilidade distinta as doses do agente imunossupressor ou que a
restauracdo da ferida intestinal parece evoluir mais precocemente em
comparagao com a lesao de pele.

Kita et al. (1999) analisaram a cicatrizagdo de anastomoses de
intestino delgado e colon em ratos tratados com tacrolimus na dose de 2,0
mg/Kg/dia e sacrificados no sétimo dia pds-operatério. Os autores observaram
uma reducgao significativa na pressao intraluminal de ruptura das anastomoses
de cdélon dos animais tratados com tracrolimus em relagdo ao grupo controle.
No entanto, nao foi evidenciada diferengca nos valores de pressao intraluminal
de ruptura nas anastomoses de intestino delgado.

Paul et al. (2014), ao avaliar a sintese de colageno na cicatriz cirurgica
vesical em ratos tratados com 0,1 mg/Kg/dia de tacrolimus e 20 mg/Kg/dia de
micofenolato mofetil, evidenciaram a predominancia estatisticamente
significativa do colageno tipo Il (imaturo) e redugdo estatisticamente
significativa do colageno tipo | (maduro), quando comparados com o grupo
controle, tratados com solugéao de cloreto de sédio 0,9%, e com o grupo sham,
sem tratamento, sacrificados no décimo-quinto dia pds-operatério.
Fundamentados nos resultados, os autores concluiram que houve mudanga
qualitativa na sintese de colageno na ferida vesical de ratos apds quinze dias
de tratamento com tacrolimus e micofenolato mofetil. Entretanto, outro estudo
experimental demonstrou que o tacrolimus, in vitro, ndo modulou a expressao
do colageno tipo | e Il em fibroblastos humanos oriundos da derme, indicando
que o agente imunossupressor nao influenciou diretamente no processo de
remodelagem do colageno e da matriz (WONG et al., 2013).

Em pacientes submetidos ao transplante renal, Humar et al. (2001)
verificaram que pacientes tratados com micofenolato mofetil tiveram taxa de
infecgao estatisticamente maior quando confrontados com pacientes tratados
com azatioprina. Baseado em uma analise multivariada, os autores
evidenciaram também que o micofenolato mofetil foi fator de risco significativo
para deiscéncia e hérnia incisional. Em ratos submetidos a anastomose de
célon, Zeeh et al. (2001) constataram que o tratamento com 25 mg/Kg/dia de
micofenolato mofetil, por via intraperioneal, iniciado trés dias antes da operagéao
e mantido até as datas de sacrificio, reduziu significativamente a pressao

intraluminal de ruptura da anastomose cdélica em animais sacrificados no
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segundo e quarto dia pos-operatorio, quando comparados com 0s animais do
grupo controle que receberam o veiculo associado ao principio ativo. Inglin et
al. (2008) obtiveram resultados completamente concordantes ao demonstrar
reducdes significativas das pressdes intraluminais de ruptura da anastomose
de cdélon no grupo de animais tratados com micofenolato mofetil quando
comparados com o grupo controle em animais sacrificados no segundo e
quarto dia pods-operatorio, mas nao houve diferenca no sexto dia pos-
operatorio. A quantidade de células proliferativas foi também significativamente
mais elevada no grupo controle do que no grupo tratado com micofenolato
mofetil nos animais sacrificados no segundo e sexto dia pods-operatorio.
Convenientemente, os efeitos negativos na cicatrizagédo da anastomose célica
foram revertidos pela adigdo exdgena de fator de crescimento semelhante a
insulina tipo | (IGF-I), visto que o grupo de animais tratados com o micofenolato
mofetil associado com o IGF-I ndo diferiram do grupo controle.

SIKAS et al. (2006) verificaram igualmente em anastomoses de coldn
que os valores médios de pressao intraluminal de ruptura foram
estatisticamente menores nos animais que foram tratados com 40 mg/Kg/dia de
micofenolato mofetil, iniciado sete dias antes da operagdo até a data do
sacrificio, do que no grupo controle, sacrificados no terceiro e sétimo dia pos-
operatorio, mas sem diferenga significativa no décimo-quarto dia pos-
operatorio. Os autores também investigaram os efeitos do micofenolato mofetil
sobre a expressao do fator de transformacao do crescimento 1 (TGF-1), que
tem um importante papel na cicatrizacdo da anastomose intestinal, porque atua
na ativacdo dos macrofagos e células epiteliais, sendo responsavel pela
producao de colageno e aquisicdo de resisténcia da ferida. O micofenolato
mofetil apresentou efeito negativo sobre a expressédo do TGF-31, resultando na

diminuicdo do acumulo de colageno.
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3 METODOS

O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Parana na Reunido Ordinaria 03/2011 em 05/04/2011 (ANEXO 1). Os
procedimentos operatdrios executados neste estudo foram realizados no
Laboratério de Cirurgia Experimental do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana (UFPR). O estudo histopatoldgico foi efetuado

no Laboratério Vesalius de Anatomia Patologica - Brasilia - DF.

3.1 ANIMAL DE EXPERIMENTACAO

Apoés a padronizagao técnica, foram utilizados na experiéncia definitiva
36 ratos, Rattus norvergicus, da linhagem Wistar, aparentemente sadios. Todos
0s animais eram machos e tinham peso corporal inicial entre 180 e 410 g, com
cerca de 120 dias de vida. Os animais foram provenientes do Biotério do Setor

de Ciéncias Biolégicas da UFPR.

3.2 DISTRIBUICAO E LOCAGAO DOS ANIMAIS EM GRUPOS

Os 36 animais foram distribuidos, por sorteio, em um grupo controle e
dois grupos de experimentagdo, com 12 animais em cada grupo. No pos-
operatdrio imediato e antes de receberem os medicamentos, quatro animais do
grupo controle e trés animais do grupo experimentagdo morreram por
complicagbes anestésicas ou por complicagdes decorrentes do procedimento
operatorio. Os trés grupos receberam as seguintes denominagdes e ficaram
com 0s seguintes numeros de animais:

o GRUPO C (GC) - 8 animais submetidos ao procedimento cirurgico

padrdo que receberam no pos-operatério solugao fisioldgica de cloreto

de sddio 0,9%;

o GRUPO | (Gl): 11 animais submetidos ao procedimento cirurgico

padrdo que receberam no pos-operatorio o micofenolato mofetil

(Cellcept®, Roche, Nutley, NJ) na dose 20 mg/Kg de peso corporal por

dia associado ao tacrolimus (Prograf®, Astellas Pharma, Deerfield, IL)
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na dose 1 mg/Kg de peso corporal por dia;

o GRUPO Il (Gll): 10 animais submetidos ao procedimento cirurgico

padrao que receberam no pods-operatério o micofenolato mofetil na

dose 20 mg/Kg de peso corporal por dia associado ao tacrolimus na

dose 0,5 mg/kg de peso corporal por dia.

A distribuicdo dos 36 animais em trés grupos foi realizada, por sorteio,
ao término do procedimento cirurgico, utilizando-se de uma urna contendo 12
fichas com a inscricdo GC, 12 fichas com a inscrigdo Gl e 12 fichas com a
inscricao Gll.

Apos o procedimento operatério, para a determinagcdo dos animais dos
grupos GC, Gl e GlI, procedeu-se a retirada de uma das fichas, sem reposicao,

até o término de todas as fichas da urna.

3.3 PREPARO PRE-OPERATORIO

Os animais permaneceram em gaiolas no Biotério do Setor de Ciéncias
Bioldgicas da UFPR, recebendo dieta padrao de laboratério e agua a vontade,
confinados em um regime de doze horas de luz e doze horas de escuro. Todos
os animais foram pesados, numerados aleatoriamente no dorso, sendo os

valores de peso correspondentes devidamente anotados.

