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RESUMO

Introducao: Desnutricdo afeta adversamente a cicatrizagdo de anastomoses
gastrintestinais. O objetivo deste estudo ¢ avaliar os efeitos da nutricdo pré-operatoria
na cicatrizacdo de anastomoses colOnicas experimentais em ratos desnutridos.
Material e Método: Foram utilizados 80 ratos Wistar adultos com peso médio de
325,64 £ 4,54 g. Ap6és uma semana de aclimatagdo os ratos foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos: i. Grupo controle (C1), alimentados com ragdo padrao ad
libitum durante 21 dias; ii. Grupo desnutrido (D), alimentados 50% da média de
ingestdo alimentar do grupo controle durante 21 dias; iii. Grupo nutricdo pré-
operatoria (PRE), alimentados 50% da dieta do grupo controle durante 21 dias e
nutri¢cao pré-operatoria com ragao padrao ad libitum durante 7 dias; iv. Grupo Controle
2 (C2), alimentados com racao padrdo ad libitum durante 28 dias. Nos dias 22 e 29 do
experimento os ratos foram anestesiados e submetidos a 2 sec¢des coldnicas, a
primeira 5 cm distalmente a valvula ileo-cecal e a segunda 6 distalmente a primeira
seccdo. O colon foi reconstruido por meio de 2 anastomoses término-terminais,
camada unica, invertida, com 8 pontos interrompidos (Mononylon 6-0). Apods a
cirurgia os ratos foram mantidos em gaiolas individuais e tiveram livre acesso a agua e
a racdo. Os ratos foram sacrificados no 5°. dia de pos-operatdrio. As 2 anastomoses
coldnicas foram ressecadas e preservadas aleatoriamente em solucdo salina 0,9% ou
formalina 10%, para avaliagdo da for¢a maxima de tragdo (FMT) e for¢a de ruptura
total (FRT), e analise histologica, respectivamente. Andalise estatistica foi realizada por
meio dos testes t de Student, Fisher e Newman-Keuls. Resultados: A FMT foi inferior
no grupo desnutrido (D) em relagdo ao grupo controle (C) (0,09 = 0,01vs. 0,15 £
0,02kgf; p<0,05). A média da FRT também foi menor no grupo D em relagao ao grupo
C (0,05 + 0,00 vs. 0,10 £ 0,01; p<0,05). Da mesma forma, a analise da Densitometria
do colageno demonstrou menor porcentagem de coldgeno tipo I (maduro) no grupo D
em relagdo ao grupo C (3,83 £ 0,35 vs. 6,13 £+ 0,39; p<0,05). O grupo nutrigdo pré-
operatoria (PRE) mostrou aumento da FMT em relagdo ao grupo D (0.09 + 0.01 vs.
0.15 £ 0.01; p<0.05). O grupo PRE apresentou valores de FMT semelhantes aos do
grupo C (C) (0.15 £ 0.01 vs. 0.15 = 0.02 kgf, p=0,91). Com relagdo a FRT, os indices
do grupo PRE e C também foram semelhantes (0,09 + 0,01 vs. 0,10 + 0,01; p=0,56).
Entretanto, o grupo PRE apresentou média de colageno I (maduro) inferior a do grupo
C 4,90+ 0,36 vs. 6,13 £0,39). Conclusao: A desnutri¢ao causa diminui¢do da FMT e
da percentagem de deposi¢ao de colageno maduro no 5°. dia de pos-operatdrio em
anastomoses colonicas. A nutri¢do pré-operatdria durante 7 dias aumentou a FMT e
FRT, assim como a porcentagem de deposicdo de coldgeno, alcangando valores
semelhantes aos do grupo controle.

DESCRITORES
Desnutri¢ao Protéico-Energética; Assisténcia Perioperatoria; Anastomose Cirargica;
Cicatrizacgdo de Feridas; Ratos.
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ABSTRACT

Background: Malnutrition influences the healing of gastrointestinal anastomosis. We
hypothesized that the healing of colonic anastomosis is decreased by malnutrition and
it may be improved by pre-operative nutrition. Materials and Methods: Eighty adult
male Wistar rats, weighing 325.64 + 4.54 gm, were housed in individual cages and
after one week of acclimation were randomly divided into 4 groups that were
subjected to two colonic anastomoses: i. Control rats (C1), fed regular chow diet ad
libitum for 21 days; ii. Malnourished pair-fed rats (D), fed 50% of the average of the
ingested food by the control rats for 21 days; iii. Pré-operative nutrition rats (PRE) that
were fed 50% diet for 21 days and then received pre-operative nutrition with regular
chow diet ad libitum for 1 week; and iv. Control rats (C2), fed ad libitum for 28 days.
On the 21 or 28 days the rats were anesthetized and subjected to 2 colonic transections,
one at 5 cm distal to the ileo cecal valve and another 6 cm distal from the first
transection. Colon continuity was restored by 2 end-to-end, single layer, inverted
anastomosis with 8 interrupted sutures (6-0 nylon). After the operation, the rats were
kept in individual cages and had free access to water and rat chow. The rats were
killed on operative day 5, and the 2 colonic anastomosis of each animal were resected
and stored in 0.9% saline and 10% formalin for maximal tensile strength (MTS) and
rupture tensile strength (RTS), and histological (Collagen Densitometry) studies,
respectively. Student’s t-tests, Fisher and Newman-Keuls were used for statistical
analysis. Results: MTS was significantly lower in the malnourished group (D)
compared to the control (C) group (0.09 + 0.01vs. 0.15 + 0.02kgf; p<0.05). RTS was
also lower in group D compared to controls (C) (0.05 = 0.00 vs. 0.10 + 0.01; p<0.05).
The collagen densitometry analysis demonstrated lesser percent area of type I (mature)
in the D group compared to controls (C) (3.83 £ 0.35 vs. 6.13 = 0.39; p<0.05). The
pre-operative nutrition rats (PRE) showed an increased MTS compared to the group D
(0.09 £ 0.01 vs. 0.15 £ 0.01; p<0.05) and similar values as the control rats (C) in the
MTS (0.15 £ 0.01 vs. 0.15 + 0.02 kgf p=0.91) and RTS (0.09 + 0.01 vs. 0.10 + 0.01;
p=0.56). However, the mature collagen was decreased when compared to controls
(490 £ 0.36 vs. 6.13 = 0.39). Conclusion: Malnutrition decreases the total rupture
strength and the percentage area of mature collagen deposition at the anastomosis site
on PO day 5. Pre-operative re-feeding for 7 days increases the MTS and RTS, as well
as the percentage area of mature collagen approaching similar values as the control

group.

KEY-WORDS
Protein Energy Malnutrition; Perioperative Care; Anastomosis; Healing; Ratos.
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1. INTRODUCAO



INTRODUCAO

O comprometimento do processo cicatricial nas anastomoses intestinais pode
resultar em deiscéncia, fistula e peritonite fecal. A incidéncia destas complicagdes
varia de 0 a 35%, e sua ocorréncia pode triplicar a mortalidade a aumentar
consideravelmente a morbi-mortalidade dos pacientes submetidos a anastomoses de
colon (HENDRIKS e MASTBOOM, 1990; GOLIGHER, GRAHAM ¢ DE BOMBAL,
1970; GENZINI, D’ALBUQUERQUE, MIRANDA, SCAFURI, DE OLIVEIRA ¢
SILVA, 1992; GER e RAVO, 1984).

A ocorréncia de deiscéncia anastomotica leva, de maneira geral, ao aumento de
duas vezes na duragdo do internamento, de trés vezes no indice de mortalidade
perioperatdria e, conseqlientemente, a elevagdo consideravel dos custos do tratamento
(KORUDA e ROLANDELLLI, 1990; CAMPOS, MEGUID e COELHO, 1996).

A cicatrizagdo da anastomose colonica ¢ influenciada por varios fatores,
incluindo: preparo intestinal, técnica cirurgica e estado nutricional do paciente. Devido
a multifatorialidade do processo de cicatrizagdo nas anastomoses colonicas, torna-se
extremamente dificil investigar os mecanismos de ocorréncia e, conseqiientemente, de
prevencao da deiscéncia colonica no contexto clinico. Assim sendo, diversos estudos
tém procurado desenvolver modelos animais, visando ao estudo da cicatrizagdo
coldnica e da patogénese da faléncia do processo cicatricial (BLOMQUIST, JIBORN e
ZEDERFELDT 1984; BRASKEN, RENVALL e SANDBERG 1991; GARCIA-
OLMO, PAYA, GARCIA-OLMO, 1996).

Inicialmente, pesquisas foram direcionadas ao estudo dos fatores de ordem
técnica capazes de interferir na cicatrizagdo. Estas pesquisas contribuiram com alguns
conceitos tais como a importancia da inversdo ou eversdao das paredes intestinais para
melhorar a unido das bordas, a necessidade de inclusdo da submucosa nos pontos, por
ser esta camada rica em coldgeno, além da importancia da auséncia de tensdo e boa
vascularizagdo na linha de sutura (GETZEN e¢ HOLLOWAY, 1966; CRONIN,
JACKSON e DUNPHY, 1968; RAVO, 1988). Mais recentemente houve crescente

interesse para o estudo dos efeitos dos agentes farmacoldgicos sobre a cicatrizagdo,



tanto benéficos quanto deletérios. Dentre estas substdncias podem ser citados os
antiinflamatoérios hormonais e nao-hormonais, antineoplasicos, entre outros
(MANTZOROS, KANELLOS, DEMETRIADES, CHRISTOFORIDIS, KANELLOS,
PRAMATEFTAKIS, ZARABOUKAS, BETSIS, 2004; CAHILL, SHEEHAN,
SCANLON, MURRAY, KAY e REDMOND, 2004; VIZZOTTO JUNIOR, 2001;
BONIN, CAMPOS, COELHO, MATIAS, MALAFAIA, JONASSON, 2005).

E amplamente reconhecido que a desnutri¢io afeta adversamente a cicatrizagio,
tanto em estudos clinicos como experimentais (IRVIN 1978). Estudos sobre o estado
nutricional em pacientes cirurgicos sugerem que desnutricdo e perda de peso sdo
bastante comuns (HILL, BLACKETT, PICKFORD, BURKINSHAW, YOUNG,
WARREN, SCHORAH ¢ MORGAN 1977). Tanto a desnutrigdo prolongada, como a
ingestao nutricional inadequada por curtos periodos prejudica a cicatrizacdo das
anastomoses (DEMETRIADES, BOTSIOS, KAZANTSIDOU, SAKKAS, TSALIS,
MANOS ¢ DADOUKIS, 1999; LAW e ELLIS, 1989). LAW e ELLIS, em 1989 e
WARD, DANZI, LEWIN, RENNIE e CLARK, em 1982, demonstraram que a
desnutricado protéica produzida pela restricdo dietética por curtos periodos esta
associada com prejuizos na cicatrizagdo em estudos experimentais.

Estudos tém buscado avaliar a influéncia da terapia nutricional na cicatriza¢ao
de anastomose de colon. Foi observado o uso de terapia nutricional com dietas
contendo nutrientes com capacidades especificas de preservar a fungdo estrutural e
metabolica do enterdcito e do colondcito ou imuno-moduladores sdo capazes de
promover estimulo do processo cicatricial (CAMPOS, MUCERINO, WAITZBERG,
LOGULO, EL IBRAHIM, NADALIN e¢ HABR-GAMA, 1994; ROLANDELLI,
KORUDA, SETTLE ¢ ROMBEAU, 1986; DA COSTA, CAMPOS, COELHO, DE
BARROS, MATSUMOTO, 2003). Entretanto, a maioria dos experimentos avaliou
animais na auséncia de deficiéncia nutricional (KIYAMA, WITTE, THORNTON,
BARBUL, 1998; CIHAN, OGUZ, ACUN, UCAN, ARMUTCU, GUREL E
ULUKENT, 2004; DA COSTA et al., 2003). Nao foram identificados, na literatura,
estudos que tenham avaliado os efeitos de nutricdo pré-operatdoria em ratos

previamente desnutridos submetidos a anastomose colonica.



1.1. OBJETIVO

1) Avaliar os efeitos da desnutricdo na cicatrizagdo de anastomoses coldnicas
em ratos Wistar no 5°. dia de pos-operatério, mediante uso de estudo
tensiométrico e de deposi¢ao de colageno.

2) Avaliar a influéncia da nutrigdo pré-operatéria na cicatrizacdo de
anastomoses colonicas em ratos Wistar previamente desnutridos, no 5°. dia
de pods-operatorio, mediante estudo tensiométrico e da deposicdo do

colageno.



2. REVISAO DE LITERATURA




REVISAO DA LITERATURA

A presente revisdo de literatura foi dividida didaticamente nos seguintes
aspectos: cicatrizacdo das feridas, processo cicatricial no trato gastrintestinal e
importancia do coldgeno, desnutricao e cicatrizagdo, nutricao pré-operatoria e métodos

de avaliacdo da cicatrizacdo nas anastomoses intestinais.

2.1. CICATRIZACAO DAS FERIDAS

A cicatrizagdo ¢ o processo de reparagdo comum a todas as feridas, que resulta
da interagdo de uma série de eventos celulares, fisiologicos e bioquimicos. Existem
trés etapas fundamentais para o fenomeno da cicatrizagdo: fase inflamatoria, fase de
fibroplasia e fase de maturagao.

O processo de cicatrizagdo inicia-se com a ruptura da integridade tecidual, que
estimula inicio da fase inflamatdria. Esta fase € caracterizada por breve periodo de
vasoconstricdo local promovida pela liberacdo de mediadores vasoativos, como
tromboxano A2. A cascata da coagulagdo ¢ ativada e a formagdo da rede de fibrina
produz uma matriz provisoria, que facilita a migragdo de fibroblastos e células
endoteliais para a ferida (REED e CLARK, 1985).

Apos a vasoconstri¢do inicial, substancias como histamina, serotonina, citocinas
e prostaglandinas deflagram vasodilatagdo tecidual local, causando aumento da
permeabilidade capilar, com extravasamento de plasma e macromoléculas, resultando
em edema celular.

As primeiras células a migrarem para a ferida sdo os leucécitos polimorfos
nucleares (PMN) (surgem cerca de 3 horas apés a lesdo tecidual). Estas células
promovem a remog¢ao dos tecidos desvitalizados e dos microrganismos presentes na
ferida. Os PMN liberam substancias (interleucinas, fatores de crescimento), que
atraem os macrofagos € monocitos, que complementam a remog¢ao dos residuos e
promovem o inicio do processo de reparagdo (WAHL e WAHL 1992; JOHNSTONE e

FARLEY, 2005). Macréfagos também secretam fatores de crescimento que



influenciam de forma direta as fases subseqiientes de proliferacdo e diferenciagdo
tecidual.

A fase de fibroplasia ¢ caracterizada por proliferacdo de fibroblastos,
angiogénese e epitelizagdo; todos estes processos sdo decorrentes da multiplicagdo
celular e sofrem influéncia de fatores angiogénicos e de crescimento secretados pelas
células inflamatérias (BANDA, KNIGHTON, HUNT e WERB, 1982), ¢ culmina com
a formacgdo do tecido de granulagdo, que consiste em colecao de elementos celulares,
incluindo fibroblastos, células inflamatorias, endoteliais e componentes da matriz
extracelular (fibronectina, glicosaminoglicanas e coldgeno) (BANDA et al., 1982;
JULIANO e HASKILL, 1993; HURLEY, EDWARS E HAM, 1970; LUNDBERG ¢
GERDIN, 1984; ROSS e ODLAND, 1968).

A  maturagdo das feridas ocorre mediante participagdo intensa dos
miofibroblastos que proporcionam contracdo da lesdo e também por meio da formagao
de pontes entre as fibras de colageno que leva a formagdo da cicatriz madura

(RUDOLPH, VAN DER BERG e EHRLICH 1992).

2.2. PROCESSO CICATRICIAL NO TRATO GASTRINTESTINAL E
IMPORTANCIA DO COLAGENO

A maioria das etapas do processo de cicatrizagdo € similar em todos os tecidos,
tais como a resposta inflamatoria a lesdo, a deposi¢ao de coldgeno e a maturacao da
ferida. Entretanto, existem variagdes entre os tecidos, que podem alterar a velocidade e
o resultado final da cicatrizagao.

O trato gastrintestinal possui caracteristicas peculiares tais como: presenca de
multiplas camadas em sua arquitetura histologica, grande quantidade de
microrganismos em seu lumen, presenca de camada serosa na protecdo da linha de
sutura e presenca de suprimento sangiiineo caracteristico; que ocasionam diferencas no
seu processo de cicatrizagio em relagio aos demais 6rgios. E importante ressaltar o
papel da camada submucosa, que tem participacdo fundamental nas fases iniciais da

cicatrizacdo do trato gastrintestinal, pois ¢ a camada que ancora as suturas cirurgicas.



Além disso, esta camada € composta por tecido conjuntivo frouxo, que contém a
maioria dos componentes da matriz extracelular (THORNTON e BARBUL, 1997).

Colageno ¢ a proteina mais abundante no organismo dos mamiferos e
representa 30% do total das proteinas do homem. A estrutura do colageno ¢ formada
por 3 cadeias polipeptidicas configuradas em hélice e unidas por pontes de hidrogénio,
denominadas cadeias alfa, sendo cada uma delas codificadas por um gene, que da
origem a diversos tipos dessa proteina. Cada cadeia alfa é formada por cerca de 1000
aminoacidos (PROCKOP, KIVIRIKKO, TUDERMAN e GUZMAN, 1979a, 1979D).

Existem quase duas dezenas de tipos de colageno, sendo que o colageno tipo I,
ou maduro, (sintetizado pelos fibroblastos), ¢ o tipo mais freqiiente, e ¢ predominante
em ossos e tenddes. Colageno tipo III ¢ mais comumente encontrado em tecidos
moles, como vasos sangiiineos, derme e fascia. A matriz extracelular do colon ¢
composta principalmente de coldgeno tipo I, com menores porcentagens de colageno
tipo Ill e V (WITTE e BARBUL, 1997).

A matriz extracelular ¢ resultante do balango entre a deposi¢cdo e a degradagao
de colageno. A degradacdo de colageno ¢ muito ativa durante o processo inflamatorio.
A digestao do colageno ¢ realizada por colagenases especificas. As colagenases
conhecidas dividem-se em séricas (elastase, catepsina C e proteinase neutra) e as
teciduais (metaloproteinases). A atividade das colagenases ¢ controlada por citocinas
liberadas principalmente por células inflamatorias, endoteliais, fibroblastos e
queratindcitos.

Na cicatrizagdo de anastomoses intestinais também ocorre esta degradacao de
coldgeno maduro. Devido ao consumo do coldgeno maduro existente na camada
submucosa no periodo pds-operatorio precoce, a forca ténsil da anastomose depende
das suturas ancoradas na camada submucosa, rica em coldgeno. Colagenases
intersticiais tém sido implicadas como possiveis fatores contribuintes para a
diminui¢do precoce na forga de ruptura das anastomoses gastrintestinais (JONSSON e
HOGSTROM, 1991; OXLUND, CHRISTENSEN, SEYER-HANSEN,
ANDREASSEN,1996; MARTENS e HENDRIKS, 1991; MARTENS, HUYBEN E
HENDRIKS 1992 ).



2.2.1. Estudos Clinicos

GRAHAM, DRUCKER, DIEGELMANN, ELSON (1987), avaliaram células
intestinais humanas em cultura e observaram que além dos fibroblastos, células
musculares lisas também produzem coldgeno no trato gastrintestinal.

MARTENS, HUYBEN, HENDRIKS (1992) também avaliaram células
humanas em cultura e observaram que a sintese de colageno pelos fibroblastos na pele
e no trato gastrintestinal parecem ser afetados de forma diferente pelos fatores que
regulam a cicatrizacdo tais como interleucina-1, fator de necrose tumoral alfa,
interferon gama, entre outros.

GRAHAM, DIEGELMANN, ELSON, LINDBLAD, GOTSCHALK, GAY e
GAY (1988) avaliaram a quantidade de colageno presente no intestino de pacientes
com doenga de Chron e em controles. Os autores observaram que no grupo controle,
representando individuos normais, a maior porcentagem de coldgeno € do tipo I (68%)),
seguida por colageno tipo III (20%) e tipo V (12%).

STUMPF, KLINGE, WILMS, ZABROCKI, ROSCH, JUNGE,
KRONES e SCHUMPELICK (2005) avaliaram a influéncia de disturbios da matriz
extracelular nas fistulas anastomoticas em cirurgias colorretais. Cento e dezenove
pacientes submetidos a anastomose colorretal tiveram sua evolugdo pods-operatoria
avaliada prospectivamente. A andlise do coldgeno foi realizada com a coloracao de
picrosirius e microscopia polarizada. Foi evidenciado que a razdo entre colageno tipo I
e colageno tipo III, usada como um indicador de qualidade tecidual, foi
significativamente inferior na parece intestinal de pacientes que desenvolveram fistula
anastomotica em comparacao aos pacientes com cicatrizagao nao complicada.

LAPIERE, NUSGENS e PIERARD (1977) estudaram tipos de colageno
extraidos da pele por meio de precipitacdo de sais e cromatografia. Os autores
observaram a formacao de bandas espessas de colageno tipo 1. Por outro lado, os
autores reportaram a presenca de fibras finas de colageno tipo III, associadas a

formacao de bandas de tamanho intermediério. Os autores sugerem que a relagdo entre



os tipos de colageno e arquitetura das fibras tem papel importante na propriedade

mecanica dos tecidos conjuntivos em condi¢des normais e patologicas.

2.2.2. Estudos Experimentais

HASTINGS, VAN WINKLE, BARBER, HINES, NICHOLS (1975) estudando
caes demonstraram diferencas metabdlicas entre a cicatrizagdo do trato gastrintestinal
e da pele.

MARTENS e HENDRIX (1991) demonstraram que a cicatrizagdo do colon em
ratos caracteriza-se por for¢a da anastomose diminuida nos primeiros dias de pos-
operatério, além disso, os niveis de colageno tém grandes alteracdes. Na cicatrizagao
colonica normal inicialmente ¢ observada uma diminuicdo da concentracdo de
colageno, causada pela degradacdo de coldgeno pré-formado, esta fase transitoria ¢
seguida por aumento consideravel da sintese de colageno .

CRONIN, JACKSON e DUNPHY (1968) compararam a cicatrizacao de feridas
cutaneas e anastomoses colonicas em ratos. Os autores observaram que o ganho da
forca em feridas intestinais em condi¢des normais ¢ muito mais rapido do que em
feridas cutaneas.

HERRMANN, WOODWARD ¢ PULASKI (1964) também avaliaram a
cicatrizacdo em ratos e observaram que a seqiiéncia de eventos que ocorre na
cicatrizacdo das anastomoses digestivas ¢ semelhante a que ocorre nos demais tecidos,
sendo que a fase inflamatoria estendeu-se até o quarto dia, a fase de fibroplasia até o
décimo quarto e, a partir dai, a fase de maturagao.

BRASKEN, RENVALL, SANDBERG (1991) estudaram a expressdao genética
do coldgeno e fibronectina em ratos submetidos a anastomoses intestinais e
observaram que a expressao genética de colageno tipo III precede a de colageno tipo I,
e ambos alcangam sintese maxima no 7°. dia de pds-operatorio. Os autores também
sugerem que o aumento da forga ténsil tem maior relacdo com a concentragdo de
colageno tipo 1.

JIBORN, AHONEN e ZEDERFELDT (1978, 1980), mediante utilizacao de

hidroxiprolina radio marcada, avaliaram o padrao de cicatrizagdo das anastomoses



coldnicas em ratos. Observaram que hé intenso ciclo de sintese e degradagao das fibras
colagenas no inicio do processo de cicatrizacdo da anastomose, com predominio da
degradacdo até o 4°. dia de pos-operatoério. Por volta do 7°. dia de pos-operatédrio o
processo de sintese sobrepuja o de degradacdao. Observaram também que este processo
ciclico de sintese e degradacao do colageno ocorre ndo s6 na area da anastomose, mas
também nos segmentos peri-anastomoticos, principalmente no segmento proximal.
OXLUND et al, em 1996, avaliaram as alteragdes temporais da
deposicao de colageno nas anastomoses colonicas e em feridas incisionais cutaneas em
ratos. A avaliacdo do metabolismo do coldgeno foi realizada por meio do da
administragdo intravenosa de prolina marcada, estimando-se a deposi¢ao de colageno
por milimetro da linha de ferida. A quantidade de coldgeno na anastomose foi
estimada pela quantidade de hidroxiprolina. Os autores observaram aumento
substancial na deposicao de coldgeno no 2°. dia de pds-operatdrio, a qual alcangou o
pico maximo no 6°. dia, permanecendo relativamente alta até o dia 12. A deposicao de

colageno no colon foi 10 vezes superior a deposi¢ao nas feridas cutaneas incisionais.

2.3. DESNUTRICAO E CICATRIZACAO.

JELLIFE (1966) definiu desnutrigdo como um estado morbido resultante da
deficiéncia ou do excesso, relativo ou absoluto, de um ou mais nutrientes essenciais.
As causas de desnutricdo sdo variadas, e incluem doenga priméria (neoplasias,
tuberculose), procedimentos que previnem o paciente de receber ingestao nutricional
adequada por tempos prolongados (ex: cirurgia) ou deficiéncia de ingestdo nutricional.

A deficiéncia de carboidratos, proteinas e gorduras ¢ freqlientemente encontrada
na pratica clinica, e o termo desnutri¢ao protéico-energética foi criado para definir esta
deficiéncia nutricional (HILL, 1992).

Nas ultimas quatro décadas tém ocorrido uma maior conscientizagdo no meio
médico sobre a prevaléncia da desnutrigdo em pacientes hospitalizados. Estudos
demonstram que 20 a 60 % dos pacientes admitidos no hospital apresentam algum

grau de deficiéncia nutricional (HILL, BLACKETT, PICKFORD, BURKINSHAW,



YOUNG, WARREN, SCHORAH e MORGAN, 1977; MCWHIRTER ¢
PENNINGTON, 1994; BRAUNSCHWEIG, GOMEZ e SHEEAN, 2000;
WAITZBERG, CAIAFFA e CORREIA, 2001; CORREIA e CAMPOS, 2003;
STRATTON, HACKSTON, LONGMORE, DIXON, PRICE, STROUD, KING e
ELIA, 2004). Estudos sobre o estado nutricional em pacientes cirirgicos sugerem que
a desnutri¢do protéico-energética e perda de peso de 11,5% sdo bastante comuns
(HILL et al., 1977).

Desnutri¢ao esta associada a cicatrizagdo inadequada. A fase inflamatoria ¢é
prolongada e a fase de fibroplasia ¢ prejudicada, o que resulta em reducdo da
proliferacdo de fibroblastos, da sintese de proteoglicanas e coldgeno, da
neoangiogénese e do remodelamento da ferida (RUBERG, 1984; HAYDOCK e HILL,
1986; MORA, 1999).

A deiscéncia de anastomoses colonicas ainda ¢ complicacdo pds-operatoria
importante e potencialmente fatal. O estado nutricional do paciente ¢ um dos fatores
mais importantes que afetam a cicatrizagdo do trato gastrintestinal. Pacientes
submetidos a cirurgias gastrintestinais t€ém risco aumentado para desnutricdo, uma vez
que apresentam ingestdo nutricional inadequada, tanto pré como pds-operatoria além
de estresse aumentado e subseqiiente aumento da taxa metabolica (WARD, 2003;

MCWHIRTER e PENNINGTON, 1994).

2.3.1. Estudos Clinicos

HAYDOCK e HILL (1986), em estudo, clinico avaliaram a resposta
cicatricial por meio da medida da deposicao de hidroxiprolina em pacientes com varios
niveis de desnutricdo. Foi evidenciada diminui¢do da deposicao de hidroxiprolina
(indice quantitativo do colageno) em pacientes desnutridos, comparados a pacientes
com estado nutricional normal.

Pacientes com doengas pré-operatorias agudas ou redugdo na ingestdo
nutricional no periodo pré-operatdrio imediato também demonstram fibroplasia

inadequada (GOODSON, LOPEZ-SARMIENTO, JENSEN, WEST, GRANIJA-



MENA, CHAVEZ-ESTRELLA, 1987). Estudos clinicos demonstraram que a
intervencao nutricional por curtos periodos e ndo necessariamente em dose total, tanto
por via enteral ou parenteral, pode reverter ou prevenir a diminui¢do da deposicao de
coldgeno observada na vigéncia de desnutricdo ou no jejum poOs-operatorio
(HAYDOCK e HILL, 1987, SCHROEDER, GILLANDERS, MAHR, HILL, 1991).

Apesar de em animais ser necessario tempo prolongado de desnutri¢ao
protéico-energética para prejudicar as respostas de cicatrizagdo, em humanos, a
desnutricao calorica protéica mesmo que modesta pode prejudicar a fibroplasia
(GOODSON et al, 1987).

IRVIN e GOLIGHER (1973) a partir de observagdes clinicas sugeriram que a
cicatrizacdo das anastomoses colonicas pode ser afetada pela desnutricdo. Os autores
demonstraram que a incidéncia de fistulas anastomoticas € estatisticamente superior
em pacientes com baixos niveis de proteina sérica e albumina.

SCHROCK, DEVENEY e DUNPHY em 1973, encontraram incidéncia de
fistulas de 6,5% em pacientes com deficiéncia nutricional, comparado com indice de
4,2% em pacientes com nutricdo adequada, entretanto, os autores nao relataram
significancia estatistica.

GOLUB, GOLUB, CANTU e STEIN em 1997 realizaram estudo com analise
multivariada dos fatores que contribuem para as fistulas de anastomoses intestinais. Os
autores identificaram apenas 6 fatores preditivos de fistulas intestinais, incluindo: uso
de corticosteroides, obstrugdo intestinal, peritonite, doeng¢a pulmonar obstrutiva
cronica, transfusdo de sangue intra-operatoria maior que 2 unidades de concentrado de
heméceas e niveis de albumina sérica menores do que 3,0 g/dL. Neste estudo pacientes
com niveis de albumina inferiores a 3,0 g/L. apresentaram incidéncia de deiscéncia
anastomotica de 6,9%, comparado com indice de 2,8% em pacientes com niveis
séricos superiores. Mais recentemente, LUNA-PEREZ, RODRIGUEZ-RAMIREZ,
GUTIERRES DE LA BARRERA ¢ LABASTIDA (2002) confirmaram os achados de
GOLUB et al., reportando que albumina inferior a 3,0 g/L ¢ fator de risco adverso para

o desenvolvimento de fistulas anastomoticas.



2.3.2. Estudos Experimentais

E possivel induzir experimentalmente estados de deficiéncia calérica ou
energética puras. Estudos experimentais em ratos demonstraram que a reducdo da
ingestao alimentar em 50% leva a diminuicao da sintese de colageno, da deposicao de
proteinas da matriz e da formagdo de tecido de granulacdo (YUE, 1986; YOUNG,
1988).