3.4 ANESTESIA

Os animais foram mantidos em jejum durante duas horas antes do
procedimento operatorio. Os animais foram submetidos a injegao intramuscular
de diazepam, na dose de 5 mg/Kg de peso corporal e atropina, na dose de 0,5
mg/Kg de peso corporal, seguida de solugao anestésica composta por
cloridrato de xilazina, na dose de 5mg/kg de peso corporal, e por ketamina, na
dose de 100mg/Kg de peso corporal, por via intraperitoneal. Os animais foram
considerados anestesiados quando apresentavam o estado de flacidez da
musculatura esquelética e de perda completa dos reflexos. No intra-operatorio,
doses adicionais de solucido anestésica foram administradas de acordo com as

necessidades.
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3.5 TECNICA OPERATORIA

Apos a anestesia, os animais foram submetidos a um procedimento
cirargico que consistiu em nefrectomia total direita, seguida de injuria isquémica
e reperfusdo renal esquerda, conforme realizado por diversos autores (PARK et
al., 2001; DELBRIDGE et al., 2007; HEYMAN et al., 2010; KWAK et al., 2011;
KAWAKAMI et al., 2012), com o objetivo de reproduzir um modelo clinico de
transplante renal. Os procedimentos operatdrios foram realizados na seguinte
sequéncia:

o Cada animal foi imobilizado em decubito dorsal, mediante fixacéo

dos seus membros com fita de esparadrapo, sobre uma placa de

madeira;

o Tricotomia da parede abdominal;

o Antissepsia da pele do abdome com iodo povidine;

o O acesso a cavidade abdominal foi feito por laparotomia mediana,

iniciando no apéndice xiféide até atingir o pubis;

o Apos exploragao sistematica da cavidade abdominal, procedeu-se

a disseccédo do rim direito com ligadura dos vasos renais e ureter direito

com fio de algodao 4-0, seguido de ressecg¢ao do rim direito.

o Em seguida, procedeu-se a disseccdo e clampeamento do

pediculo vascular do rim esquerdo, utilizando-se de clamp vascular,

permanecendo este 6rgao em estado de isquemia quente por periodo

de 20 minutos, visualizado pela mudanca da cor do rim. Em seguida, o

clamp foi retirado, para reperfuséo renal, que era confirmada pela volta

da coloracéo inicial do 6rgéo.

o Disseccao vesical e realizagcdo de cistotomia com abertura de um

centimetro na linha média. A seguir, a parede vesical foi fechada em 2

planos (primeiro plano com pontos continuos e segundo plano com

pontos separados), utilizando-se de fio monofilamentar absorvivel

sintético poliglecaprone (Caprofyl®) 4-0.

o Sintese da parede abdominal em dois planos, por meio de suturas

do tipo chuleio simples continuo. No primeiro plano, procedeu-se a

inclusdo do musculo e da aponeurose, sem incluir o peritdnio,
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utilizando-se de fio de mononylon 4.0. No segundo plano, foram
incluidos o tecido subcutdaneo e a pele, utilizando-se de fio de

mononylon 4.0.

3.6 CONTROLE POS-OPERATORIO

ApOés a recuperagao anestésica, os animais foram mantidos em gaiolas
em grupos de quatro animais, com agua e ragao a vontade, confinados num
regime de doze horas de luz e doze horas de escuro. Os animais
permaneceram sob observagao quanto a ocorréncia de qualquer anormalidade.
Todos o0s animais receberam analgésico no primeiro dia de pds-operatoério, na

dose 1 mg/Kg de peso corporal de dipirona, por via subcutanea.

3.7 ADMINISTRAGAO DOS MEDICAMENTOS

A administracdo da solugdo fisiolégica e da solugdo contendo o
micofenolato mofetil + tracolimus foi iniciada no primeiro dia de pds-operatorio
e mantida até o dia do sacrificio dos animais, no décimo quarto dia pos-
operatdrio. A dose foi administrada no periodo matutino, através de um cateter
de plastico, introduzido pela cavidade oral até o estbmago.

Os animais do Grupo C (GC) receberam 0,5 ml de solugéo fisiolégica
de cloreto de sddio 0,9% por dia.

Os animais do Grupo | (Gl) receberam o micofenolato mofetil na dose
de 20 mg/Kg de peso corporal por dia diluido em solugao de cloreto de sédio
0,9% + o tacrolimus na dose de 1 mg/Kg de peso corporal por dia diluido em
solucao de cloreto de sodio 0,9%.

Os animais do Grupo Il (Gll) receberam o micofenolato mofetil na dose
de 20 mg/Kg de peso corporal por dia diluido em solugao de cloreto de sddio
0,9% + o tacrolimus na dose de 0,5 mg/Kg de peso corporal por dia diluido em
solucao de cloreto de sodio 0,9%.

A diluigdo do tacrolimus foi feita no momento da administragéo devido a

instabilidade da molécula quando diluida em solugéao cloreto de sddio 0,9%.

3.8 SACRIFICIO DOS ANIMAIS
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O sacrificio dos animais foi realizado no 14° dia pds-operatorio. Nesse
dia, os animais foram anestesiados utilizando-se da técnica descrita
anteriormente. Ap6s a indugado anestésica, foi realizada a toracotomia mediana
seguida de pungdo intracardiaca para coleta de amostra sanguinea para
analise laboratorial. Foram dosados os niveis séricos de albumina e as taxas
de tacrolimus no sangue total, conforme descrito previamente (WINKLER et al.,
1994).

Apos a avaliagcdo macroscopica da cicatriz mediana, procedeu-se a
resseccao de um fragmento retangular da parede abdominal com 3 cm de
largura e 4 cm de comprimento, contendo a cicatriz cirurgica na area central do
fragmento. Apos a retirada cuidadosa da pele, foram obtidos dois fragmentos
iguais de 1 cm de largura por 3 cm de comprimento, mediante incisdes
paralelas, perpendiculares a cicatriz cirdrgica. O fragmento cranial foi fixado em
solugéo de formol tamponada a 10%, para estudo histopatoldgico. O fragmento
caudal da parede abdominal foi destinado para o estudo de resisténcia de
ruptura.

Além disso foram retirados o rim, bexiga, testiculos, coragéo e lobo

hepatico para analise por outros pesquisadores do grupo.

3.9 DETERMINAGCAO DA RESISTENCIA DE RUPTURA

O estudo da resisténcia de ruptura foi realizado nos fragmentos
caudais da parede abdominal, imediatamente apds a ressec¢ao e divisdo do
retalho. Para determinagcdo da resisténcia de ruptura, utilizou-se do
equipamento universal de ensaio de tragdo EMIC®, modelo DL500MF. A
intensidade da for¢ca necessaria para romper completamente a cicatriz cirurgica
da parede abdominal foi aferida em quilograma-forga (Kgf). A velocidade
utilizada no teste foi de 50 mm por minuto. Os fragmentos de parede abdominal
de 1 cm de largura por 3 cm de comprimento foram posicionados de modo que
o local da cicatriz cirurgica permanecesse equidistante das duas garras do
aparelho (Figura 1). Na determinagéo da intensidade da resisténcia de ruptura,
0 observador desconhecia a que grupo de animais pertencia o material

analisado.
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FIGURA 1 - POSICIONAMENTO DA PEGCA CONTENDO A CICATRIZ NA SUA PORGAO
CEI\LT\BAL PAAN_ALISE DARESISTENA DE RUPTURA.

3.10 ESTUDO ANATOMOPATOLOGICO

O estudo anatomopatolégico consistiu do exame macroscopico e

exame microscopico da cicatriz cirurgica da parede abdominal.

3.10.1 Exame Macroscoépico

O exame macroscopico foi realizado durante a ressecc¢ao do retalho da
parede abdominal. A cicatriz cirurgica da parede abdominal foi examinada para
verificar a presenga de complicagdes, tais como infeccao de ferida operatéria e

deiscéncia da parede abdominal.

3.10.2 Exame Microscopico

O exame microscopico foi realizado nos fragmentos craniais da parede
abdominal. O fragmento da parede abdominal foi estendido sobre papel cartdo
e colocado em frasco individual, contendo solucdo de formol tamponada a
10%. As pecas permaneceram no formol por periodo superior a 72 horas, para

sua adequada fixagao.
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Apos a fixagdo, as pegas foram incluidas em parafina. Posteriormente,
realizou-se um corte histoldgico de 4,0 um de espessura perpendicular a linha
de sutura. Cada corte histologico foi corado pela técnica de hematoxilina e
eosina e pelo método tricromico de Masson.