ZAIZEN, FORD, COSTIN e ATKINSON (1990a) estudaram a cicatrizagao de
laparotomias medianas. Ratos nutridos, desnutridos e desnutridos que receberam
hormdnio de crescimento no pré-operatorio (3 dias) e 5 dias apoOs a cirurgia, foram
comparados por meio de analise de for¢a de explosdo. A desnutrigdo foi induzida pelo
uso de dieta hipoprotéica (5,5% de proteina) durante oito semanas. Apds a laparotomia
mediana, todos os animais receberam dieta padrdo. Os autores demonstraram
concentragdes de albumina e pré-albumina inferiores no grupo desnutrido no dia da
cirurgia. No 6°. dia de pos-operatdrio, a forca de explosdo foi significativamente
superior nos animais desnutridos que receberam hormoénio de crescimento em
comparagdo aos ratos desnutridos. No 14°. dia de pds-operatorio, a forga de explosdo
foi semelhante nos trés grupos. Em estudos subseqiientes, ZAIZEN, FORD, COSTIN
e ATKINSON (1990b), utilizaram o mesmo protocolo de dieta hipoprotéica por 8
semanas e estratificaram os ratos em 3 grupos: 1) desnutridos, 2) desnutridos com
administragcdo de hormoénio de crescimento por 5 dias no pos-operatdrio, e 3)
desnutridos re-alimentados com dieta padrao durante 3 dias antes da cirurgia; um
quarto grupo de animais com dieta normal durante todo o experimento foi utilizado
como controle. Todos os animais receberam dieta padrao no pds-operatorio. A
avaliacdo no 6°. pds-operatorio demonstrou indices de forca de explosdo maiores nos
animais desnutridos e realimentados, equivalente nos controles e desnutridos com
administracdo de hormonio de crescimento, € menor nos desnutridos.

EMERY e SANDERSON (1995) promoveram desnutricdo em ratos por meio
da administragdo de apenas 58% da ingestdo alimentar do grupo controle de ratos
pareados durante 7 dias antes do procedimento cirurgico. A andlise tensiométrica e a

avaliacao da quantidade de colageno foram realizadas no 7°. dia de pos-operatorio.



Entretanto, ndo foi demonstrada diferenga significativa na anélise da for¢a ténsil ou da
quantidade de colageno entre os grupos controle e desnutrido.

SCHAFFER, TANTRY, AHRENDT, WASSERKRUG e BARBUL (1997)
avaliaram os efeitos da desnutri¢ao protéico-energética aguda sobre a cicatrizagdo de
feridas cutaneas. Sete dias antes do procedimento cirirgico, o grupo de estudo
(desnutrido) foi submetido a restricdo da dieta alimentar, recebendo apenas 50% da
média da ingestdo alimentar do grupo controle. Os animais foram sacrificados 10 dias
apos a cirurgia. O grupo de animais desnutridos apresentou perda de peso de
10,4+0,8% em relagdo ao peso inicial no periodo de 7 dias antes da cirurgia. No pos-
operatério, este grupo manteve o peso corporal, apesar da persisténcia da restricao da
ingestdo alimentar. Os autores ndo encontraram diferengas significativas nos valores
plasmaticos de albumina nos grupos estudados. Entretanto, foi observada redugao
significativa (37%) da quantidade de hidroxiprolina e diminuicdo da expressdo de
colageno tipo III no grupo desnutrido em relagdo ao grupo controle.

IRVIN ¢ HUNT em 1974 estudaram a cicatriza¢do de anastomose colonica em
ratos desnutridos. Os autores observaram que a desnutricdo afetou o processo de
cicatrizacdo col6nica em animais que receberam dieta isenta de proteina por 7
semanas. Estes animais perderam 34% do peso corporal e apresentaram diminuicao
significativa da for¢a ténsil e da quantidade de colageno nas anastomoses coldnicas
quando comparados ao grupo controle.

WARD, DANZI, LWEIN, RENNIE ¢ CLARK em 1982, estudaram os efeitos
da restricao dietética de proteina na cicatrizagdo de anastomose colonica. Trés grupos
foram comparados: 1) ratos alimentados com dieta normal antes (7 dias) e apds (7
dias) a cirurgia, 2) ratos alimentados com dieta hipoprotéica (apenas 10-15 mg de
proteinas/dia) antes da cirurgia e dieta normal apds a cirurgia, e 3) ratos alimentados
com dieta hipoprotéica antes e depois da cirurgia. O grupo de ratos com dieta
hipoprotéica apresentou perda de peso de 12,4%. Os autores demonstraram que o
grupo desnutrido apresentou pressao colonica de ruptura estatisticamente inferior a do
grupo controle. Em contraste, os ratos que retornaram a dieta normal apos a cirurgia

apresentaram pressao de ruptura normal.



LAW e ELLIS (1989) estudaram os efeitos de dieta hipoprotéica (0,8 g
proteina/dia) sobre a cicatrizacdo de anastomoses colonicas. Os ratos do grupo de
estudo receberam dieta hipoprotéica durante 2 semanas e o grupo controle que recebeu
dieta padrao durante o mesmo periodo. O grupo desnutrido apresentou perda de peso
de 11,9%. A analise da cicatrizagao foi realizada por meio da avaliagdo da pressdo de
ruptura. Os ratos submetidos a dieta hipoprotéica apresentaram indices de pressdo de
ruptura estatisticamente inferiores em relagdo ao grupo controle, principalmente entre
0 4°. e o 7°. dias de pos-operatério. Por outro lado, ndo houve diferenga significativa
na concentragdo de hidroxiprolina entre os dois grupos.

Em estudos subseqiientes, LAW e ELLIS (1990) avaliaram os efeitos da
nutricao parenteral pds-operatdria na cicatrizacdo de feridas abdominais e anastomoses
colonicas em ratos desnutridos. A desnutrigdo foi promovida pelo uso de dieta
hipoprotéica (0,8 g/ dia) por duas semanas antes do procedimento cirurgico e 5 dias
apos a cirurgia. A pressao de ruptura foi avaliada no 5°. dia de pos operatdrio. Foi
demonstrado que ratos alimentados com dietas hipoprotéicas apresentaram aumento
significativo da pressdo de ruptura nas feridas abdominais e nas anastomoses coldnicas
apos administragdo de alimentacao parenteral pos-operatoria.

KARAHASANOGLU, ALTINLI, HAMZAOGLU, PAKSOY, YESILDERE e
ALEMDAROGLU em 1998 avaliaram a acdo do hormoénio de crescimento nas
anastomoses de colon esquerdo em ratos desnutridos em comparacdo ao grupo
controle. A desnutri¢do foi promovida pela administracao de dieta hipoprotéica (1.2 g
de proteinas) por 10 dias antes da cirurgia, os grupos controle receberam dieta padrao.
Todos os animais foram sacrificados no 4°. dia pds-operatorio. Os autores relataram
aumento na pressao de ruptura colonica apds a administragdo de hormoénio de
crescimento em ratos que receberam alimentagdo normal; entretanto, ndo houve
influéncia do hormonio de crescimento em ratos que perderam 15% do peso corporal.

IRVIN, em 1976, estudou os efeitos da administracdo subcutinea do
aminoacido essencial metionina na cicatrizagdo de anastomoses colOnicas de ratos
desnutridos comparados a animais controle. Em seu estudo os ratos desnutridos

receberam dieta isenta de proteinas por 7 semanas antes do procedimento cirurgico; os



ratos do grupo controle receberam dieta normal. A restri¢do protéica por 7 semanas
resultou em reducdo de 34% no peso corporal, e redugdo significativa da forga ténsil e
da quantidade de colageno nas anastomoses. A suplementacdo de metionina,
entretanto, ndo demonstrou efeitos sobre os parametros de cicatrizagao avaliados.

Em 1978, IRVIN estudou os efeitos da desnutricdo e da hiperalimentagcdo na
cicatrizacdo de anastomoses coldnicas e incisdo cutdnea em ratos. Grupos de 10 ratos
foram submetidos a uma dieta isenta de proteinas por periodos de 1, 3, 5, 7 ou 8
semanas. No estudo sobre a hiperalimentacao os ratos foram divididos em 3 grupos: 1)
Grupo teste — recebeu hiperalimentagdo oral Aminutrin® (férmula sintética em p6 de
aminoacidos levogirégenos) durante a sétima semana de restricdo de proteina e por 7
dias no pos-operatorio; 2) Grupo controle desnutrido — recebeu dieta isenta de
proteinas apenas; 3) Grupo controle normal — recebeu dieta regular durante 7 dias
antes da cirurgia e por 7 dias no pos-operatorio. Ratos que receberam dieta isenta
proteinas durante 7 semanas apresentaram média de redugao do peso corporal de 37%,
e a média de reducdo de peso corporal nos ratos submetidos a restri¢ao de proteina por
8 semanas foi de 44%. A presenca de mudangas significativas na cicatrizagdo apenas
ocorreu nos ratos gravemente desnutridos, quando a perda de peso excedeu um - tergo
do peso corporal normal. A desnutri¢ao grave resultou em redugdo profunda da forca
mecanica das feridas abdominais, entretanto, as alteracdes na forca ténsil das
anastomoses colonicas foram muito menos evidentes. A terapia com aminoacido
resultou em aumento significativo da for¢a ténsil e da quantidade de coldgeno das

feridas abdominais, entretanto, ndo demonstrou efeitos na cicatriza¢do colonica.

2.4. NUTRICAO PRE-OPERATORIA

STUDLEY (1936), em trabalho classico demonstrou aumento da mortalidade
em pacientes submetidos a cirurgia para ulcera duodenal que apresentavam perda

maior do que 20% do peso habitual no pré-operatorio. Desta forma abriu novas



perspectivas para o melhor preparo pré-operatorio dos pacientes com o intuito de
reduzir a morbi-mortalidade cirurgica.

Doengas pré-operatorias breves ou diminui¢do da ingestdo nutricional no
periodo pré-operatorio tem demonstrado ter impacto significante na sintese de
coldgeno. Estes fatos sustentam o conceito que a ingestdo alimentar pré-operatoria
pode ser mais importante para a cicatrizacdo do que o estado nutricional geral do
paciente (WINDSOR, KNIGHT, HILL, 1988).

Ha diversos estudos prospectivos e randomizados na literatura que avaliam os
efeitos da nutricdo pré-operatéria nos resultados cirargicos, com resultados
conflitantes. A seguir serdo apresentadas as publicagdes que resumiram esses

resultados da literatura.

2.4.1. Estudos Clinicos

DETSKY, BAKER, O’ROURKE e GOEL (1987) usaram a técnica de
metanalise para avaliar a efetividade da nutri¢do parenteral total pré-operatoria (NPT).
Foi demonstrada reducao no indice de complicagdes em cirurgias de grande porte e
reducdo de no indice de casos fatais no grupo de recebeu NPT pré-operatoria em
relacdo ao grupo que ndo recebeu terapia nutricional. Por outro lado, foi relatado
indices de complicagdes iatrogénicas maiores. Os autores ressaltam, entretanto, que
fatores como amplo intervalo de confidéncia, grande variacdo no tratamento entre os
estudos, riscos de complicacdes iatrogénicas secundarias a NPT e potencial bias
devido a falhas na metodologia dos trabalhos, devem ser considerados na interpretacao
destes dados. Os autores concluem que até a data do estudo, o uso rotineiro de NPT
pré-operatoria em pacientes nao selecionados submetidos a cirurgia de grande porte
nao ¢ indicado, entretanto, esta intervengdo pode ter utilidade em subgrupos de
pacientes de alto risco tais como: 1) pacientes gravemente desnutridos submetidos a
cirurgia de grande porte; 2) pacientes bem nutridos que desenvolvem complicagdes
que resultam em periodos de ileo prolongados e ingestdo nutricional inadequada e; 3)
pacientes bem nutridos submetidos a cirurgias que resultam em periodos prolongados

de ingestao inadequada de nutrientes.



KLEIN, KINNEY, JEEJEEBHOY, ALPERS, HELLERSTEIN, MURRAY,
TWOMEY (1997) reviram varias publicagdes e recomendacdes do Instituto Nacional
de Saude Americano (NIH), da Sociedade Americana de Nutri¢ao Parenteral e Enteral
(ASPEN) e da Sociedade Americana de Nutricdo Clinica (ASCN). Os autores
avaliaram 13 estudos clinicos prospectivos randomizados envolvendo 1250 pacientes
submetidos ou ndo a NPT pré-operatoria. Foi observado que os pacientes geralmente
receberam NPT por ao menos 7 a 10 dias antes da cirurgia. Nove dos 13 estudos
demonstraram que pacientes que receberam NPT pré-operatdria apresentaram menor
indice de complicagdes pds-operatorias que nos grupos controles. Entretanto, apenas 5
estudos demonstraram diferenca estatisticamente significativa. A NPT proporcionou
diminui¢ao de aproximadamente 10% no risco de complicagdes pos-operatoérias. Com
relagdo a nutricdo enteral pré-operatdria os autores encontraram dois grandes estudos
clinicos prospectivos e randomizados que compararam o uso de nutricdo enteral pré-
operatéria com dieta oral ad libitum. A maioria dos pacientes estudados tinha o
diagnodstico de neoplasia. A incidéncia geral de complicagdes foi menor nos pacientes
que receberam nutri¢do enteral (12%) em relagdo ao grupo controle (30%)

A Sociedade Americana de Nutrigdo Parenteral e Enteral, ASPEN, por meio do
seu Board of Directors and the Clinical Guidelines Task Force (2002) estabeleceu
roteiro para a administragdo de nutrigdo parenteral e enteral em pacientes adultos e
pediatricos. Segundo o consenso, a nutrigdo pré-operatoria estd indicada em pacientes
gravemente desnutridos que irdo ser submetidos a cirurgia gastrintestinal de grande
porte. A recomendagdo ¢ de nutricao por periodo de 7 a 14 dias se a cirurgia puder ser
postergada.

Recentemente, um grupo de autores italianos introduziu o conceito de se
oferecer nutricdo pré-operatdoria com dietas enriquecidas com nutrientes
imunomoduladores a pacientes com pouca desnutricdo e que serdo submetidos a
cirurgia de grande porte. Neste caso a dieta ¢ ofertada com o intuito de modular o
sistema imunoldgico e ndo somente re-nutrir o paciente (BRAGA, GIANOTTI,

NESPOLI, RADAELLI e DI CARLO, 2002).



BRAGA et al. (2002) elaboraram estudo para avaliar a efetividade da nutricao
pré-operatoria em relacdo a nutricdo perioperatoria na redu¢ao de complicacdes pos-
operatoria. Pacientes com perda de peso pré-operatéria inferior a 10% e neoplasia
gastrintestinal foram divididos aleatoriamente em 3 grupos: 1) suplementacdo oral com
formula enriquecida em arginina, acidos graxos omega-3 ¢ RNA (4cido ribo-nucléico)
durante 5 dias antes da cirurgia, e apds a cirurgia nenhuma terapia nutricional
adicional; 2) o mesmo tratamento pré-operatério do grupo 1 associado a infusdo
enteral (jejunal) pos-operatoria da mesma formula enriquecida e; 3) grupo controle,
que ndo recebeu nenhuma nutricdo artificial antes ou apods a cirurgia. Os autores
relataram incidéncia de complicagdes pos-operatorias de 13,7% no grupo que recebeu
nutri¢do pré-operatdria, 15,8% no grupo que recebeu nutri¢ao perioperatoria e 30,4%
no grupo controle. Os autores concluem que a terapia nutricional pré-operatdria € tao

efetiva quanto a administra¢do perioperatoria na melhora da evolugao clinica.

2.4.2. Estudos Experimentais

DA COSTA, et al. (2003) avaliaram a agdo da glutamina oral na cicatrizagao
das anastomoses colonicas em ratos. Os animais eram randomizados para receber 10%
de L-glutamina ou 10% de glicina (grupo controle) 7 dias antes da cirurgia e durante o
periodo pods-operatério. Os animais foram avaliados no 3°. e no 8°. dias de pos-
operatorio. Os autores demonstraram um aumento da forca de ruptura total da
anastomose e a porcentagem da area de coldgeno maduro na anastomose nos ratos que
receberam suplementagdo de glutamina tanto no 3°. Como no 8°. dias de poés-

operatorio.

2.5. METODOS DE AVALIACAO DA CICATRIZACAO DE ANASTOMOSES
INTESTINAIS

As anastomoses intestinais podem ser avaliadas mediante parametros clinicos,
mecanicos, histopatoldgicos e bioquimicos (VIZZOTTO JUNIOR, 2001; DA COSTA
et al., 2003; BONIN et al., 2005; FERREIRA, 2004). Outros métodos, sdo menos



comumente utilizados tais como: parametros radiograficos (MANSSON, ZHANG,
JEPPSSON, THORLACIUS 2002), microangiograficos (ASZODI e PONSKY, 1984)
e de microscopia eletronica (CHRISTENSEN, CHEMNITZ, CHRISTENSEN,
OXLUND, 1995).

2.5.1. Parametros Clinicos

A evolugdo pos-operatdria do animal e os achados intra-abdominais apos sua
morte, seja ela em meio a fase de experimentagdo ou provocada no término desta para
coleta de dados, sd@o parametros clinicos que podem ser utilizados. Estes indicadores
clinicos refletem a presenca de deiscéncia anastomdtica o que, em ultima andlise, se
procura avaliar nos experimentos em que se estuda cicatrizacdo de anastomoses
coldnicas (DA COSTA et al., 2003).

Os dados evolutivos mais comumente explorados sdao: ganho ou perda de peso e
evolugdo pos-operatoria (dbitos). A exploragdo da cavidade abdominal, os dados mais
freqlientemente avaliados sdo: quantificagdo e qualificacdo de aderéncias poOs-
operatérias e possiveis complicagdes anastomoticas (deiscéncia, abscesso peri-

anastomotico e estenose), entre outros.

2.5.1.1 Peso

A perda de peso pode interferir na evolugdo das anastomoses intestinais.
Decréscimo ponderal durante o periodo perioperatdrio sugere certo grau de
desnutricdo, o que pode acarretar deficiéncia na cicatrizagdo e, conseqlientemente,
maior incidéncia de complicagdes anastomoticas.

IRVIN e HUNT (1974) estudaram a cicatrizacdo de anastomose colonica em
ratos desnutridos. Os autores observaram que a desnutricdo afetou o processo de
cicatrizacdo colonica em animais que receberam dieta isenta de proteina por 7
semanas. Estes animais perderam 34% do peso corporal e apresentaram diminuicao
significativa da for¢a ténsil e da quantidade de colageno nas anastomoses coldnicas

quando comparados ao grupo controle. LAW e ELLIS (1990) avaliaram o efeito da



nutricdo parenteral sobre a cicatrizacdo de anastomoses colonicas em ratos com
desnutricao protéica. Foram comparados trés grupos de animais: dieta normal (A),
dieta hipoprotéica (B) e dieta hipoprotéica com nutricdo parenteral (C). Os animais
receberam as respectivas dietas no periodo de 2 semanas antes da cirurgia e 5 dias
apos o procedimento cirargico. No pos-operatério, animais do grupo B receberam
solugdes intravenosas de solugdo salina com glicose, e animais do grupo C solugdo de
nutri¢gdo parenteral. Os grupos desnutridos (B e C) apresentaram perda de peso de
6,5% e 6,4%, respectivamente. Os animais submetidos a dieta hipoprotéica
apresentaram diminuicdo significativa da for¢a de ruptura em relagdo ao grupo
controle.

KARAHASANOGLU et al. (1998) realizaram estudo experimental para avaliar
o efeito da administragdo de hormdnio de crescimento na cicatrizagao de anastomoses
coldnicas em ratos submetidos a dieta hipoprotéica. Os autores observaram redugao de
15% no peso dos ratos alimentados com dieta hipoprotéica até a cirurgia que
continuou apds o procedimento em torno de 5% (p<0,05). A pressdo de ruptura foi
menor nos ratos desnutridos em relacdo aos animais alimentados com dieta com
concentra¢do normal de proteinas. Nao houve diferenga na dosagem de hidroxiprolina
entre os grupos. Os autores concluiram que, de maneira indireta, o peso serve como

parametro clinico na avaliacdo da cicatrizagdo de anastomoses intestinais.

2.5.1.2. Incidéncia de Obitos

LEITE, NARESSE, KOBAYASI, MINOSSI, BURINI, CURI ¢ HOSSNE
(1993) avaliaram o efeito da desnutri¢gdo na anastomose de colon distal. Os parametros
avaliados incluiram: forca de ruptura, coldgeno tecidual e parametros clinicos.
Observaram 4 casos de deiscéncias anastomoticas acompanhadas de dbito no grupo de
animais desnutridos, enquanto esta complicagdo nao ocorreu no grupo controle que
recebeu dieta com concentragdo normal de proteinas para a espécie, demonstrando,
assim, a relacdo direta que existe entre deiscéncia completa, peritonite fecal e dbito.

NARESSE, LEITE, RODRIGUES, ANGELELI, MINOSSI ¢ KOBAYASI

(1993), estudaram os efeitos da peritonite fecal induzida na cicatrizagdo de



anastomoses de célon distal em ratos. Nos animais submetidos a anastomose colonica
na vigéncia de peritonite, houve 10 casos de deiscéncia (8%), dos quais 7 evoluiram a
obito. Os achados corroboram em demonstrar o efeito deletério da presenca de
infeccao instalada intra-abdominal concomitante a realizacdo de suturas no intestino
grosso.

A incidéncia de Obitos ndo esta necessariamente relacionada as deiscéncias
anastomoticas. Outras causas como complicagdes anestésicas e metabolicas durante o
experimento podem ser responsaveis pelo 6bito (VIZZOTO JUNIOR, 2001; DA
COSTA et al., 2003; BONIN et al., 2005).

2.5.2. Aderéncias Intra-abdominais

Aderéncias intra-abdominais refletem a resposta inflamatoéria reparadora do
organismo a agressao na cavidade peritoneal e, de certa forma, a atividade do processo
de reparacdo cicatricial. A presenca de deiscéncia anastomoética, com vazamento do
conteudo intestinal na cavidade peritoneal, ¢ um fator importando para o estimulo da
formagdo de aderéncias. Existe correlagao direta entre o indice de aderéncias e a
presenca de deiscéncia anastomotica.

As aderéncias podem levar a variagdo na reparagdo tecidual da linha de sutura
apresentando desde efeitos deletérios a influéncias benéficas, como agdes protetoras
bioldgicas e mecanicas (ADAMS, CTERCTEKO, BILOUS, 1992). M¢étodo de
sistematizagdo para a avaliagdo de aderéncias intra-abdominais foi proposto por
KNIGTHLY, AGOSTINO e CLIFFTON (1962), e também utilizado por VIZZOTO
JUNIOR, em 2001, DA COSTA et al., 2003, BONIN et al., 2005 e FERREIRA, 2004.
Estes autores atribuiram indices para caracterizar quantitativamente a presenca de
aderéncias intra-abdominais. Outro sistema de quantificacdo destas aderéncias ¢ o
descrito e utilizado por VAN DER HAM, KORT, WEIJMA, VAN DEN INHG e
JEECKEL (1992). Neste experimento os autores avaliaram o efeito de antibioticos na
acdo da fibrina na cicatrizacao de anastomoses colonicas em ratos.

WU, AYRIZONO, FAGUNDES, COY, GOES e LEONARDI (2003)

estudaram a agdo das aderéncias sobre a cicatrizacdo de anastomoses colonicas em



ratos. Os autores demonstraram que os subgrupos que apresentavam aderéncias
intactas nas anastomoses apresentaram maior resisténcia a ruptura em relacdo aos
grupos com aderéncias removidas. Além disso, subgrupos com auséncia de aderéncias
apresentaram resisténcia a ruptura significativamente inferior. Os autores concluiram
que as aderéncias constituem influéncias benéficas sobre a anastomose, aumentando a

resisténcia mecanica na fase inicial do reparo tecidual.

2.5.3. Métodos Mecanicos

O desenvolvimento da for¢a mecanica ¢, sem duavida, um parametro
significativo na investigagdo da cicatrizacao anastomdtica.

HOWES, SOOY ¢ HARVEY (1929) realizaram estudo avaliando a resisténcia
da sutura em anastomoses intestinais. Em seu estudo pioneiro, os autores
demonstraram correlagdo entre as forgas de tensdo necessarias a ruptura dos tecidos
estudados e o processo fibroplasico conhecido.

A avaliagdo da resisténcia das anastomoses intestinais por métodos mecanicos
pode ser realizada por meio de 2 técnicas fundamentalmente diferentes: pressao de
ruptura e forga de ruptura. A pressao de ruptura ¢ a medida da resisténcia da parede
intestinal a incrementos da pressdo intra-luminal. A for¢a ténsil (forga de ruptura)
reflete a resisténcia da parede intestinal a for¢as exercidas na dire¢ao longitudinal.

O uso dos métodos mecanicos para a avaliagdo das anastomoses intestinais
pode ser influenciado por inimeras variaveis, tais como: remog¢ao ou nao dos fios de
sutura, método de obtencao do raio da anastomose (durante ou depois da distensdo),
local da ruptura do segmento a ser estudado e presenca de ruptura total ou parcial da

anastomose (KORUDA E ROLANDELLI, 1990; HENDRIKS e MASTBOOM, 1990).

2.5.3.1. Pressdo de ruptura

A medida da pressdo de ruptura compreende a distensdo de um segmento
intestinal com gas ou liquido até que se desenvolva uma abertura, a pressao na qual a

ruptura ocorre € a pressao de ruptura.



Esta técnica foi aplicada pela primeira vez hd mais 1 século por CHLUMSKY,
em 1899. A avaliagdo ¢ feita no segmento do intestino onde foi realizada a
anastomose, sendo que esta fica exatamente no centro da pega a ser testada. Uma das
extremidades é fechada e na outra se conecta uma bomba de insuflacdo. Por meio
desta ultima infunde-se liquido ou ar atmosférico até que haja ruptura da anastomose.
A pressdo de ruptura € registrada por manometro ou fisidgrafo. Este método pode ser
aplicado ao animal vivo e anestesiado, sem se desfazer as aderéncias peri-
anastomoticas ou em segmento ressecado; os resultados serdo diferentes nos dois
casos, mas ambos com validade cientifica.

O desenvolvimento da forca de ruptura nas anastomoses em cicatrizagdo ja foi
amplamente investigado e possui um padrdo bem definido. Nos primeiros 3 a 4 dias
apOs a anastomose, a pressao de ruptura permanece baixa. Apos o 4°. dia, a pressdo
aumenta rapidamente a valores acima daqueles observados em intestino ndo lesados
(IRVIN e HUNT, 1974; JIBORN et al., 1978). Embora o quadro qualitativo pareca
estabelecido, os dados quantitativos relatados na literatura apresentam bastante
diferencas.

A existéncia deste grau de variagdo ¢ até certo ponto esperada, uma vez que o
reparo tecidual pode ser afetado por vérios fatores tais como: técnica de sutura,
material utilizado, tratamento do intestino apds o sacrificio (remog¢do ou nao das
aderéncias), entre outros (HENDRIKS e MASTBOOM, 1990). Desta forma, ha
indicios que a pressdo de ruptura ¢ apenas valida dentro de um estudo, quando o
protocolo € usado por varios grupos experimentais.

A pressdo de ruptura ¢ um bom parametro para monitorar a cicatrizagdo de
anastomoses intestinais, contanto que a ruptura ocorra na area da anastomose. Este
periodo compreende a primeira semana de pos-operatorio, quando a tensao ¢ baixa e a
possibilidade de deiscéncia ¢ relativamente alta (HENDRIKCS ¢ MASTBOOM,
1990).



2.5.3.2. Forga ténsil de ruptura

A forca de ruptura ¢ medida pela aplicacdo de incrementos de for¢a na dire¢do
longitudinal em relagdo a anastomose. Portanto forca de ruptura ¢ a forca maxima
necessaria para induzir a ruptura da anastomose.

Este método foi utilizado em anastomose intestinal pela primeira vez por
HERRMANN, WOODWARD e PULASKI, em 1964.

FARHAT, AMER, WEEKS e MUSSELMAN (1958) desenvolveram
dispositivo mecanico que efetua tracdo tecidual e o utilizaram para avaliagdo de
anastomoses em processo de cicatrizagdo. JONSSON, JIBORN e ZEDERFELDT
(1983) posteriormente aprimoraram o método com o desenvolvimento de dispositivo
eletro-mecanico, o qual possuia maior precisdo para a afericdo da forga de ruptura. A
utilizacdo do método de forga de tragdo para avaliacao da resisténcia das anastomoses
intestinais, como proposto por JONSSON e al. (1983), se da pela fixacdo das
extremidades do segmento de intestino no aparelho seguida de tragdo até que haja a
ruptura deste segmento no local onde estd a anastomose. A tragdo pode ser exercida
com aumento continuo da forca, como utilizado por BLOMQUIST, JIBORN,
ZEDERFELDT (1984), ou aumentando-se a forca em intervalos.

NARESSE, MENDES, CURI, LUCCHIARI e KOBAYASI (1987)
desenvolveram aparelho de tragdo para avaliar a for¢a de ruptura das anastomoses
intestinais. Para avaliar sua precisao foram utilizados 32 caes submetidos a anastomose
de intestino delgado e aleatoriamente divididos em quatro grupos. De cada animal, em
tempos diferentes de avaliagdo pos-operatoria (3°, 7°, 14° ¢ 21° PO), foram obtidas
duas amostras: uma contendo a anastomose e outra com intestino delgado integro.
Ambos os segmentos foram submetidos a tracdo no aparelho supracitado. Este foi
ajustado e aferido com diferentes escalas de peso com o objetivo de testar sua
precisdo. As leituras de forga de ruptura ndo apresentaram diferencgas significativas
frente a adicdo dos pesos padrdes nas afericdes de 100 a 600 gramas. Analisando-se a
regressao linear dos resultados obtidos encontraram erro de leitura inferior a 2%.
Houve variagdo significativa e progressiva da intensidade da forca de ruptura nos

segmentos contendo a anastomose nos dias 3, 7 e 14 de pos-operatorio (p<0,01,



p<0,01 e p<0,05, respectivamente) quando comparada aos segmentos integros de
intestino delgado. A for¢a de ruptura testada no subgrupo morto no 21° dia ndo
apresentou diferenca estatistica em relagdo ao intestino integro. Os autores concluiram
que o instrumento utilizado para medida de forca de ruptura apresenta erros minimos
de leitura, tornando justificdvel sua utilizacdo em investigagdes experimentais, nao so
da cicatrizagdo intestinal, como de toda ferida cirtirgica.

IKEUCHI, ONODERA, AUNG, KAN, KAWAMOTO, IAMAMURA ¢
MAETANI (1999) desenvolveram equipamento mecanico computadorizado de alta
precisdo para a determinacdo da forga de ruptura. Os autores tentaram estabelecer
correlagdo entre este método e o método de pressdo de ruptura, ja consagrado na
literatura, bem como definir qual deles seria considerado o padrdo ouro na avaliagdo
mecanica da cicatrizagdo de anastomoses intestinais. Foram utilizados 48 ratos em
modelo experimental que tinha como objetivos estimar a pressdo e tensao de ruptura,
simultaneamente, na mesma anastomose colonica efetuada em cada animal, no periodo
compreendido entre a realiza¢do da cirurgia e o 14° dia de pos-operatério. A tensido de
ruptura foi determinada mediante duas variaveis: resisténcia ténsil minima (forca
necessaria para o inicio da ruptura da anastomose) e forca maxima de tragdo (forca
necessaria para realizar a disjun¢do da anastomose). Durante a analise das variaveis os
autores notaram que, durante a fase inflamatoria da cicatrizacao (0-4 dias), havia pobre
correlacdo entre forga e pressao de ruptura, enquanto na fase fibroplésica (= 5 dias)
esta correlagdo se mostrou altamente significativa mediante andlise regressiva. Valores
positivos de resisténcia ténsil minima e forca méxima de tragdo foram encontrados
quando a pressdo de ruptura correspondente tinha valor zero. Os autores concluiram
que a resisténcia ténsil minima seria o melhor método para avaliagdo biologica da
cicatrizacdo das anastomoses enquanto que a pressao de ruptura seria mais adequada
na pesquisa de integridade anastomotica em geral, nao refletindo o processo cicatricial.