O estudo histopatoldgico foi realizado mediante microscopia 6ptica, por
patologista que desconhecia a que grupo de animais pertencia o material
analisado. Na avaliacdo microscopica, foram analisadas as seguintes
alteracbes teciduais: processo inflamatério, necrose, proliferacdo fibroblastica,
neoformacgao vascular e fibrose. Quanto a intensidade das alteragdes, atribuiu-
se a seguinte classificagdo: ausente (-); leve (+); moderada (++); intensa (+++);

muito intensa (++++).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os pesos corporais dos animais, os niveis séricos de albumina, os
niveis seéricos de tacrolimus e os resultados da resisténcia de ruptura dos trés
grupos foram inicialmente analisados, sob o ponto de vista estatistico,
utilizando-se do teste de Kolmogorov-Smirnov. Como essas variaveis
estudadas apresentavam distribuicdo normal, posteriormente a comparacao
entre os grupos se deu pela utilizagdo do teste ANOVA, com excegao dos
niveis séricos de tacrolimus que foram comparados pelo teste t de Student.

Os resultados de infecgao de ferida operatéria e histopatoldgicos foram
analisados utilizando-se do teste exato de qui-quadrado, porque mais de 20%
das caselas apresentaram frequéncia esperada inferior a 5. O nivel de
significancia adotado em todos os testes foi de 5% (p<0,05). As analises foram

conduzidas utilizando-se do programa SAS 9.3.
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4 RESULTADOS

4.1 EVOLUCAO POS-OPERATORIA

No pos-operatorio imediato e antes de receberem os medicamentos,
quatro animais do grupo controle e trés animais do grupo experimentagao
morreram por complicagdes anestésicas ou decorrentes do procedimento
operatorio. Os outros animais suportaram bem a intervengdo cirurgica sem
mortes adicionais durante o estudo. Trés animais do grupo | (Gl) apresentaram
infeccao da ferida operatéria da parede abdominal (Figura 2). Quanto ao indice
de infeccdo, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os trés
grupos (p=0,175). Nenhum caso de infecgado foi observado no grupo Il ou no
grupo controle. Nao houve deiscéncia da parede abdominal nesse estudo.
Todos os animais que receberam o tacrolimus e micofenolato mofetil, por
gavagem, ndo apresentaram sinais sugestivos de intolerancia aos agentes

imunossupressores.

FIGURA 2 - INFECGAO DA FERIDA OPEE{ATORIA DA PAREDE ABDOMINAL OBSERVADO
EM TRES ANIMAIS DO GRUPO I (GI).

4.2 DISTRIBUIGAO DO PESO CORPORAL
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Os pesos corporeos, em gramas, dos animais dos trés grupos,
medidos antes da operacgao, estao relacionados na Tabela 1. A distribuicdo dos
pesos dos animais, pertencentes aos grupos GC, Gl, e GlI, foi estatisticamente

equivalente entre os grupos (p=0,076).

TABELA 1 - DISTRIBUICAO DOS PESOS CORPORAIS, EM GRAMAS, DOS ANIMAIS DOS
TRES GRUPOS: GC (GRUPO CONTROLE), GI (GRUPO I) E Gl (GRUPO Il) DEZ DIAS
ANTES DO PROCEDIMENTO OPERATORIO. OS ANIMAIS DE CADA GRUPO SAO
REPRESENTADOS PELOS NUMEROS DE 1 A 11.

N° rato GRUPOS

GC Gl Gl
1 240 206 210
2 219 182 278
3 205 196 198
4 252 244 315
5 219 366 354
6 260 399 364
7 230 340 320
8 208 409 401
9 341 364
10 330 376
11 361

MEDIA 229,13 306,72 318,00

4.3 DISTRIBUICAO DOS NIVEIS SERICOS DE ALBUMINA

Os niveis séricos de albumina, em g/dL, dos animais dos trés grupos, GC
(grupo controle), GI (grupo 1) e Gll (grupo Il), estédo relacionados na Tabela 2.
Nao foram evidenciadas diferencas estatisticamente significativas nos niveis

séricos de albumina entre os trés grupos de animais (p=0,132).
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TABELA 2 - NIVEIS SERICOS DE ALBUMINA, EM G/DL, DOS ANIMAIS DOS GRUPOS GC
(GRUPO CONTROLE), GI (GRUPO I) E GlI (GRUPO II) NO DIA DO SACRIFICIO. OS
ANIMAIS DE CADA GRUPO SAO REPRESENTADOS PELOS NUMEROS DE 1 A 11.

N° rato GRUPOS
GC Gl Gl
1 2,8 2,3 2,8
2 2,8 3,0 29
3 29 2,8 3,1
4 2,9 2,8 2,4
5 3,0 2,4 3,0
6 2,9 2,8 2,7
7 2,8 2,4 29
8 3,0 2,6 29
9 29 29
10 2,8 2,9
11 2,9
MEDIA 2,89 2,70 2,85

4.4 DISTRIBUICAO DOS NIVEIS SERICOS DE TACROLIMUS

Os niveis séricos de tacrolimus dos animais dos Gl (grupo I) e Gli
(grupo IlI) no dia do sacrificio estdo relacionados na Tabela 3. N&o houve
diferenca estatisticamente significativa nos niveis séricos de tacrolimus entre os

animais dos grupos Gl e GllI (p=0,069).

TABELA 3 - NIVEIS SERICOS DE TACROLIMUS, EM NG/ML, DOS ANIMAIS DOS GRUPOS
Gl (GRUPO I) E GII (GRUPO Il) NO DIA DO SACRIFiCIO. NAO FOI ADMINISTRADO O
TACROLIMUS NOS ANIMAIS DOS GRUPOS GC (GRUPO CONTROLE). OS ANIMAIS DE
CADA GRUPO SAO REPRESENTADOS PELOS NUMEROS DE 1 A 11.

(continua)
N° rato GRUPOS

GC Gl Gll
1 0,6 0,2
2 0,2 0,2
3 0,1 0,1
4 0,2 0,4
5 0,6 0,1
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TABELA 3 - NIVEIS SERICOS DE TACROLIMUS, EM NG/ML, DOS ANIMAIS DOS GRUPOS
Gl (GRUPO I) E GIl (GRUPO II) NO DIA DO SACRIFICIO. NAO FOI ADMINISTRADO O
TACROLIMUS NOS ANIMAIS DOS GRUPOS GC (GRUPO CONTROLE). OS ANIMAIS DE
CADA GRUPO SAO REPRESENTADOS PELOS NUMEROS DE 1 A 11.

(conclusao)
N° rato GRUPOS

GC Gl Gll
6 0,2 0,2
7 0,4 0,5
8 0,5 0,1
9 0,5 0,4
10 0,6 0,2

11 0,3
MEDIA 0,38 0,24

4.5 DISTRIBUIGAO DOS RESULTADOS DA RESISTENCIA A RUPTURA

Os resultados da resisténcia a ruptura da cicatriz da parede abdominal,
em Kgf, dos animais dos grupos GC (grupo controle), Gl (grupo 1) e Gll (grupo
II) no dia do sacrificio estao relacionados na Tabela 4. Nao foram observadas
diferencgas significativas nos valores meédios de resisténcia a ruptura da cicatriz

da parede abdominal entre os trés grupos de animais (p=0,206).

TABELA 4. VALORES DE RESISTENCIA A RUPTURA, EM QUILOGRAMA-FORCA (KGF), DA
CICATRIZ PAREDE ABDOMINAL DOS TRES GRUPOS DE ANIMAIS: GC (GRUPO
CONTROLE), GI (GRUPO I) E GIl (GRUPO II) NO DIA DO SACRIFICIO (14° DIA POS-
OPERATORIO). OS ANIMAIS DE CADA GRUPO SAO REPRESENTADOS PELOS NUMEROS
DE 1A 11.