A forga anastomotica de uma sutura recém realizada, ressecada e medida
imediatamente apos sua conclusdo ¢ aproximadamente 30 % daquela de um célon
intacto (BLOMQUIST et al., 1984; UDEN, BLOMQUIST, JIBORN, ZEDERFELDT,

1988). Esta forca diminui ainda mais, alcangando valores minimos ap6s 1 ou 2 dias.



Apés este estdgio inicial, hd ganho rdpido na forgca. Anastomoses com 7 dias
apresentam forca de ruptura maior do que nas anastomoses recém realizadas, porém
ainda inferior a do intestino normal (HENDRIKS e MASTBOOM, 1990)

VIZZOTTO JUNIOR (2001); DA COSTA et al. (2003); COELHO-
LEMOS, CAMPOS, DE ALMEIDA, SCHULER, GURMINI, MALAFAIA e
ANDRADE (2004) e BONIN et al. (2005) utilizaram aparelho universal de ensaio
mecanico computadorizado com garras de pressdo pneumatica e sistema eletronico de
aquisicao de dados, o que permitiu tragdo uniforme e constante fosse aplicado ao

tecido a ser estudado.

2.5.4. Método Histologico

O colageno tecidual pode ser avaliado de por meio de técnicas quantitativas ou
qualitativas. A andlise da taxa de hidroxiprolina tecidual ¢ exemplo de técnica
quantitativa (DIETZ, 1995). Esta técnica, entretanto, ndo permite a diferenciacao entre
os diferentes tipos de colageno (MILLER e GAY, 1982). O método qualitativo pode
ser realizado pelo calculo da taxa de deposi¢ao de coldgeno apds a administragdo de
prolina radioativa; os defensores deste método ressaltam que as técnicas quantitativas
de colageno nao fornecem informagdes sobre as taxas de sintese ou degradacdo de
coladgeno e enfatizam a importancia da utilizacao de técnicas que permitam o estudo do
metabolismo do coldgeno (MADDEN e PEACOCK, 1968). Outra forma de analise
qualitativa ¢ a analise da densitometria do coldgeno por meio da avaliag¢ao histologica
com a coloragdo picrosirius-red F3BA e microscopia polarizada. Utilizando-se esta
técnica € possivel identificar e caracterizar os tipos de fibras colagenas.

A coloragdo com picrosirius seguida da microscopia com polarizagdo
demonstra fibras coldgenas seletivamente (CONSTANTINE E MOWRY, 1968;
JUNQUEIRA, MONTES, SANCHEZ, 1982). Quando o corante picrosirius red
F3AB, corante de acido forte, reage com o coldgeno, a sua birrefringéncia habitual ¢
acentuada pelo fato de suas moléculas se aderirem as fibrilas de coldgeno, de maneira

que as mesmas ficam paralelas. Estudo em o6rgaos de animais vertebrados identificou



estreita correlagdo entre a localizacdo de diferentes cores e intensidade de
birrefringéncia com a distribuicao dos tipos I, II, e III de colageno, permitindo sua
diferenciacdo nos tecidos. O coldgeno tipo I apresenta fibras espessas, fortemente
birrefringentes, de coloragdo amarelo ou vermelho; por outro lado o colageno tipo III
tem aspecto de fibras finas, fracamente birrefringentes, e de coloragdo esverdeada
(SWEAT, PUCHTLER e ROSENTHAL, 1964; JUNQUEIRA, MONTES e
SANCHEZ, 1982).

A coloragdo de picrosirius associada & microscopia com polarizagdo permite a
avaliacao qualitativa das fibras coldgenas por meio do célculo do percentual de fibras
colagenas na area analisada. Desta forma ¢é possivel classificar as fibras maduras
(colageno tipo I) e imaturas (colageno tipo III) de acordo com a coloragao, e calcular
suas respectivas porcentagens. Estudos experimentais recentes tém utilizado a
coloracdo de picrosirius para a avaliacao qualitativa das fibras coldgenas na analise da
cicatrizagao de anastomoses intestinais (RABAU, EYAL, KLUGER, DAYAN, 1994;
DA COSTA et al., 2003; BONIN et al., 2005; FERREIRA, 2004).

DA COSTA et al. (2003) demonstrou aumento significativo da area ocupada
por colageno tipo I no local da anastomose no grupo de ratos submetido a
suplementa¢ao com glutamina em relacdo ao grupo controle. O autor também sugere
que a densitometria do colageno apresenta vantagens em relagdo ao método da
dosagem da hidroxiprolina por permitir a diferenciagdo entre fibras maduras e
imaturas do colageno, enquanto a hidroxiprolina apenas permite a obtencao do valor
total do aminoacido.

COELHO-LEMOS et al. (2004), estudo a influéncia da desnutri¢ao intra-
uterina na cicatrizagdo da parede abdominal de ratos lactentes. Em seu experimento,
para melhor avaliagdo da cicatrizagdo com a densitometria do colageno, foi idealizado
o indice de maturagdo do colageno (IMaC), que foi definido como a razdo entre a
porcentagem de colageno tipo I em relagdo a porcentagem de colageno tipo III. A
correlagdo entre o IMaC e os estudos de resisténcia a tragao foi negativa no 7°. dia de

pos-operatodrio e positiva no 21°. dia de pds-operatorio.



FERREIRA (2004) estudou os efeitos da radioterapia pré e pds-operatoria na
cicatrizacdo de anastomoses coldnicas em ratos. Foi utilizado como parametro de
avaliacdo da cicatrizagdo a andlise da densitometria do colageno (coloracdo de
picrosirius € microscopia polarizada) e o estudo tensiométrico. O autor demonstrou
que o IMaC no 8°. pos-operatério foi significativamente inferior nos grupos
submetidos a radioterapia pré e pos-operatoria em relagdo ao grupo controle.

Estudos experimentais em ratos tentaram correlacionar andlise do coldgeno
(quantificagdo da hidroxiprolina) com a resisténcia mecanica nas anastomoses,
entretanto em nenhum estudo foi demonstrada significancia estatistica (KORUDA e
ROLANDELLI, 1990; BLOMQUIST et al., 1984). KORUDA e¢ ROLANDELLI
(1990) consideram a analise da proporcao entre colageno imaturo e maduro o melhor

método para a avaliagdo da resisténcia da sutura intestinal.



3. MATERIAL E METODO




MATERIAL E METODO

As normas técnicas utilizadas neste trabalho seguiram as orientacdes do
Instituto Paranaense de Desenvolvimento Econdmico e Social — IPARDES contidas
nas Normas para Apresentacdo de Documentos Cientificos da Universidade Federal do
Parand de 2000. Utilizou-se a Nomina Anatomica Veterinaria de 1975. Os
procedimentos experimentais foram realizados no Centro de Pesquisa do Curso de

Po6s-Graduacao em Clinica Cirurgica da Universidade Federal do Parana.

3.1. MATERIAL

Foram utilizados 80 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinos, Rodentia
mammalia), adultos, machos, com 100 dias de vida, provenientes do Biotério da
Universidade Federal do Parana, Curitiba. Os animais foram mantidos em gaiolas com
capacidade para 5 animais, por um periodo de 7 dias para aclimatagdo, recebendo
ra¢do balanceada padrio denominada Nuvilab CR1® (Tabela 1) fornecida pela Nuvital
de Curitiba e agua ad [libitum. Apo6s o periodo de aclimatacdo, os ratos foram
acondicionados em gaiolas metabdlicas individuais (Figura 1). As condicdes
ambientais do laboratorio foram: temperatura de 22+1 °C e ciclo claro-escuro de 12
horas, controlados eletronicamente (Cronomat *, Mallory do Brasil, Sdo Paulo-SP).
Durante todo o periodo de experimento os animais foram mantidos no Laboratério de
Cirurgia Experimental da Po6s-Graduacdo em Cirurgia da Universidade Federal do

Parana (UFPR).



FIGURA 1 — GAIOLA METABOLICA.

TABELA 1 - COMPOSICAO DA RACAO PARA RATOS
- Nuvital CR1" (Nuvital Nutrientes, LTDA-Colombo/PR.

COMPOSICAO BASICA DO PRODUTO

Carbonato de calcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo, fosfato
bicalcico, cloreto de sodio, premix mineral vitaminico, aminoacido.

Umidade (max) 12,5%
Proteina bruta (min) 22%
Célcio (max) 1,40%
Fosforo (min) 0,80%
Vitaminas:

A, D3, E, K3, B1, B2, B6, B12, niacina, acido pantoténico, acido folico,
biotina, colina.

Microelementos:
Ferro, zinco, cobre, iodo, manganés, selénio, cobalto.




3.2. METODO

O estudo foi dividido em dois experimentos, realizados sob as mesmas
condicdes no Laboratorio de Cirurgia Experimental da P6s-Graduagao em Cirurgia da
Universidade Federal do Parana (UFPR) conforme ilustrado na Figura 2. - Esquema do

Método Experimental.

3.2.1. Experimento 1

Apo6s os 7 dias de aclimagdo os ratos foram pesados e divididos aleatoriamente
em dois grupos de acordo com o tipo de alimentacdo que receberiam durante o

experimento, sendo acondicionados em gaiolas metabolicas individuais.

3.2.1.1. Grupos de estudo

O grupo controle (C) recebeu dieta alimentar padrio (Nuvilab CR1, Nuvital®™)
ad libitum durante 21 dias. O grupo de estudo, grupo desnutrido (D), recebeu 50% da
ingesta alimentar média do grupo controle durante 21 dias. A dieta grupo D era
calculada diariamente a partir do calculo da ingestdo alimentar média do grupo
controle (pair-feeding).

Os ratos foram pesados em intervalos de dois dias at¢ o 21° dia do
experimento. No 21°. dia, os animais foram anestesiados e amostras de sangue foram
retirada por puncdo cardiaca para andlise da albumina sérica previamente ao

procedimento cirurgico.

3.2.2. Experimento 2:

3.2.2.1 Grupos de estudo

Apo6s 7 dias de aclimatagdo, ratos foram pesados e divididos aleatoriamente em
dois grupos de acordo com o tipo de alimentagdo que receberiam durante o
experimento; grupo controle (C2) e grupo nutri¢do pré-operatéria (PRE). Os ratos

foram acondicionados em gaiolas metabolicas individuais.



O grupo C2 recebeu dieta alimentar padrio durante 28 dias. O grupo PRE
recebeu 50% da dieta ingerida pelo grupo C2, calculada diariamente a partir do calculo
da média da ingestao diaria dos animais do grupo C2, durante 21 dias (“pair-feeding”
— alimentagdo pareada). No 21°. dia de experimento os animais foram anestesiados e
submetidos a puncdo cardiaca para analise da albumina sérica. Apos 21 dias o grupo
PRE recebeu nutri¢io pré-operatoria com dieta ad libitum durante 7 dias, previamente
ao procedimento cirurgico.

A dieta do grupo C2 era mensurada diariamente para o célculo da dieta do

grupo PRE.

FIGURA 2. ESQUEMA DO METODO EXPERIMENTAL.

GRUPOS TEMPO
Controle (C) 21 dias Cirurgia  5dias | Sacrificio
Desnutrido 21 dies Cirurgia  §dias | Sacrificio
(D)
Nutrigao Pré- 21 dias 7 dias | Cirurgia ddias - sacificio
Operatoria — . 4‘
(PRE) Nutricdo Pré-operatéria
Controle 2 28 dias Cirurgia * " Sacrificio
(C2) |

3.2.3. Procedimento Cirurgico

Pré-operatdrio: todos os ratos foram submetidos a jejum de 12 horas prévias ao
procedimento cirurgico.
Per-operatorio:
Anestesia: Para a inducdo anestésica dos animais foi utilizada a via inalatoria

com éter etilico comercial em sistema fechado de campanula; e para a manutencao



da anestesia foi utilizado Hidrato de Cloral, solucdo aquosa a 10%, na dose de
400mg/kg de peso do rato, intraperitoneal (BACELAR JUNIOR, 1998). Apds a
anestesia os animais foram pesados.
Ato Cirurgico:
Realizou-se tricotomia da regio abdominis media (regido abdominal média)
e posterior fixacdo do rato a mesa cirargica com membra (membros) em extensao. Por
meio de incis@o abdominal mediana de cerca de 3 cm de extensdo era obtido acesso ao
cavum abdominis (cavidade peritoneal) para a exposi¢ao do célon. Procedeu-se entao a
duas sec¢des completas do colon, a primeira na flexura coli dextra (flexura menor do
colon) a aproximadamente 5 cm distais do ostium ileale (valvula ileo-cecal) e a
segunda, 6 cm distais a primeira no colon descendens (colon distal), atentando para a
preservacdo dos rami colici (vasos colicos). A reconstrucdo das duas secgdes foi
realizada mediante anastomose término-terminal em plano unico total com 8 pontos
separados de fio monofilamentar de nylon 6.0 (Mononylon®6,0, Ethicon, Sdo José dos
Campos, SP) (FIGURA 1). O fechamento da parede foi feito com sutura continua
ancorada de fio monofilamentar de nylon 3.0 (Mononylon®3,0, Ethicon, S3o José dos

Campos, SP) em 2 planos: musculo-aponeurdtico e intradérmico.

3.2.4. P6s-Operatorio

No pos-operatorio imediato, foi instituido jejum de 6 horas e manutengdo dos
animais em gaiolas separadas. Apds o periodo de recuperagdo anestésica, os animais
foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais recebendo 4dgua e racao padrao ad
libitum.

A avaliacao didria dos animais constou de observagdo do aspecto da ferida
operatoria quanto a sangramento, infec¢do, deiscéncia de pele e/ou evisceracdo. A

pesagem dos animais foi realizada nos dias 1, 3 e 5 de pos-operatdrio.



FIGURA 3 — ASPECTO DO COLON APOS REALIZACAO DAS
ANASTOMOSES PROXIMAL (SETA SIMPLES) E DISTAL (SETA DUPLA)

3.2.5. Sacrificio dos Animais

Todos os ratos foram sacrificados no quinto dia de pds-operatdrio por meio
de dose letal de éter dietilico inalatério. Foi realizada laparotomia mediana para
acesso a cavidade abdominal. Na seqiiéncia, apos inspecdo cuidadosa da cavidade e
classificagdo das aderéncias, foi realizada a lise parcial destas e retirada de dois
segmentos do colon (Figura 4), de 5 cm de extensdo cada, contendo as anastomoses
proximal e distal em suas por¢des médias. Os dois espécimes cirtrgicos de cada
animal (proximal e distal) foram conservados alternadamente em solugdo salina
isotonica e formalina a 10% para estudos de tragdo computadorizada e para estudo
histoldgico, respectivamente.

Os animais que evoluiram a 6bito durante o experimento foram excluidos de

todas as avaliagdes do estudo. Na andlise final os grupos eram compostos da



seguinte maneira: C com 16 animais; D, com 14 animais; C2, com 19 animais e

PRE com 18 animais.

FIGURA 4 — ASPECTO DAS ANASTOMOSES COLONICAS NO
MOMENTO DO SACRIFICIO. A — ANASTOMOSE PROXIMAL;
B - ANASTOMOSE DISTAL.

3.2.6. Dados Avaliados

3.2.6.1. Peso

Os ratos tiveram seus pesos aferidos no dia inicial do experimento, isto €, apds
os sete dias de aclimacao no Laboratdrio de Cirurgia Experimental e a cada dois dias
até o dia do sacrificio. A balanca eletronica utilizada para tal afericdo (AM 5500
Marte®, Sao Paulo, SP) estava regulada de acordo com os padrdes do INMETRO. Os
valores do peso foram mensurados e registrados em gramas. Foi realizada a avaliagdo

da curva de variacao de peso durante o experimento.

3.2.6.2. Ingestao alimentar média
Diariamente em 2 horarios pré-determinados, era oferecida a cada animal do

Grupo C a quantidade fixa de 100 gramas de ragdo. A diferenca didria entre o peso de



racgdo restante, bem como das perdas ao redor do recipiente e fundo da gaiola e o peso
de racdo ofertada no dia anterior era anotado e rotulado como ingesta alimentar. Os
grupos de estudo (D e PRE) receberam diariamente 50% da ingesta alimentar média

dos animais do grupo controle (C).

3.2.6.3. Incidéncia de obitos
Todos os animais que, durante o estudo, evoluiram a Obito, apesar de ndo serem
incluidos na andlise estatistica dos parametros de cicatrizagdo, foram submetidos a

laparotomia para identificagdo da causa mortis.

3.2.6.4. Aderéncias intra-abdominais

Durante a laparotomia inspecionou-se a cavidade abdominal quanto a
presenga de aderéncias, que foram quantificadas segundo o indice de Knigthly
(KNIGTHLY 1962) conforme descrito na tabela 2.

Os indices de aderéncia foram agrupados dois a dois para facilitar a andlise
estatistica desta varidvel qualitativa.

TABELA 2 — INDICE DE ADERENCIAS DE KNIGTHLY

GRAU  DESCRICAO

0 AUSENCIA DE ADERENCIAS
1 ADERENCIA UNICA, FINA E FACILMENTE SEPARAVEL
2 ADERENCIAS EM PEQUENA EXTENSAO, FRACAS E QUE

SE ROMPEM COM PEQUENA TRACAO

3 ADERENCIAS  VISCERAIS EXTENSAS QUE SE
ESTENDEM ATE A PAREDE

4 ADERENCIAS NUMEROSAS, EXTENSAS E DENSAS QUE
ENVOLVEM O MESENTERIO, INTESTINO, OMENTO E
PAREDE ABDOMINAL

FONTE: KNIGTHLY, 1962



3.2.6.5. Forga ténsil de ruptura da anastomose colonica

A avaliag¢ao da forca de tensdo da anastomose foi realizada no laboratorio do
Centro de Pesquisa do Programa de Pos-Graduacdo em Clinica Cirturgica da
Universidade Federal do Parana.

Para avaliacdo desta variavel foi utilizada maquina universal de ensaio
mecanico computadorizada, da marca EMIC®, modelo DL-500-MF (EMIC, Sao
José dos Pinhais, PR), com garras de pressdo ajustdveis manualmente e sistema
eletronico de aquisicdo de dados com utilizagdo do software TESC, versao 1.01.

(Figura 5).

FIGURA 5 - MAQUINA DE TRACAO




Os dois segmentos colonicos ressecados de cada animal foram selecionados
alternadamente para o ensaio de tensdo ou histologico. O segmento utilizado para a
analise da tensdo foi cuidadosamente dissecado para remogdo das aderéncias e
acondicionado em frascos contendo solucao salina a 0,9%. O estudo foi realizado por
meio de fixa¢do das extremidades do segmento coldnico utilizando presilhas de metal.
A anastomose foi posicionada de modo que sua por¢ao média ficasse eqiiidistante das
duas presilhas. Todos os testes de tracao foram feitos logo apds a ressec¢ao dos corpos
de prova, com intervalo méximo de 2 horas. A tragdo ocorreu com velocidade de 50
mm/minuto, utilizando-se carga de 10 kg com sensibilidade de 50 g, com margem de
erro de 0,5% até a ruptura total do corpo de prova. A for¢a de tragdo foi
constantemente mensurada por meio de computador anexo ao sistema de presilhas. O
programa demonstrava um sistema de coordenadas cartesianas cujo eixo Xx
representava a unidade Distancia e o eixo y a unidade Forca. Inicialmente o grafico
apresentou dire¢ao ascendente. No momento da ruptura inicial, o grafico demonstrou a
mudan¢a imediata de direcdo correspondendo a Forca Méxima de Tragdo (FMT)
suportada pelo corpo de prova. Durante a fase descendente do grafico, a ruptura da
peca estava em progressao, até o momento de queda de tensdo ao nivel zero; este
ponto correspondeu a separagdo total dos cotos colonicos. A ultima for¢ca medida pelo
computador, no grafico, foi denominada Forca de Ruptura Total (FRT).

As duas variaveis de forca (FMT e FRT) foram submetidas a analise

comparando-se os 3 grupos de animais (C, D ¢ PRE).

3.2.6.6. Avaliagdo histologica

Apds a obtencdo do segmento colonico de cada animal, destinado & analise
histologica, as pecas cirurgicas foram abertas em sentido longitudinal, na borda anti-
mesentérica, dissecadas para a remocao das aderéncias, fixadas em formalina a 10% e
encaminhadas para o estudo histologico (Figura 6). Sec¢des perpendiculares ao maior
eixo da sutura foram efetuadas e encaminhadas para o processamento histoldgico,
incluindo desidratacao, diafanizagdo e emblocamento em parafina histologica. Apos

microtomia a 4 um de espessura os cortes histologicos foram submetidos a coloracao



de picrosirius-red F3BA para identificacdio de coldgenos maduro e imaturo por
técnica de microscopia com luz polarizada e analise morfométrica computadorizada
(Figura 7). Foram avaliados os cortes histoloégicos por meio de microscopio Optico da
marca Olympus® (Olympus, Toquio, Japdo), em aumento de 400 vezes, utilizando-se
fonte de luz polarizada. As imagens foram captadas por cdmera Sony® CCD 101(Sony,
Toquio, Japdo), transmitidas ao monitor colorido Trinitron Sony®, congeladas e
digitalizadas por meio de placas Oculus TCX (Figura 7). Finalmente, foi realizada a
analise das imagens por meio de aplicativo Image Pro-plus versao 4.5 para Windows
em computador da linha Pentium®III 733Mhz. A calibragio do sistema foi baseada na
densidade optica dos pontos de resolucdo (“pixels”) que formam as imagens,
selecionando-se o valor limite de melhor resolu¢dao. No sistema RGB (“Red, Green,
Blue”) foram considerados valores para tons de vermelho, amarelo e laranja (coldgeno
tipo I) e para tons de verde (colageno tipo III). Todas as laminas foram avaliadas sob
as mesmas condigdes de regulagem, dentro dos parametros exigidos pelo referido
aplicativo (Figura 8).

Nos cortes histologicos analisados determinou-se o campo microscOpico sobre
a linha de sutura e foram obtidas medidas de trés areas distintas (superior, média e
inferior). Em cada uma delas calculou-se o percentual da area ocupada pelas fibras
que continham coldgeno dos tipos I e III, em relagdo a area total examinada.
Considerou-se como medida da porcentagem de fibras colagenas a média das areas
superior, média e inferior.

A partir da medida da porcentagem de fibras coldgenas foi calculado o indice de
maturagdo de colageno (IMaC), definido como a razao entre essas porcentagens:IMaC
= % de colageno maduro (tipo I) / % de coldgeno imaturo (tipo III). Valores maiores
do que 1 indicam que a porcentagem de colageno tipo I € maior do que a porcentagem

de colageno do tipo III.



FIGURA 6 — ANASTOMOSE ABERTA HORIZONTALMENTE — PREPARO
DA PECA PARA FIXACAO E AVALIACAO HISTOLOGICA

2

FIGURA 7 —- FOTOMICROGRAFIA (20X) CORADA POR PICROSIRIUS-RED DEPOIS
DA POLARIZACAO DA LUZ ILUSTANDO DOIS SUBTIPOS DE
COLAGENO (A - COLAGENO TIPO I; B— COLAGENO TIPO III.




FIGURA 8 - DEMONSTRACAO DO APLICATIVO IMAGE PRO-PLUS
VERSAO 4.5 NA ANALISE DA DENSITOMETRIA DO
COLAGENO

@Image-Pm Plus - Dpikrus20xpolarizada.jpg (1/1)
File Edit Acquie Enhance Process Measwe Macro Window Help

cEEeCSER 2 HD0caA o iinHslEYnl 2oBALL BE A

pasure  [mage

Intensity Range Selection
| AllClasses Selected

& Manual: Select Calors ...
" Automatic Bright Objects

€ Automatic Dark Objects

DD pikius4s.ipa (1/1)
E;] Dpikrus20zpolarizada.jpg (1/1)

IV Measure Objects Total Count: B469
V' Apply Filter Ranges In Range: 1080
I™ Accumulate Count

%

Area
67.854134
42145866

~
vg?,
P + &

i " -Pro Series Capture 128 _[0] x]

: . % Brightness 4 J »
Preview | Snap | Setup | Config Options Cormaslzi J =

[ RGB 24(310,080 bytes), Zoom:100% 430,229 [156134 97 | wH: 632,480 [ |um (obietiva 20x) 1GB

Eﬁlniciar'“ NO 8 4 H #) Image-Pro Plus - Dpik... 7] Cpikus20spolarizadaprogr... \%w 10:40

3.2.7. Analise Estatistica

As variaveis avaliadas no estudo foram: peso inicial, peso no momento da
cirurgia, peso no sacrificio, aderéncia, albumina, percentual de coldgeno imaturo (tipo
II), percentual de colageno maduro (I), indice de maturagdo do colageno (IMaC),
forca méaxima de tracdo (FMT) e for¢a de ruptura total (FRT).

Inicialmente, efetuou-se a comparagdo dos grupos controle 21 dias (n=16) e
controle 28 dias (n=19), em relagdo a todas as varidveis quantitativas. Os resultados
indicaram nao haver diferencas significativas em relacdo a todas as variaveis
avaliadas. Desta forma, na seqiiéncia da andlise, foi considerado apenas um grupo
controle (n=35).

Para a comparagdo dos grupos dois a dois, em relacdo a variaveis quantitativas,

testou-se a hipdtese nula de médias iguais, versus a hipotese alternativa de médias



diferentes. Para tanto, considerou-se o teste t de Student para amostras independentes,
levando-se em consideracdo a homogeneidade ou nao das varidncias. Para a
comparacao de grupos dois a dois, em relacdo a varidveis qualitativas, testou-se a
hipotese nula de que a propor¢do de uma particular classificagdo ¢ igual nos dois
grupos sob comparagdo, versus a hipotese alternativa de propor¢des diferentes. Para
tanto, considerou-se o teste exato de Fisher. Quando da comparagao de trés grupos, em
relagdo a variaveis quantitativas continuas, considerou-se a analise de variancia,
testando-se a hipotese nula de médias iguais nos trés grupos, versus a hipotese
alternativa de pelo menos um grupo com média diferente dos demais. No caso de
rejeicdo da hipdtese nula, foram efetuadas as comparagdes das médias dos grupos dois
a dois, considerando-se o teste de Newman-Keuls. Para a varidvel peso no momento
da cirurgia, realizou-se a analise de covariancia, considerando-se o peso inicial como
co-variavel. Para investigacdo da homogeneidade das variancias, considerou-se o teste
de Cochran. Para a investigagdo do grau de associacao entre variaveis, considerou-se o
coeficiente de correlacdo de Pearson, testando-se a hipotese nula de inexisténcia de
correlagdo, versus a hipotese alternativa de correlagdo diferente de zero. Em todos os

testes, valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.



4. RESULTADOS




RESULTADOS

Dos 80 ratos estudados, 67 foram incluidos da analise estatistica, subdivididos
em grupos C (n=35), D (n=14), PRE (n=18). Dos 13 &bitos, 6 ocorreram no grupo
desnutrido (D) e as causas incluiram: 3 deiscéncias anastomdticas e peritonite fecal e 3
obitos por colapso pulmonar apds pungdo cardiaca. Dois 6bitos ocorreram no grupo
nutrigdo pré-operatéria (PRE), sendo ambos devido a deiscéncia anastomotica e
peritonite fecal. Cinco Obitos ocorreram no grupo controle (C) sendo 2 devido a
deiscéncia anastomotica e peritonite fecal, 2 por colapso pulmonar apods pungdo
cardiaca;, e em um caso ndo foi identificada a causa do oObito. Os dados sao

apresentados como média + erro padrao (M = EP).

4.1. PESO

A média de peso inicial e erro padrao dos animais avaliados foi 325,64 + 4,54.
As médias de peso no inicio do experimento, no 21°. dia, no dia da cirurgia e no dia do
sacrificio estdo apresentadas na Tabela 3.

Os animais no grupo desnutrido (D) e nutrigio pré-operatoria (PRE)
apresentaram perda ponderal progressiva nos 21 dias iniciais do experimento (Grafico
1 e 2), representada pela redugcdo da média de peso de 26.88% e 23.2% em relacdo a
média inicial no grupo D e PRE, respectivamente, comparados ao grupo controle. O
grupo PRE, por outro lado, apresentou ganho ponderal de 25,45% apo6s 7 dias de
nutrigdo pré-operatéria. A analise do peso no momento da cirurgia evidenciou que a
média foi maior no grupo controle (C) em relacdo ao grupo D (356,00 + 7,12 vs.
256,29 + 4,67;p=0,0001) e PRE (356,00 £ vs. 295,78 £+ 5,74;p<0,0001). Entretanto a
média de peso do grupo PRE foi maior que a do grupo D (295,78 + 5,74vs. 256,29
+4,67;p<0.0001). As médias e os erros-padrao da variagdo peso para cada grupo no dia
da cirurgia estdo apresentadas na Tabela 3. Apos a cirurgia os grupos C e PRE

apresentaram perda ponderal inicial discreta, seguida de ganho ponderal. No grupo D



foi demonstrado um aumento discreto do peso. Entretanto, ndo foi demonstrado

diferenca estatistica significativa.

"ABELA 3 — VARIACAO DE PESO NOS GRUPOS C, D e PRE DURANTE O EXPERIMENTO

GRUPO
PESO (g) C D PRE
Inicial 325,54 + 11,69 350,50 + 9,14 306,50 + 10,14
Apos 21 dias 351,79 + 8,03 258,71 + 4,57 235,38 +3,75
Cirurgia 356,00 + 7,12 256,29 + 4,67 295,78 + 5,74
Sacrificio 345,73 +5,82 256.43 + 5,78 292,22 +5,72

lota: Dados expressos como M + EP, peso em g (gramas).
C=grupo controle; D=grupo desnutrido; PRE=grupo nutri¢ao pré-operatéria

GRAFICO 1 - CURVA DE VARIACAO DE PESO NOS GRUPOS
DESNUTRIDO E CONTROLE
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lota: Peso expresso em gramas, M + EP.
* Diferenca estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido (D) na data da
cirurgia.
# Diferenca estatistica entre os grupos C e D no dia do sacrificio.



GRAFICO 2 — CURVA DE VARIACAO DE PESO NOS GRUPOS NUTRICAO
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lota: Peso expresso em gramas, M + EP.
* Diferenga entre os grupos controle (C) e nutrigdo pré-operatoria (PRE) na data
da cirurgia.
# Diferenca entre os grupos C e PRE no dia do sacrificio.

4.2. ALBUMINA

A albumina sérica foi mensurada no 21°. dia de experimento nos trés grupos (C,
D, PRE). Houve diferenca significativa na média da albumina sérica entre os grupos.
Comparando os grupos dois a dois observou-se que os grupo D e PRE apresentaram
média de albumina sérica estatisticamente inferior a do grupo C (3,00 £ 0,16 e 3,14 +
0,05 vs. 3,76 £ 0,07 , respectivamente (p=0,0001). Entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos D e PRE (p=0,084). (Tabela 4 ¢ Grafico 3)



TABELA 4 — NIVEL SERICO DE ALBUMINA NO 21°. DIA DE

EXPERIMENTO
ALBUMINA
GRUPOS N M + EP D
C 35 3,76 £ 0,07
D 14 3,00+ 0,16 *=0,0001
PRE 18 3,14 + 0,05 #=0,0001

Jota: Valores de albumina média expresso em mg/dl; M + EP.
* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido (D).
# Nivel de significancia estatistica entre os grupos C e nutrigdo pré-operatoria (PRE).