(continua)
N° rato GRUPOS

GC Gl Gll
1 0,92 0,76 1,00
2 0,92 0,77 1,29
3 0,50 1,08 1,26
4 1,63 0,32 0,25
5 1,10 0,11 0,72
6 0,49 0,93 0,48
7 1,15 0,99 0,35
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TABELA 4. VALORES DE RESISTENCIA A RUPTURA, EM QUILOGRAMA-FORCA (KGF), DA
CICATRIZ PAREDE ABDOMINAL DOS TRES GRUPOS DE ANIMAIS: GC (GRUPO
CONTROLE), GI (GRUPO 1) E GIl (GRUPO II) NO DIA DO SACRIFICIO (14° DIA POS-
OPERATORIO). OS ANIMAIS DE CADA GRUPO SAO REPRESENTADOS PELOS NUMEROS
DE 1A 11.

(concluséo)
N° rato GRUPOS

GC Gl Gll
8 1,24 0,40 0,59
9 0,57 0,84
10 0,82 0,85

11 0,24
MEDIA 0,99 0,64 0,76

4.6 RESULTADOS DO ESTUDO ANATOMOPATOLOGICO

4.6.1 Resultados do Exame Macroscopico

Pelo exame macroscopico, nao foram observadas anormalidades na
cicatriz cirurgica da parede abdominal dos animais dos trés grupos sacrificados
no 14° dia pds-operatério, com excegao de trés animais do grupo | (Gl) que
apresentaram infeccao da ferida operatéria da parede abdominal (Figura 1).
Em todos os animais dos trés grupos analisados, ndo se observou deiscéncia

da parede abdominal.

4.6.2 Resultados do Exame Microscopico

Pelo exame microscopico, foram analisados os seguintes parametros
na cicatriz da parede abdominal: processo inflamatoério, necrose, proliferacao
fibroblastica, neoformacdo vascular e fibrose. Os resultados do exame
microscopico dos cortes histologicos da ferida da parede abdominal dos
animais dos trés grupos sacrificados no 14° dia pds-operatério estédo
relacionados na Tabela 5.

A maioria dos animais dos trés grupos apresentou predominio de sinais
de processo inflamatério, que variaram de leve (+) a intensa (+++), com

excegao de um animal do grupo Gl (grupo I). Quatro animais do grupo Gl
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apresentaram necrose focal, sendo trés de moderada intensidade e um de leve
intensidade. A necrose focal foi observada em apenas um animal do grupo GlI
(grupo 1), sendo classificada de leve intensidade (+). Nenhum animal do grupo
controle (GC) apresentou necrose focal. Com exce¢do de um animal do grupo
Gl e dois animais do grupo Gll, todos os demais apresentaram proliferacéo
fibroblastica, que variou de leve (+) a intensa (+++). Todos os animais dos trés

grupos apresentaram neoformacgao vascular, que variou de leve (+) a intensa

(+++).

TABELA 5 - ACHADOS HISTOPATOLOGICOS DOS ANIMAIS DOS TRES GRUPOS, GC
(GRUPO CONTROLE), GI (GRUPO 1) E GIl (GRUPO 1), SACRIFICADOS NO 14° DIA POS-
OPERATORIO. 0S ACHADOS HISTOPATOLOGICOS ESTAO REPRESENTADOS PELAS
SEGUINTES LETRAS: (A) PROCESSO INFLAMATORIO; (B) NECROSE; (C)
PROLIFERACAO FIBROBLASTICA; (D) NEOFORMACAO VASCULAR; E (E) FIBROSE. OS
ANIMAIS DE CADA GRUPO SAO REPRESENTADOS PELOS NUMEROS DE 1 A 11.

N° ACHADOS HISTOPATOLOGICOS:*
rato
GC Gl Gl
A B C D E A B C D E A B C D E
1 + - ++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ ++ + - - ++ +
9 ++ - + ++ + + - + + + ++ - +++ ++ ++
3 + - + ++ ++ ++ - +++ +++ ++ + - - + +
4 + - ++ ++ ++ + - + + + +++ - ++ +++ ++
5 + - + + ++ +++ ++ ++ ++ ++ + - ++ ++ +
6 ++ - ++ ++ ++ ++ - ++ +++ ++ ++ + + ++ ++
7 ++ - +++ +++ ++ - - - + + + - + + +
8 ++ - ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ - ++ +++ +++
9 ++ + +++ ++ +++ ++ - +++ ++ ++
10 +++ ++ +++ +++ +++ + - + + +
+ - + ++ ++

11

* Classificacdo dos achados em quatro graus: ausente (-); leve (+); moderado (++); e intenso
(+++).

Foram observadas a presenca de fibrose em todos os animais dos trés
grupos, com intensidades variando de leve (+) a intensa (+++).

Quando se realizou a analise comparativa dos achados de processo
inflamatorio da parede abdominal dos animais dos trés grupos sacrificados no
14° dia poés-operatério, verificou-se auséncia de diferenca estatisticamente
significativa (p=0,675). Na comparac&o dos achados de necrose focal também
ndo houve diferenga estatisticamente significativa (p=0,328). Nenhuma

diferenga estatistica foi observada entre os trés grupos de animais, quanto a
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proliferagdo fibroblastica (p=0,832). N&o foram observadas diferengas
significativas entre os trés grupos de animais com relagdo a presenca de
neoformacao vascular (p=0,787).

Com base nos achados de fibrose, os resultados nao diferiram
significativamente entre os trés grupos de animais sacrificados no décimo

quarto dia de pés-operatério (p=0,053).
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5 DISCUSSAO

A hérnia incisional € uma das complicagbes mais prevalentes da
cirurgia abdominal e constantemente causa morbidade, que resulta em taxas
elevadas de reoperacdes, em impacto na qualidade de vida dos pacientes e
nos custos hospitalares. Apesar dos avangos diagnodsticos e terapéuticos, a
deiscéncia e a hérnia incisional permanecem como um desafio clinico e
cirargico. Apds transplante de érgaos, a frequéncia de deiscéncia e hérnia
incisional variou entre 3,6 e 34% (GOMEZ et al., 2001; HUMAR et al., 2001;
JANSSEN et al., 2002; DEAN et al., 2004; SANTANGELO et al.,, 2006;
VARDANIAN et al., 2006; TOSO et al.,, 2007; SANTANGELO et al., 2009;
ROINE et al., 2010), com taxa de incidéncia que pareceu ser similar apds
laparotomias por outras indicagbes n&o relacionadas com transplantes
(LUIJENDIJK et al., 2000; HODGSON et al., 2000; SHI et al., 2003; DIENER et
al., 2010; FIKATAS et al., 2013).

Multiplos fatores predisponentes foram relacionados com o
desenvolvimento da deiscéncia da ferida cirargica ou hérnia incisional,
incluindo principalmente os associados com os aspectos demograficos (idade),
0s processos sistémicos e moérbidos subjacentes, os problemas técnicos na
sintese da parede abdominal, os procedimentos iatrogénicos, as caracteristicas
do material de sutura, as infeccdes da ferida operatoria, o uso de esteroides e a
utilizagdo de imunossupressores (IRVIN et al., 1978; POOLE, 1985; RIOU et
al., 1992; ISRAELSSON e JONSSON, 1996; LEBER et al., 1998; ANTHONY et
al., 2000; JANSSEN et al., 2002; BURGER et al., 2005; ROGERS et al., 2005;
MEHRABI et al., 2006). Na ferida de parede abdominal, além dos fatores ja
mencionados, as complicagcdes poés-operatdrias que causam aumento na
pressao intra-abdominal, incluindo a distensdo abdominal, o ileo paralitico, a
obstrucgao intestinal, a peritonite, a tosse, os vomitos e a ascite podem agravar
excessivamente a tensdo sobre os planos de sutura, resultando em falha
precoce no processo de cicatrizagdo da parede abdominal (igualmente
denominada de deiscéncia da ferida, evisceragao e eventragdo) ou falha tardia
(hérnia incisional). Nos pacientes com transplante renal ou hepatico, os fatores
de risco para formagao de hérnia foram semelhantes aqueles em pacientes

submetidos a procedimentos cirurgicos abdominais nao relacionados aos
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transplantes (VARDANIAN et al., 2006; PIARDI et al., 2010; ROINE et al.,
2010).

No presente estudo, foi feito a sintese da parede abdominal em plano
unico, sutura continua com fio monofilamentar ndo-absorvivel, interessando
musculo e aponeurose, sem incluir o peritbnio, por ter sido considerada a
técnica apropriada para fechamento da parede abdominal por diversos autores
(JENKINS, 1976; MARTYAK e CURTIS, 1976; ELLIS e HEDDLE, 1977; ELLIS
e HEDDLE, 1979; POLLOCK et al., 1979; TAUBE e ELLIS, 1987; WADSTROM
e GERDIN, 1990; BHODGSON et al., 2000; RUCINSKI et al., 2001; DEAN et
al., 2004; DIENER et al., 2010). A inclusdo de maior ou meticulosa quantidade
de tecido aponeurético foi considerada essencial para o aumento da forgca de
coesdo da ferida cirurgica, provavelmente dependente da quantidade de
colageno englobado na sutura (HUBBARD e REVER, 1972; TERA & ABERG,
1976; MARTYAK e CURTIS, 1976; TOGNINI et al. 2000). Além disso, quando
as suturas englobam grande area de tecido, a for¢ca de tragcdo em qualquer dos
pontos de sutura € menor do que quando se inclui pequena area de tecido. Por
conseguinte, quanto menor a forca de tracdo no tecido, menor sera a
probabilidade de necrose (MARTYAK e CURTIS, 1976; POLLOCK et al., 1979;
NIGGEBRUGGE et al., 1995). Além disso, a sutura continua foi indicada, no
presente estudo, pela possibilidade da distribuicdo mais uniforme da tensao
sobre todos os pontos da linha de sutura, para reduzir o risco de um processo
isquémico, que pode se manifestar clinicamente como deiscéncia ou hérnia da
parede abdominal. Houve evidéncia suficiente indicando que o processo de
cicatrizacdo € dependente do suprimento de oxigénio disponivel no local da
ferida (STEPHENS e HUNT, 1971) e que a sutura com tensdo pode
comprometer a perfusdo sanguinea tecidual e causar a redugao na resisténcia
da ferida (HOGSTROM et al., 1990). Em estudos em humanos e animais de
experimentacao, evidenciou-se que a deposi¢cao de colageno foi claramente
regulada pela perfusdo sanguinea e tensao de oxigénio tecidual (JONSSON et
al., 1991). A sutura com fio monofilamentar n&o-absorvivel foi escolhida, no
presente estudo, porque propiciou resultados mais significativos na vigéncia de
processo infeccioso, além da seguranga, rapidez e eficacia.

Em estudo prospectivo e randomizado incluindo dois grupos de

pacientes sem diferengas estatisticamente significativa quanto aos parametros
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demograficos, clinicos e laboratoriais previamente selecionados, Dean et al.
(2004) observaram que os grupos de pacientes que receberam as associagdes
de tacrolimus + micofenolato mofetil e o de sirolimus + micofenolato mofetil
tinham respectivamente indices de 8% e 30% de complicagbes de ferida
operatoria, diferenga estatisticamente significativa. As complicagdes incluiram
deiscéncia de aponeurose e especialmente hérnia incisional. Como a taxa de
8% foi semelhante a incidéncia de complicacdes da ferida operatdria na maioria
dos procedimentos cirurgicos através de laparotomia mediana observada por
outros autores (DIENER et al., 2010), esse resultado reforca os obtidos no
presente estudo que demonstram que o regime baseado na associagao de
tacrolimus + micofenolato mofetil ndo produziram interferéncia no processo de
cicatrizacdo da parede abdominal.

Como a injuria isquémica e reperfusdo € um evento adverso inevitavel
em transplante renal, as pesquisas sobre a fisiopatologia da isquemia-
reperfusdo constituem a vanguarda nos experimentos sobre transplante de
orgaos (DELBRIDGE et al., 2007). Por esta razdo, esse modelo foi usado no
presente estudo, conforme utilizado por diversos autores em animais de
experimentagao, particularmente o rato, que tem sido utii como animal de
pesquisa para reproduzir o processo de transplante renal (HEYMAN et al.,
2010; KWAK et al., 2011; KAWAKAMI et al., 2012; WEI e DONG, 2012;
WILLEMS ET AL., 2013; HESKETH et al., 2014; 2015; BAZZANO et al., 2015).

O clampeamento do pediculo vascular renal variou usualmente entre
15 a 60 minutos (SHANLEY et al., 1986; HEYMAN et al., 2010). Depois de 15 a
30 minutos de isquemia, a porgdo descendente do tubulo renal proximal &
especialmente suscetivel, com desenvolvimento de necrose focal, com
envolvimento variavel de 20-90% dos tubulos. Depois de 45 minutos de
isquemia, extensa necrose focal da por¢cado descendente do tubulo renal
proximal € evidenciada, seguida por grau variavel de necrose cortical,
principalmente dos segmentos tubulares contorcidos proximais. Apds 60
minutos de isquemia, o grau de necrose cortical torna-se mais consistente, com
reducdo da sobrevivéncia (SHANLEY et al.,, 1986; MEYER et al., 2011,
HEYMAN et al., 2010). Em outra pesquisa experimental, foram relatados que a
duragdo da isquemia influenciou diretamente nos niveis plasmaticos de

creatinina e no grau de leséo renal. Apés 25 minutos de isquemia, os niveis
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plasmaticos de creatinina aumentaram em duas vezes e de sete a oito vezes
depois de 45 minutos de processo isquémico, com associagdo de necrose
significativa (BUSSMANN et al., 2014). Skrypnyk et al. (2014) verificaram que
50-60% dos camundongos desenvolveram uma injuria renal aguda apos
nefrectomia unilateral seguida de clampeamento do pediculo vascular
contralateral por 26 minutos, porém 90-100% dos animais sobreviveram.
Bazzano et al. (2015) demonstraram que um periodo de isquemia renal de 10
minutos era suficiente para elevar os niveis urinarios de proteina, de uréia, do
clearance de creatinina, da atividade wurinaria das enzimas gama-
glutamiltransferase e fosfatase alcalina nas primeiras 24 horas até cinco dias
apos a reperfusdo, os quais podem indicar risco de lesdo renal aguda. As
limitagbes na compreensdo da complexidade da faléncia renal aguda em
humanos, em parte, frustraram a definicido de modelos experimentais acurados
e levaram ao desenvolvimento da multiplicidade de modelos. Apesar dessas
limitacdes, cada modelo, no entanto, pode propiciar uma perspectiva especifica
sobre essa doenca e proporcionar percepcdes inéditas e relevantes que
favorecem a compreensao da fisiopatologia na faléncia renal aguda de origem
isquémica em humanos (LIEBERTHAL e NIGAM, 2000). No presente estudo,
foi adotado 20 minutos de clampeamento do pediculo vascular renal, levando
em consideracdo essas observacdes experimentais e na tentativa de buscar
um modelo que seja representativo, dindmico e com baixa mortalidade.

No presente estudo, a escolha da associacdo dos agentes
imunossupressores tacrolimus (inibidor da calcineurina) e micofenolato mofetil
(antiproliferativo) foi fundamentado nas vantagens terapéuticas, em termos de
imunossupressao, e por ser a combinagdo mais comumente usada nos ultimos
anos segundo diversos autores (HALLORAN, 2000; HARDINGER et al., 2004;
ALBERU e URREA, 2005; MEIER-KRIESCHE et al., 2006; SAMANIEGO et al.,
2006; SAMPAIO et al., 2008). Gaston (2006) considerou que a pratica tem
demonstrado que a combinagdo de tacrolimus e micofenolato mofetil
representa atualmente o padrdo ouro na maioria dos programas de
transplantes nos EUA. Em regimes fundamentados em tacrolimus e
micofenolato mofetil também confirmaram as ag¢des imunossupressoras dos
dois agentes. Miller et al. (2000), em estudo prospectivo e randomizado de

pacientes submetidos ao transplante renal, relataram que o tacrolimus
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combinado com a dose inicial de 2 g/dia de micofenolato mofetil foi
significativamente efetiva e segura em reduzir o risco de rejeicdo aguda,
confirmada por bidpsia, se comparado com tacrolimus/azatioprina e
tacrolimus/micofenolato mofetil na dose de 1 g/dia.