GRAFICO 3 — COMPARACAO DOS NiVEIS SERICOS DE ALBUMINA
ENTRE OS GRUPOS (C, D, PRE) NO 21°. DIA DE
EXPERIMENTO

Albumina
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lota: Valores de albumina média expresso em mg/dl. M + EP= Média + Erro Padrdo.
* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e
desnutrido (D) — p=0,001.
# Nivel de significancia estatistica entre os grupos C e nutri¢do pré-operatoria
(PRE) — p=0,001.

4.3. ADERENCIAS INTRA-ABDOMINAIS



Na analise das aderéncias intra-abdominais foram comparados indices 2 a dois
para a analise estatistica entre os grupos (C, D e PRE). Pode-se observar que o grupo
D apresentou maior porcentagem de animais com indice de aderéncia tipo 1 e 2 de
Knightly, ao contrario do grupo C, que apresentou maior porcentagem de animais no
grupo 2 e 3. A analise estatistica demonstrou diferenga estatistica entre os grupos C e
D (p=0,042). Nas demais comparagdes ndo houve diferenga estatistica, conforme

demonstrado na tabela 5.

"ABELA 5 - COMPARACAO DAS ADERENCIAS INTRA-ABDOMINAIS ENTRE
OS GRUPOS (C, D, PRE); EXPRESSO EM PERCENTUAL DE RATOS.

INDICE DE GRUPOS
ADERENCIA C D PRE P
1 5,71% 64,29% 44,44% >*<0,04
2 57,14% 28,57% 44,44% #0,06
3 37,14% 7,14% 11,11% Tl

lota: Valores expressos em porcentagens de animais que apresentaram niveis de aderéncia 1, 2 ou 3.
* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido (D).
# Nivel de significancia estatistica entre os grupos C e nutrigio pré-operatoria (PRE).
1 Nivel de significancia estatistica entre os grupos D e PRE.

4.4. FORCA TENSIL DE RUPTURA

Na andlise da forca ténsil de ruptura, em 9 casos a anastomose nao pode ser
avaliada. Nestes animais a anastomose apresentou indices de aderéncia grau III
conforme a classificagdo de KNIGHTLY e na tentativa de dissec¢ao houve ruptura da
anastomose em 5 casos e em 4 casos a ruptura ocorreu fora do local da anastomose.
Desta forma os grupos avaliados corresponderam a C (n=31), D (n=12) e PRE (n=16).
A Forca méaxima de tracdo (FMT) e a for¢a de ruptura total (FRT) foram analisadas e

tiveram suas médias e erros-padrao calculados e comparados dentro dos grupos



controle (C), desnutrido (D) e nutrigdo pré-operatéria (PRE). Os dados obtidos estio

representados na Tabela 6 e no Grafico 4.

Na andlise da FMT, o grupo D apresentou média de FMT estatisticamente
inferior a do grupo C (0,09+0,01 vs. 0,15+0,02; p=0,0145). A FMT foi
estatisticamente maior no PRE em relagdo ao grupo D (0,15+0,01 vs.
0,09+0,01;p=0,0073). Comparando os grupos C e PRE (0,15%0,02 vs. 0,15+0,01;
p=0,0145), os valores foram muito semelhantes, ndo demonstrando diferenga

estatistica significativa (p=0,913).

Em relagcdo a FRT, a média foi estatisticamente menor no grupo D em
comparagao com o grupo C (0,05+0,00 vs. 0,10+0,01; p=0,039). Nao houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos C e PRE (0,10+0,01 vs. 0,09+0,01;p=0,564).
Quando comparados os grupos D e PRE, o grupo PRE apresentou FRT superior ao
grupo C, porém ndo houve diferenga estatisticamente significativa (0,05+0,00 vs.

0,09+0,01;p=0,0594).

TABELA 6 - COMPARACAO DAS MEDIAS, FORCA MAXIMA DE TRACAO
(FMT) E FORCA DE RUPTURA TOTAL (FRT) NO 5°. DIA DE
POS-OPERATORIO ENTRE OS GRUPOS (C, D E PRE)

FORCA TENSIL

N FMT FRT
Grupos MEDIA + EP p MEDIA + EP p
C 31 0,15+£0.02 0,014 0,10£0,01 0,039
D 12 0,09 0,01 0,05 0,00
C 31 0,15+0.02 0,913 0,10+0,01 0,564
PRE 16 0,15+0,01 0,09 0,01
D 12 0,09+0,01 0,007 0,05+0,00 0,0594
PRE 16 0,15+ 0,01 0,09 + 0,01

lota: EP= Erro Padrdo; C=grupo controle; D=grupo desnutrido;
PRE= grupo nutri¢do pré-operatoria.



GRAFICO 4 — REPRESENTACAO GRAFICA DAS MEDIAS DA FORCA MAXIMA
DE TRACAO (FMT) E FORCA DE RUPTURA TOTAL (FRT) NOS
GRUPOS (C, D, PRE) NO 5°. DIA DE POS-OPERATORIO.
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Nota: Valores em Kgf/m® expressos como Média + Erro Padréo
FMT* p=0,0145 Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e
desnutrido (D)
# p=0,9130 Nivel de significancia estatistica entre os grupos C e nutri¢do
pré-operatoria (PRE).
 p= 10,0073 Nivel de significincia estatistica entre os grupos D e PRE.

FRT* p=0,0398 Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e
desnutrido (D)
# p=0,5649 Nivel de significancia estatistica entre os grupos C e nutri¢do
pré-operatoria (PRE)
 p= 10,0594 Nivel de significincia estatistica entre os grupos D e PRE.

4.5. AVALIACAO HISTOLOGICA

Na avaliagdo da densitometria do colageno a Tabela 7 demonstra as médias das
areas percentuais ocupadas pelo colageno tipo I, tipo III e as médias do IMaC nas
anastomoses intestinais no 5°dia de pos-operatorio.

Com relagdo ao colageno do tipo I, a média das areas percentuais ocupadas pelo
mesmo nas anastomoses nos grupos D e PRE foi menor em relagdo ao grupo C
(3,83£0,35 vs. 6,13£0,39; p=0,0001) ¢ PRE (4,90+£0,36 vs. 6,13£0,39; p=0,010).
Também houve diferenca significativa comparando-se as médias das areas percentuais
ocupadas pelo colageno tipo I entre os grupos D e PRE, sendo maior no grupo PRE

(3,834£0,35 vs. 4,90+0,36;p=0,025). Na analise do colageno tipo III a média dos



valores ndo demonstrou diferenca estatistica significativa entre os grupos (p=0,1907)
(Grafico 5).

Com relagdo ao indice de maturagdo do coldgeno nao foram observadas médias
acima de 1 em nenhum dos grupos estudados. A média nos grupo D e PRE foram
inferiores a do grupo C (0,21+0,06 vs. 0,30+0,06; p=0,0002 (D); e 0,26+0,08 vs.
0,30+0,06; p=0,04 [PRE]). Comparando-se os grupos D e PRE, o grupo PRE
apresentou IMaC significativamente maior que o grupo D (0,26+0,08 vs. 0,21+0,06;
p=0,0193).

TABELA 7- COMPARACAO DAS MEDIAS DO PERCENTUAL DE COLAGENO TIPOS I, Il E
INDICE DE MATURACAO DO COLAGENO (IMaC) ENRE OS GRUPOS (C, D E PRE)
NO 5° DIA DE POS OPERATORIO

GRUPOS AFERICOES MEDIAS
TIPO I (%) TIPO I1I (%) IMaC
M= EP p M= EP p M = EP p
C 6,13+ 0,39 0,00 20,27+ 1,03 * 0,30+ 0,06 0,00
D 3,83+£0,35 18,39+ 1,05 0,21 +0,06
C 6,13+ 0,39 0,01 20,27+ 1,03 * 0,30+ 0,06 0,04
, 490+ 0,36 18,87 + 1,05 0,26 + 0,08
PRE
D 3,83+ 0,35 0,02 18,39 £ 1,05 * 0,21 +0,06 0,02
, 490+ 0,36 18,87 £ 1,05 0,26 + 0,08
PRE

Nota: C=grupo controle; D=grupo desnutrido; PRE =grupo nutrigio pré-operatoria
M=EP= MédiatErro Padrao; *p=0,197



GRAFICO 5 — REPRESENTACAO GRAFICA DA % DE COLAGENO TIPO I E III
DEPOSITADO NAS ANASTOMOSES NOS GRUPOS C, D E PRE
NO 5°. DIA DE POS-OPERATORIO

DENSITOMETRIA DO COLAGENO mC
mD
= PRE
25
sk
- 20
S 2 15
T o
s g
Z © 10 *
23S #
. o
0 —
Imaturo (lIl') Maduro ( 1)
Tipo de Colageno

lota: Valores em % de colageno expressos como M+ EP

III ** p=0,197 Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C),
desnutrido (D) e nutrigdo pré-operatoria (PRE).
Nao houve diferenca entre os grupos dois a dois.

I  *p=0,0001 Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C)
e desnutrido (D)
# p=0,0101 Nivel de significancia estatistica entre os grupos C
e nutri¢io pré-operatoria (PRE)
+ p=0,0257 Nivel de significancia estatistica entre os grupos D e PRE.

4.6. CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS DE FORCA E DENSITOMETRIA
DO COLAGENO

Nao foi observada correlacdo entre as variaveis de forca e a porcentagem de
colageno entre os grupos. A porcentagem de coldgeno maduro em relagdo a forca
maxima de tragdo foi a Uinica correlagao que se aproximou de um nivel de significancia
estatistico (p=0,059) quando todos os grupos foram considerados. Abaixo estdo

representados os valores que mais se aproximaram de significancia estatistica.



TABELA 8 — COEFICIENTES DE CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS DE FORCA E
PARAMETROS HISTOLOGICOS (COLAGENO TIPO I E IMaC)

CORRELACAO COEFICIENTE DE P
CORRELACAO
Coléageno tipo I x FMT 0,25 0,059
Colageno tipo I x FRT 0,10 0,43
IMaC x FRT 0,16 0,33

Nota: FMT=For¢a Maxima de Tragdo; FRT=For¢a de Ruptura Toral; IMaC=Indice de
Maturagdo do colageno



5. DISCUSSAO




DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliado o efeito da nutri¢do pré-operatoria na cicatrizagao de
anastomoses intestinais em ratos desnutridos. A nutricdo por 7 dias no pré-operatorio

foi capaz de reverter os efeitos deletérios da desnutri¢ao.

5.1. SOBRE O METODO

Viarios estudos experimentais estudaram a influéncia da desnutricdo na
cicatrizacdo de anastomoses intestinais em ratos. A escolha do rato para a realizagao
deste experimento baseou-se no fato deste animal ser de fécil aquisicdo, transporte,
manipulacdo e acondicionamento. Este animal possui regime de alimentagdo
rudimentar, o que permite a introducao de alteracdes dietéticas com certa facilidade,
bem como a andlise das varidveis desejadas de maneira simples e objetiva. Existe
dificuldade inicial na confec¢ao das anastomoses em estruturas de pequeno diametro,
entretanto, apos treinamento, as anastomoses sao perfeitamente exeqiiiveis sem auxilio
de instrumentos de ampliagdo de imagem. Além disso, dentre os trabalhos pesquisados
para este estudo, o rato foi o animal utilizado com maior freqiiéncia para a pesquisa
dos efeitos da desnutricdo na anastomose colonica. Por estas razdes, acredita-se que o
rato seja animal adequado para este estudo.

Muito do que se sabe até agora sobre cicatrizagdo foi justamente estudado na
pele e extrapolado para outros tecidos. Ha particularidades metabolicas inerentes a
cada 6rgao que promovem diferentes resultados durante o processo de cicatrizacdo. A
dificuldade em se avaliar clinicamente as anastomoses colonicas justifica a
necessidade de modelos experimentais que estudem o processo cicatricial no tecido em
questdao (KORUDA e ROLANDELLI, 1990).

A utilizacdo do fio monofilamentar de nylon 6-0, no presente estudo, ¢
justificada por se desejar minima reacao inflamatodria tecidual pela presenga do corpo
estranho, pois esta poderia interferir no processo de cicatrizagdo e ocasionar eventuais

erros na analise dos resultados.



VIZZOTO JUNIOR (2001), SOARES (2001), COSTA (2002) ¢ FERREIRA
(2004) realizaram secg¢des completas do colon dos animais nos seus respectivos
experimentos, seguida de confeccdo de anastomoses colo-colonicas término-terminais
com sutura interrompida. No presente estudo, foi executado o mesmo padrao de
confeccdo das anastomoses, permitindo a correcdo e a comparagdo entre os estudos
anteriores.

O coélon do rato apresenta seis partes principais: ceco, colon proximal, flexura
menor, flexura maior, colon distal e reto (correspondendo, de acordo com a Nomina
Anatomica Veterinaria a seguinte denominagao: caecum, colon ascendens, flexura coli
dextra, flexura coli sinistra, colon descendens e rectum, respectivamente). No presente
estudo, foram realizadas duas anastomoses em cada animal em locais teoricamente
heterogéneos (flexura menor e colon distal). Para eliminar esta variavel, utilizou-se o
artificio da alternancia das pecas anastomoticas para analise mecanica e histologica.

O periodo pos-operatério estudado foi o 5°. dia de pds-operatorio. A escolha do
periodo de cicatrizacdo apds a injuria a ser estudado baseou-se em estudos sobre a
deposicao de coldgeno e for¢a da anastomose. OXLUND et al. (1996) demonstraram
que o maior aumento da quantidade de colageno nas anastomoses coldnicas foi entre
os 4°. e o 6° dias de pos-operatédrio. Os autores também relataram que a forga ténsil
apresentou aumento dos seus indices logo apds o inicio da deposicdo de colageno,
entre o 2°. e o 6° dias de pds-operatorio. JIBORN, AHONEN e ZEDERFELDT
(1980), também observaram que, apds o sétimo dia de pds-operatorio, a medida de
forca de ruptura foi semelhante a do grupo controle (tecido intacto), o que limita a
andlise deste parametro além desta fase de cicatrizagdo. Outro fator que influenciou a
escolha do periodo a ser estudado ¢ que a maioria das complicagcdes anastomoticas
ocorre antes de sete dias de pos-operatorio (HENDRICKS e MASTBOOM, 1990).
LAW e ELLIS (1989) estudaram os efeitos da desnutricdo sobre a cicatrizagao
colonica. Os autores demonstraram que ratos submetidos a dieta hipo-protéica
apresentaram indices de pressdo de ruptura significativamente menores em relacao ao
grupo controle, principalmente entre o 4°. e o 7°. dias de pds-operatorio. Os autores

sugerem que o 5°. dia de pos-operatdrio ¢ o periodo mais apropriado para investigar os



efeitos da desnutricdo protéica na cicatrizagdo colonica em ratos. MARTENS e
HENDRICKS (1991) também demonstraram que no 5°. pos-operatério a sintese de
colageno alcanca niveis de transcrigdo e translagdo maximos.

O protocolo de anestesia utilizado no presente estudo seguiu os mesmos
padrdes descritos por BACELAR JUNIOR (1998). Este autor estudou os efeitos de
trés substancias anestésicas em ratos: Tiopental, Hidrato de Cloral e a associacdo de
Cetamina/Xilazina, e observou incidéncia aceitavel de complicacdes com o uso de
hidrato de cloral a 10% na dose de 400 mg/kg intra-peritoneal. A técnica anestésica foi
considerada efetiva no presente estudo e ndo houve complicagdes que
comprometessem a evolucao pds-operatoria do animal.