Land (1999) constatou que pacientes idosos submetidos ao transplante
renal que foram tratados com regime baseado no micofenolato mofetil, na dose
de 2 g/dia e com a meta de atingir niveis séricos entre 2 e 6 pg/ml, tinham
resultados preliminares encorajadores com sobrevivéncia de 96,9% dos
pacientes e vitalidade de 90,6% dos enxertos, com média de seguimento de 12
meses. Este autor também demonstrou que em 46 pacientes com transplante
renal ha mais de um ano e estaveis, a conversédo gradual de regimes baseados
na ciclosporina ou tacrolimus para o tratamento monoterapico com
micofenolato mofetil proporcionou melhora imediata e duradoura da fungao
renal, com regularizagdo dos parametros clinicos e laboratoriais,
coincidentemente com a retirada dos inibidores da calcineurina.

Frimat et al. (2006) observaram que o tratamento de pacientes
submetidos ao transplante renal com regime baseado no micofenolato mofetil
(2 g/dia), associado com metade da dose de ciclosporina, resultou em melhora
estatisticamente significativa da fungdo renal em comparagdo com o grupo
baseado na ciclosporina, durante um seguimento de dois anos. Todavia, em
estudo subsequente, Schold e Kaplan (2009) verificaram riscos semelhantes de
perda do enxerto em um grupo de pacientes com associagao de micofenolato
mofetil/tacrolimus quando confrontados com um grupo de pacientes com
azatioprina/tacrolimus. Do mesmo modo, Remuzzi et al (2004) observaram
taxas de rejeicdo aguda equivalentes nos grupos baseados no micofenolato
mofetil versus azatioprina, em pacientes submetidos ao transplante renal. Em
estudos adicionais, autores sugerem que o efeito imunossupressor pode ser
acentuado quando o tacrolimus € usado em combinagdo com o micofenolato
mofetil (ZUCKER et al., 1997).

Em ensaio clinico multicéntrico randomizado, Margreiter (2002), como
principal investigador de um Grupo de Estudo Europeu sobre Tacrolimus
versus Ciclosporina em Transplante Renal, demonstrou que o regime baseado
no tacrolimus foi significativamente mais efetivo do que a associagao baseada

na ciclosporina em evitar a rejeicdo aguda, confirmada por bidpsia renal. A
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seguranca, a eficacia clinica, o baixo risco de rejeigdo aguda e a redugéo de
complicagdes causadas pela ciclosporina nos regimes baseados no tacrolimus
foram também comprovados por outros estudos (MAYER et al., 1997; KNOLL e
Bell, 1999; KOHNLE et al, 1999; LIGTENBERG et al, 2001;
SPERSCHNEIDER et al., 2001; KRAMER et al., 2003; WEBSTER et al., 2005).
Sonoda et al. (2003) evidenciaram em mais de 1000 transplantes renais que o
tratamento com tacrolimus proporcionou a manutencdo favoravel da
sobrevivéncia do enxerto, com taxa acima de 90% durante trés anos de
seguimento, com demonstracdo de seguranca e eficacia do agente
imunossupressor.

Atualmente, os pesquisadores tém direcionado o foco para novas
combinagdes de agentes imunossupressores que preservem o0s beneficios
imunoldgicos, mas que considerem a dose, a interagdo medicamentosa, a
facilidade de monitoramento, o custo-beneficio, a melhora na qualidade de vida
e evitem os efeitos adversos associados com o uso continuo e de longo prazo,
tais como a nefrotoxidade, os riscos cardiovasculares, as infeccbées e a
intolerancia a glicose (GASTON, 2006).

Na maioria dos estudos experimentais em animais de laboratorio, a
dose de tacrolimus administrada, por via oral ou subcutanea, foi de 0,5 a 5
mg/kg de peso corporal, por um periodo que variou de trés a 14 dias
(WILLEMS et al., 2013). No presente estudo, utilizou-se a dose de tacrolimus
de 0,5 e 1 mg/kg de peso corporal ao dia, por gavagem. Como os ratos do Gl e
Gll, do presente estudo, apresentaram peso corporal médio de cerca de 300 g,
as doses diarias de tacrolimus administradas em cada animal variaram, em
meédia, de 0,15 a 0,30 mg, na dependéncia se a dose previamente estabelecida
foi de 0,5 ou 1 mg/Kg/dia. Para o micofenolato mofetil, como o peso corporal
médio foi de aproximadamente 300 g, a dose média que cada animal recebeu
foi de 6 mg por dia, considerando a dose de 20 mg/Kg de peso corporal.

As doses de tacrolimus e de micofenolato mofetil utilizadas para os
ratos foram similares as doses clinicas usuais, administradas por via oral, em
pacientes submetidos a transplantes de 6rgaos, que variam entre 0,10 a 0,30
mg/kg de peso corporal por dia e 1 a 3 g/dia, respectivamente, para a finalidade
da profilaxia de rejeicdo do 6rgao transplantado (DEAN et al., 2004; STAATZ e
TETT, 2004; GASTON, 2006; KNIGHT et al., 2009; VILLARROEL et al., 2009;
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PICON et al.,, 2014). Somente a dose de tacrolimus do Gll foi maior que as
doses clinicas habituais, mas semelhante a dose adotada em varios estudos
experimentais (SCHAFFER et al., 1998; WILLEMS et al., 2013). Todavia,
Ohara et al. (1990) verificaram que nao foi documentado efeito adverso com a
dose de 1,0 mg/kg/dia de tacrolimus. Quanto ao micofenolato mofetil, a dose de
2 g por dia tem sido considerada segura e aceitavel pelos pacientes no periodo
imediato apdés o transplante (PESCOVITZ et al., 2000). Nos estudos
experimentais, as doses de medicamentos usados em ratos tém sido
geralmente semelhantes ou maior do que as doses clinicas indicadas para
humanos, porque os ratos apresentam intenso metabolismo, que pode ser
evidenciado pela ingestdo de ragcédo com alta concentragdo de proteinas e
carboidratos.

A administragdo, por gavagem, da solugdo contendo tacrolimus
confirmou a eficacia desse método na producdo de niveis séricos do agente
imunossupressor. A diluicdo com solucao cloreto de sédio 0,9%, no momento
da administracdo, ndo causou instabilidade da molécula do tacrolimus,
confirmado pela presenga de niveis séricos de tacrolimus nos animais dos
grupos Gl (grupo 1) e GIl (grupo IlI). Apesar de n&o haver diferenca
estatisticamente significativa nos niveis séricos de tacrolimus entre os animais
dos Gl e Gll no dia do sacrificio, a evidéncia da média inferior nos animais do
Gll, em comparagcdo com os animais do Gl, pode ser correlacionada com a
metade da dose, previamente estabelecida como procedimento de intervencao,
que foi administrada nos animais do GlI.

A escolha da data de sacrificio no 14° dia pds-operatorio foi
fundamentada na sequéncia de eventos do processo de cicatrizagao, por cobrir
as fases de inflamacdo e de proliferacdo. Qualquer interferéncia durante
principalmente as duas primeiras semanas podera aumentar o risco de
deiscéncia da ferida operatéria. Por conseguinte, a primeira e a segunda
semana foram o periodo adotado pela maioria dos autores para o estudo do
processo de reparacéo tecidual (SCHAFFER et al., 1998; SCHAFFER et al.,
2004; RAPTIS et al., 2012; WILLEMS et al., 2013).

Apesar de nao ter diferenca estatisticamente significativa, trés animais
do grupo | (Gl), que receberam micofenolato mofetil 20 mg/Kg/dia associado ao

tacrolimus 1 mg/kg/dia, tiveram infeccdo de ferida operatoria. Diversos autores
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evidenciaram que a infecgcdo de ferida operatéria foi uma das complicagdes
mais frequentes em pacientes submetidos ao transplante renal (HUMAR et al.,
2001; WSZOLA et al., 2013). Além disso, a infec¢ao de ferida operatoria foi o
fator predisponente mais comum no desenvolvimento de deiscéncia e hérnia
incisional (IRVIN et al., 1977). No primeiro més apds o transplante renal, a
incidéncia de infecgcao da ferida operatéria variou entre 4 a 20% (SCHWEIZER
et al.,, 1973; KYRIAKIDES et al., 1975; HUMAR et al., 2001;). Os pacientes
submetidos ao transplante renal tém fatores de risco adicionais para infeccéo
da ferida cirurgica, tais como a uremia pré-operatoria que pode persistir no pos-
operatorio, a presenga do 6rgao transplantado no sitio operatério como fator
“estranho” ao receptor e 0 uso de agentes imunossupressores (KYRIAKIDES et
al., 1975). Todavia, varios fatores estavam presentes na maioria dos pacientes
com infecgao de ferida operatéria (KYRIAKIDES et al., 1975), indicando que o
processo infeccioso foi geralmente de origem multifatorial. No presente estudo,
nenhum animal do grupo controle (GC) e do grupo Il (Gll), que receberam,
respectivamente, solugdo de cloreto de sédio 0,9% e micofenolato mofetil 20
mg/Kg/dia associado ao tacrolimus 0,5 mg/kg/dia, apresentou infeccdo de
ferida operatéria. Os animais tratados com micofenolato mofetil, que por
apresentar efeito antiproliferativo, estariam mais propensos as complicagoes da
ferida operatéria, porém esse achado nao foi observado no presente estudo.
Os agentes antiproliferativos podem ter uma maior taxa de complica¢des da
cicatrizagdo da ferida operatoria, por agir como inibidor da proliferacao de
fibroblastos e da transducgao do sinal celular mediado pela citocina (VALENTE
et al., 2003; DEAN et al., 2004).

A infecgao de ferida operatéria é frequentemente um dos fatores que
ameacga a vida de pacientes submetidos ao transplante de 6rgaos e a
imunossupressao, constituindo em uma das principais causas de morte desses
pacientes e um dos fatores que prenuncia o aumento dos custos hospitalares
(KYRIAKIDES et al., 1975; HOLLENBEAK et al., 2001; HUMAR et al., 2001).
Em pacientes tratados com tacrolimus, as taxas de infeccdo no transplante
renal foram semelhantes as taxas observadas no transplante hepatico (GREEN
et al., 1991; VALENTE et al., 2003). Foi sugerido que a implementagao de

medidas preventivas da infecgdo da ferida operatéria, tais como uso de
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antibiodticos sistémicos (GOLDRING et al., 1975), poderia reduzir
substancialmente o risco de deiscéncia e hérnia incisional (IRVIN et al., 1977).

No presente estudo, como os valores meédios de resisténcia de ruptura
e os achados histopatologicos das cicatrizes cirurgicas da parede abdominal
nao diferiram significativamente entre o grupo controle (GC) e os dois grupos
tratados (Gl e Gll), indicou-se que n&o houve a interferéncia de fatores
desfavoraveis no processo de cicatrizagdo da parede abdominal, inclusive com
auséncia de repercussao clinica, tais como, o n&do desenvolvimento de
processo precoce (evisceragao). Por conseguinte, as alteragdes no processo
de cicatrizacdo, se existentes, podem provavelmente ser reparadas pelo
organismo, com reforgo na hipotese de que essas alteragdes, se presentes,
sejam provavelmente de gravidade menor. Portanto, com base nos resultados
do presente estudo, os tratamentos com a associacdo do tacrolimus e
micofenolato mofetil ndo alteraram significativamente os valores de resisténcia
de ruptura e os achados histopatoldgicos da parede abdominal dos animais
com rim unico submetidos a isquemia e reperfusdo, modelo cirurgico
experimental que procurou reproduzir ou simular as condigdes clinicas
observadas no transplante renal.

As complicagbes de ferida operatoria foram mais esperadas em
pacientes em uso de agentes imunossupressores com efeito antiproliferativo,
tais como o micofenolato mofetil e o sirolimus, por inibir a fungdo dos
fibroblastos e impedir a angiogénese in vitro (HUMAR et al., 2002; VALENTE et
al., 2003; DEAN et al., 2004). Em contraste, o inibidor da atividade da
calcineurina, o tacrolimus foi creditado ter pouco ou nenhum efeito adverso
sobre o processo de reparacdo da ferida operatéria. Contudo, como o
tacrolimus inibe a primeira fase da ativacdo das células T que atuam no
processo inflamatério, admitiu-se que o tacrolimus possa também ter efeito
adverso sobre a cicatrizagao (WILLEMS et al., 2013).

Diversos autores ndo comprovaram que os regimes fundamentados no
tacrolimus (DEAN et al., 2004; GRIM et al., 2006; SANTANGELO et al., 2009) e
no micofenolato mofetil (VALENTE et al., 2003) aumentaram o risco de
complicagbes da ferida operatéria quando comparados com outros regimes de
agentes imunossupressores em pacientes submetidos ao transplante renal. No

estudo comparativo entre grupos de pacientes tratados com
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tacrolimus/micofenolato mofetil e sirolimus/micofenolato mofetil, Grim et al.
(2006) observaram que nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
os dois grupos submetidos ao transplante renal, apesar da taxa de
complicagdes do grupo do tacrolimus (14,3%) representar menos da metade da
taxa observada no grupo de pacientes tratados com sirolimus (31,8%). Valente
et al. (2003) demonstraram que o tratamento baseado na associagédo do
micofenolato mofetil/tacrolimus/prednisona tiveram taxa de complicacbes de
ferida operatéria significativamente menores (2,4%) do que o grupo tratado
com sirolimus/tacrolimus/prednisona (43,2%), em pacientes submetidos ao
transplante renal. Em ensaio clinico prospectivo e randomizado com a analise
comparativa de dois grupos de regimes de imunossupressores
tacrolimus/micofenolato  mofetil/prednisona versus sirolimus/micofenolato
mofetil/prednisona em pacientes submetidos ao transplante renal, Dean et al.
(2004) constataram que a taxa de complicacbes da cicatrizagdo da ferida
operatoria foi também significativamente menor no grupo baseado no
tacrolimus 8% (5 de 59 pacientes) do que a taxa observada no grupo do
sirolimus 47% (30 de 64 pacientes). As complicacbes da ferida operatéria
incluiram a infeccao de ferida, deiscéncia e hérnia de parede abdominal, além
de outras. Esses resultados clinicos obtidos por diferentes autores reforcam os
achados experimentais do presente estudo de que a associacdo do tacrolimus
e micofenolato mofetil ndo altera o processo de cicatrizacdo da ferida
operatéria. Porém, esses resultados também fortalecem a hipétese de que a
associagao do sirolimus e micofenolato mofetil (agentes antiproliferativos)
poderiam potencializar os efeitos adversos no processo cicatricial da ferida
operatdria.

O unico modo de avaliar um agente imunossupressor de forma isolada
€ por estudos experimentais, visto que o regime padrdo usual de drogas
imunossupressoras em pacientes submetidos aos transplantes de orgaos
solidos consiste de um inibidor da calcineurina (como ciclosporina ou
tacrolimus), de um agente antiproliferativo (como azatioprina ou micofenolato
de mofetil) e de um esteroide. Porém, foram poucos os estudos pré-clinicos
que analisaram os efeitos do tacrolimus na cicatrizacao da ferida operatoria.
Além disso, esses estudos experimentais foram feitos em diferentes tipos de

tecidos e com produgéo de resultados contraditorios (SCHAFFER et al., 1998;
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SCHAFFER et al., 2004; RAPTIS et al., 2012; WILLEMS et al., 2013; PAUL et
al., 2014).

Em estudo experimental, os resultados obtidos por Willems et al.
(2013) podem corroborar os do presente estudo, ao evidenciarem que 0 uso
isolado de tacrolimus nao dificultou ou favoreceu o processo de cicatrizagcéo
durante a primeira semana de pos-operatorio. Esses autores avaliaram os
efeitos do tacrolimus na cicatrizagdo em trés grupos de ratos submetidos a
laparotomia mediana, seguida de anastomoses em ileo terminal e célon, que
receberam o tacrolimus, por via subcuténea, nas trés doses de 0,5; 2,0 e 5,0
mg/Kg/dia, iniciadas no pds-operatério até a data do sacrificio. A ferida da
parede abdominal e ambas as anastomoses foram analisadas, porém nao
houve diferenga estatisticamente significativa na resisténcia de ruptura da
parede abdominal e na pressao intraluminal de ruptura da anastomose entre os
grupos que receberam o tacrolimus e o controle nos periodos analisados (3°, 5°
e 7° dia pdés-operatorio).

Em contraste, Raptis et al (2012), administrando doses de 0,1
mg/kg/dia de tacrolimus em ratos por via subcutdnea, evidenciaram a
promogao do processo de cicatrizagdo da anastomose codlica, com base nos
aumentos significativos na pressao intraluminal de ruptura e na concentragéo
de hidroxiprolina tecidual em comparagao com o grupo controle, no quarto e
oitavo dia pds-operatério. Seguindo linha de pesquisa semelhante, Kiyama et
al. (2002) evidenciaram que doses subclinicas e terapéuticas de tacrolimus
melhoraram significativamente a fase precoce do processo cicatricial da
anastomose de cdlon, comprovada pela elevagdao da resisténcia da
anastomose a pressao intraluminal de ruptura em comparagdo ao grupo
controle, em animais sacrificados no quarto dia pés-operatério. Na avaliacéo
microscopica da anastomose codlica, os autores observaram também que a
estrutura das camadas da parede intestinal estava melhor preservada,
incluindo a muscular da mucosa, a submucosa e a muscular propria, do que no
grupo controle, onde a anastomose foi substituida por tecido de granulagéo.

De outro lado, Schaffer et al. (2005) constataram que os valores de
pressao intraluminal de ruptura e o conteudo de colageno nas anastomoses de
colon foram estatisticamente equivalentes nos grupos de ratos que foram

tratados com inje¢cdes subcutédneas de 2,0 ou 5,0 mg/Kg/dia de tacrolimus,
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sacrificados no quinto dia pds-operatério. Porém, na mesma publicagao e em
um segundo experimento, os autores observaram redugdes estatisticamente
significativas no conteudo de hidroxiprolina, no indice de depdsito de colageno
e na resisténcia de ruptura da ferida de pele em animais que receberam ou 2,0
mg/Kg/dia de tacrolimus e que foram sacrificados no décimo dia pds-operatorio,
em comparagdo com o grupo controle. Com base nos resultados, os autores
concluiram que seriam necessarias altas doses de tacrolimus para afetar o
processo de cicatrizacdo da derme, que diferentes tecidos demonstraram
suscetibilidade distinta as doses do agente imunossupressor ou que a
restauracdo da ferida intestinal parece evoluir mais precocemente em
comparacgao com a lesao de pele.

Para acarretar ainda mais controvérsias sobre a cicatrizagdo intestinal,
Kita et al. (1999) avaliaram a cicatrizagao de anastomoses de intestino delgado
e colon em ratos tratados com tacrolimus na dose de 2,0 mg/Kg/dia e
sacrificados no sétimo dia pés-operatério. Os autores observaram uma reducao
significativa na presséo intraluminal de ruptura das anastomoses de colon dos
animais tratados com tracrolimus em relagdo ao grupo controle. No entanto,
nao foi evidenciada diferenca nos valores de pressao intraluminal de ruptura
nas anastomoses de intestino delgado.

Paul et al. (2014) verificaram que a combinagdo de 1 mg/Kg/dia de
tacrolimus e 20 mg/Kg/dia de micofenolato mofetil determinou a mudanca
qualitativa na sintese de colageno na ferida cirurgica vesical de ratos
sacrificados no décimo-quinto dia pds-operatoério, com reducao estatisticamente
significativa do colageno maduro (tipo |) e aumento significativamente
proporcional do colageno imaturo (tipo Ill), caracterizado por menor quantidade
de fibras entrelagadas, quando comparados com o grupo controle, tratados
com solugao de cloreto de sodio 0,9%, e o grupo sham, sem tratamento. Na
pratica, o colageno tipo lll, por apresentar menor quantidade de fibras
agregadas, parece ser o precursor do colageno tipo I. Como a quantidade de
colageno nao se modificou entre os grupos de animais, pode-se inferir que a
associacao de tacrolimus e micofenolato mofetil pode possivelmente retardar o
processo de cicatrizacdo da ferida vesical em ratos pela mudanca nas

caracteristicas qualitativas do colageno.
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Com o objetivo de avaliar os efeitos da administracdo de 25 mg/Kg/dia
de micofenolato mofetil, por via intraperitoneal, sobre a cicatrizacdo de
anastomose colica em ratos, Zeeh et al. (2001) evidenciaram que o
micofenolato mofetil afetou o processo de reparo da ferida operatéria, traduzida
por reducdo estatisticamente significativa na pressao intraluminal de ruptura da
anastomose e na taxa de proliferagdo em comparagdo aos animais do grupo
controle, sacrificados no segundo e quarto dia pds-operatorio. Resultados
inteiramente concordantes foram obtidos por Inglin et al. (2008), que
demonstraram que as pressodes intraluminais de ruptura da anastomose de
colon foram significativamente baixas no grupo de animais tratados com
micofenolato mofetil, se confrontados com o grupo controle, em datas
coincidentes de sacrificio. Porém, n&o houve diferenca nos animais
sacrificados no sexto dia pds-operatorio. Interessantemente, a adicdo exdgena
de fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-I) corrigiu de certo
modo os efeitos deletérios na cicatrizagcdo da anastomose colica, visto que o
grupo de animais tratados com o micofenolato mofetil associado com o IGF-I
nao diferiram do grupo controle. O IGF-lI tem mostrado promover e acelerar a
cicatrizagdo da anastomose de célon em animais de experimentagcdo (EGGER
et al.,, 2001; MANTZOROS et al.,, 2006). Resultados também semelhantes
foram obtidos por Sikas et al. (2006), demonstrando que os valores médios de
pressao intraluminal de ruptura em anastomoses de coléon foram
significativamente menores nos animais que foram tratados com 40 mg/Kg/dia
de micofenolato mofetil, administrados por gavagem, do que no grupo controle,
sacrificados no terceiro e sétimo dia pds-operatério, mas sem diferenca
estatisticamente significativa nos animais sacrificados no décimo-quarto dia
pos-operatorio. Os animais do grupo do micofenolato mofetil apresentaram
também diminuicdo significativa do conteudo de hidroxiprolina no terceiro,
sétimo e décimo-quarto dia pds-operatério. Os autores constataram também
que o micofenolato mofetil tem efeito negativo sobre a expressao do fator de
transformacdo do crescimento B1 (TGF-B1), com resultante diminuicdo na
deposigao de colageno e redugao da resisténcia mecanica da anastomose.

Com base na maioria dos estudos sobre anastomose do célon, parece
que o micofenolato mofetil compromete a integridade da anastomose na fase

inflamatoria da cicatrizagdo, por redugao da resisténcia mecanica, ou seja, o
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efeito foi mais significativo no periodo inicial do pds-operatorio, mais
marcadamente durante a primeira semana da operacédo. No décimo-quarto dia
pos-operatorio, as interferéncias no processo de cicatrizagdo usualmente ja
nao foram significativas do ponto de vista estatistico, tais como os resultados
observados no presente estudo na cicatrizacdo da parede abdominal. A
concordancia com os achados observados por outros investigadores fortalece
os do presente estudo.

Em decorréncia da natureza multifatorial das complicacdes da ferida da
parede abdominal em paciente submetidos aos transplantes de o6rgaos,
controvérsias sobre as condutas preventivas e terapéuticas sao ainda
persistentes, o que torna fundamental a definicdo e o dominio dos fatores de
risco vinculados aos pacientes, o uso de antibidticos profilaticos quando
indicados, a aplicacdo de técnica cirurgica meticulosa, a terapia com agentes
imunossupressores apropriados, o diagndéstico precoce e o tratamento efetivo
dos problemas das feridas incisionais para a redugcdo da morbidade e

mortalidade operatéria.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que, nas condi¢des
experimentais do presente estudo que procurou mimetizar de maneira
fidedigna o ambiente do periodo pos-transplante renal precoce, os esquemas
de imunossupressao empregados associados ao fendmeno da isquemia-
reperfusdo renal ndo induzem fraqueza significativa da cicatriz cirdrgica da

parede abdominal quando analisada por tensiometria e histomorfometria locais.
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