O modelo de desnutricdo utilizado neste experimento baseou-se na restri¢ao
calorica de 50% da ingestdao alimentar de ragdo padrdo do grupo controle alimentado
ad libitum, mantendo-se a concentracao protéica habitual de 22%, durante o periodo de
21 dias. Varios estudos experimentais foram realizados com o objetivo de avaliar a
influéncia da desnutricdo na cicatrizagdo. Entretanto, o método de desnutricdo, € os
parametros utilizados para sua avaliagdo nao seguem o mesmo padrao, apresentando
grandes diferengas entre os estudos realizados. A maioria dos experimentos utilizou
dietas hipo-protéicas ou isenta de proteinas para promover a desnutri¢gdo. Entretanto
nao existe uniformidade nos métodos, e a quantidade de proteinas varia de zero a 5,5%
da constituicao da dieta (ZAIZEN et al. 1990; IRVIN ¢ HUNT, 1974; WARD et al.,
1982; IRVIN, 1976).

Outro fato a ser considerado ¢ o periodo de restricdo caldrica ou protéica
necessario para promover desnutrigdo e alteragdes na cicatrizagcdo. As alteragdes
significativas da cicatrizacdo foram observadas em estudos experimentais em que o
periodo de desnutricdo excedeu 7 semanas, promovendo grau de desnutrigdo
importante (presen¢a de perda de peso acima de 1/3 do peso corporal normal) (IRVIN
1978; ZAIZEN et al., 1990). No presente estudo foi utilizado o periodo de desnutrigao
de 21 dias (3 semanas), com o intuito de promover grau moderado de desnutricdo nos

ratos.



Clinicamente ¢ muito dificil de encontrar casos puros de desnutri¢cdo caldrica ou
protéica, e a vasta maioria dos pacientes apresentam uma combinacao de desnutrigdo
protéico-energética. Desta forma, a escolha da restrigdo alimentar de 50% objetivou
simular a desnutricdo encontrada em pacientes cirurgicos. SCHAFFER et al. (1997) e
COELHO-LEMOS (2003) também utilizaram este método de desnutricdo. Apesar do
periodo de desnutri¢do ndo ser uniforme nos trabalhos acima citados, os resultados sao
semelhantes se forem analisados de acordo com o tempo de desnutricio de cada
estudo. O método de desnutri¢ao utilizado neste estudo ¢ também denominado de pair
feeding, ou seja, alimentagdo pareada. O método de alimentagdo pareada possui
vantagens sobre outros métodos uma vez que ndo demanda dietas especializadas (com
diminui¢do ou auséncia de proteinas) e reproduz estados de deficiéncia de ingestdo
nutricional. Além disso, neste modelo o calculo da ingestdo alimentar do grupo
controle foi calculado diariamente, desta forma, as possiveis variagdes temporais,
ambientais e fisiologicas presentes no grupo controle eram transmitidas para o grupo
de estudo. Assim, pelo ja exposto, acredita-se que o método de desnutricao usado neste
experimento tenha sido adequado para promover estado de desnutrigdo protéico-
energética moderada.

A afericao do peso ¢ parametro clinico nutricional utilizado em vérios estudos
de cicatrizagdo em anastomoses gastrintestinais e foi fundamental na avaliacdo do
presente estudo, principalmente com o objetivo de correlacionar o estado nutricional
com as alteragdes na cicatrizagcdo colonica. IRVIN e HUNT (1984), WARD et al.
(1982) ¢ KARAHASANOGLU et al. (1998) também estudaram os efeitos da
desnutricao em ratos e utilizaram o peso como parametro mais importante de avaliagao
da desnutricao.

A analise da albumina sérica teve como objetivo confirmar a desnutrigdo.
IRVIN e HUNT (1974) também utilizaram niveis de albumina sérica em seus estudos
e observaram que ¢ um bom método de avaliacdo em ratos submetidos a longos
periodos de desnutricdo. No presente estudo o tempo de desnutricdo foi de 21 dias.
Motivo pelo qual se acredita que a albumina seja um bom parametro, juntamente com

0 peso, para confirmar o estado nutricional dos ratos. A andlise da albumina ap6s 7



dias de nutri¢do pré-operatoria ndo foi realizada devido ao fato da albumina ter longo
tempo de meia vida, e ndo demonstraria alteracdes significativas em apenas 1 semana.

No presente estudo foi realizado nutrigdo pré-operatoria durante 7 dias antes do
procedimento cirtrgico. O periodo de 7 dias de nutricdo foi baseado nos trabalhos
pesquisados para o presente estudo. Estudos clinicos sugerem que a nutri¢cao parenteral
ou enteral por 7 a 10 dias no pré-operatorio reduz a incidéncia de complicagdes pos-
operatorias, (DETSKY et al., 1987; KLEIN et al., 1997). DA COSTA et al (2003) em
estudo experimental também escolheu o periodo de 7 dias pré-operatério para a
administracdo de Glutamina oral.

De acordo com HENDRIKS e MASTBOOM (1990), a investigacdo da
cicatrizacdo necessita de processos de quantificagdo. Os principais pardmetros
utilizados sdo: clinicos, mecanicos, bioquimicos e histologicos. A preferéncia ¢ pela
utilizagdo de método mecanico, bioquimico ou de combinagdo de ambos. No presente
estudo, optou-se pelo uso de pardmetros clinicos, método mecanico (forga ténsil) e
método histoldgico: picrosirius e microscopia de polarizagdo para analise da
densitometria do colageno.

A intensidade das aderéncias ¢ medida indireta da presenca de complicagdes
anastomoticas e por conseqiiéncia, também medida indireta na cicatrizagdo das
anastomoses. No presente estudo foi utilizado o pardmetro indice de aderéncias de
Knigthly (KNIGTHLY et al., 1962). Entretanto, esta varidvel teve valor secundério na
avaliacdo da cicatrizacdo das anastomoses intestinais.

Os parametros mecanicos sao utilizados com freqliéncia em estudos de
cicatrizacdo de suturas intestinais. Os dois métodos de avaliagdo mais empregados sdo:
pressao de ruptura e forga de ruptura. As duas técnicas se diferenciam
fundamentalmente pela direcdo que as forcas agem sobre as suturas. Existe
controvérsia entre autores sobre qual método seria o mais fidedigno para se avaliar a
resisténcia da anastomose. O uso da forca de ruptura na avaliacdo das anastomoses
intestinais ¢ mais recente (NARESSE et al., 1987 e 1993; LEITE et al., 1993),
entretanto, demonstrou ser um parametro de avaliagdo preciso e caracterizado por facil

reproducibilidade (VIZZOTO JUNIO, 2001; COSTA, 2003; FERREIRA, 2004).



IKEUCHI et al. (1999) demonstrou forte correlacdo entre os métodos pressao
de ruptura e forga de ruptura na avaliagdo da resisténcia das anastomoses. A correlagao
¢ maior apos o quarto dia de pds-operatorio. Os autores utilizaram varidavel
denominada Resisténcia Ténsil Minima (RTMI) em suas avaliacdes. A RTMI era
caracterizada pela primeira queda transitoria na curva do grafico da tracdo
(corresponde ao principio de ruptura da anastomose). Segundo os autores, a RTMI
seria a melhor varidvel para se avaliar a resisténcia das anastomoses. No presente
estudo, a FMT corresponde a variavel RTMI usada por IKEUCHI et al. (1999). A
alteracdo da nomenclatura teve como objetivo facilitar a interpretagdo dos dados, uma
vez que esta varidvel significa a intensidade méxima de forca méxima de tracdo que a
anastomose integra pode suportar. A forca maxima de tragao ¢ considerada a variavel
de maior importancia avaliada.

O equipamento utilizado para os estudos de tracdo foi semelhante ao utilizado
por VIZZOTO JUNIOR (2001); SOARES (2001); COSTA (2002), BONIN (2003) e
FERREIRA (2004), que foi considerado por estes autores preciso e confiavel.

Durante muitos anos a analise do coldgeno se resumiu a analise da
quantificacdo da hidroxiprolina, que ¢ um aminoacido caracteristico da proteina
colagena na maioria dos tecidos. Entretanto, vale ressaltar que os varios tipos de
colageno apresentam quantidades distintas de hidroxiprolina (MILLER e GAY, 1982).
Por exemplo, as cadeias alfa do colageno tipo III (imaturo) apresentam mais residuos

de hidroxiprolina do que as cadeias alfa de colageno tipo I (maduro).

Mais recentemente, tem sido dada énfase ao uso de métodos qualitativos de
avaliacao de colageno (HENDRICKS e MASTBOOM, 1990; RABAU et al., 1998).
Coloragao de picrosirius com microscopia polarizada diferencia as fibras colagenas de
acordo com a sua birrefringéncia; as fibras de maior espessura (coldgeno do tipo I)
aparecem fortemente birrefringentes e fibras de menor espessura (colageno tipo III)
aparecem fracamente birrefringentes. Esta diferenciagdo de cores permite andlise
qualitativa das fibras coldgenas, obtendo-se a densitometria de fibras maduras

(colageno tipo I) e imaturas (colageno tipo II) que, em ultima andlise, reflete a



proporcdo de entrelacamento das fibras (SWEAT, PUCHTLER e ROSENTHAL,
1964; e JUNQUEIRA, MONTES e SANCHES, 1982).

Pelos fatos acima expostos, o0 método de andlise histologica escolhido para o
presente estudo foi a coloracdo de picrosirius utilizando microscopia polarizada. Foi
considerada a média de trés medidas distintas (superior, média e inferior) visualizadas
no campo microscopico da linha de sutura como medida da porcentagem de fibras
coldgenas. Esta avaliacdo foi baseada no estudo de BIONDO-SIMOES, et al., em
2001. Com o uso deste método os diferentes tipos de fibras coldgenas podem ser
identificados e indices importantes, como o IMaC (COELHO-LEMOS et al, 2004),

podem ser avaliados.

5.2. SOBRE OS RESULTADOS

5.2.1. Analise dos Parametros de Desnutricdo: Peso e Albumina.

No presente estudo a inducao de desnutri¢ao protéico-energética por meio de
restricao em 50% da dieta padrao, promoveu reducao ponderal progressiva até o 21°.
dia do experimento, representada pela reducdo da média de peso de 26.88% e 23.20%
em relagdo a média inicial no grupo D e PRE, respectivamente. A anélise do peso no
momento da cirurgia evidenciou que a média foi inferior nos grupos D e PRE em
relagcdo ao grupo controle (C) (p=0,0001 e p=0,0001, respectivamente). Entretanto a
média de peso do grupo PRE foi maior que a do grupo D (p=0,0001). O ganho de peso
no grupo PRE apés 7 dias de nutrigio pré-operatoria foi de 24,55% em relagdo ao peso
no 21° dia de experimento. Entretanto, o ganho de peso ndo foi suficiente para
alcangar os valores do grupo controle.

A média do peso inicial dos animais do grupo D, PRE e C ndo foram
homogéneas no inicio do experimento (p=0,0028). Como a distribuicdo dos animais
foi aleatoria na composi¢cdo dos grupos no inicio do trabalho, a explicacdo deste
achado se da pela teoria do paradoxo central da amostragem. Segundo esta teoria,

apesar da existéncia de aleatoriedade na distribuicdo dos grupos de individuos, existe



sempre a possibilidade, mesmo que muito pequena, de haver grupos com
caracteristicas inicialmente diferentes.

A perda de peso tem importancia fundamental no processo de cicatrizagdo.
Viarios estudos experimentais, com indices de perda de peso variaveis, demonstraram
alteragdes significativas do processo cicatricial colonico. IRVIN e HUNT em 1974
estudaram a cicatrizagdo de anastomose colonica em ratos submetidos a dieta hipo-
protéica. Animais com perda de 34% do peso corporal apresentaram diminuig¢do
significativa da for¢a ténsil e da quantidade de colageno nas anastomoses coldnicas
quando comparados ao grupo controle. No presente estudo a perda de peso de 26.88%
no grupo D também resultou em diminuicdo significativa da forga ténsil e da
quantidade de colageno tipo I na anastomose coldnica de ratos quando comparada aos
grupos C e PRE.

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos realizados em ratos por
WARD et al. (1982). Os autores demonstraram que a restri¢do dietética de proteina
causou perda de peso de 12,4% e resultou em pressdo colonica de ruptura
significativamente inferior a do grupo controle. LAW e ELLIS (1989) também
estudaram os efeitos de dieta hipo-protéica (0,8 g proteina/dia) sobre a cicatrizagao de
anastomoses colonicas. O grupo desnutrido apresentou perda de peso de 11,9% e
demonstrou indices de pressdo de ruptura significativamente menores em relagdo ao
grupo controle, principalmente entre o 4°. e o 7°. dias de pds-operatorio.

Apesar de ter usado um periodo de desnutri¢do inferior ao utilizado no presente
estudo (21 dias), KARAHASANOGLU et al. (1998) evidenciaram perda ponderal de
aproximadamente 15% do peso corpdreo inicial em ratos alimentados com dieta hipo-
protéica por 10 dias antes da realizagdo de anastomose colonica. Os autores também
encontraram diminuicdo significativa nas pressdes de ruptura nas anastomoses dos
animais desnutridos.

De acordo com os fatos acima expostos, acredita-se que a perda de peso de
26.88% (D) e 23.2% (PRE) promovida pelo método utilizado neste experimento foi

efetiva em promover grau de desnutrigdo moderado, permitindo a andlise das



alteracdes da cicatrizagdo coldnica na vigéncia de desnutricdo e os efeitos da nutri¢ao
pré-operatodria na cicatrizagao colonica dos ratos desnutridos.

Os valores de albumina sérica foram estatisticamente inferiores nos grupos D
(p=0,0001) e PRE (p=0,0001) apods 21 de desnutri¢do em relagdo ao grupo controle. A
albumina ap6s o periodo de desnutricdo ndo foi avaliada devido ao grande tempo de
meia vida da albumina sérica, que possivelmente ndo retrataria os beneficios da
nutricao pré-operatoria realizada por um periodo de 7 dias.

A andlise da albumina sérica teve como objetivo confirmar a desnutricdo ja
observada com a evolugio de perda peso nos grupos desnutridos (D e PRE) em
comparagdo ao grupo controle (C).

Os resultados encontrados no presente experimento foram semelhantes ao
estudo realizado por IRVIN e HUNT (1974). Estes autores estudaram ratos submetidos
a dieta isenta de proteinas por periodos de 3, 5 e 7 semanas. Ratos submetidos a
desnutricao por periodo de 3 semanas apresentaram perda de peso de 25% em relagao
ao peso inicial e o nivel sérico de albumina no grupo desnutrido foi 3,02 = 0,07 em
comparagdo a 3,58 = 0,08 no grupo controle, estes resultados sdo muito semelhantes
aos obtidos no presente experimento. Cabe ressaltar que o déficit calorico da dieta
isenta de proteinas foi corrigido pelo aumento da quantidade de amido de milho. Os
autores observaram que os ratos consumiam a dieta isenta de proteinas menos
avidamente, e sugeriram que os animais do grupo em estudo possivelmente foram
submetidos a desnutrigdo protéico-energética e nao apenas protéica por este motivo.

Os ratos desnutridos que receberam nutricdo pré-operatéria com dieta padrao
(PRE) durante 7 dias antes do procedimento ciriirgico apresentaram aumento do peso

corporal, entretanto ainda inferior ao peso do grupo controle.
5.2.2. Avaliacao da Cicatrizagao: Parametros Clinicos ¢ Aderéncias

Parametros clinicos possuem menor precisao na avaliagdo da cicatrizagdo, uma
vez que consideram variaveis subjetivas (VIZZOTTO JUNIOR, 2001; COSTA, 2002;

BONIN, 2003). No presente estudo, semelhante aos acima citados, nao houve



diferenca na cicatrizacdo entre os grupos quando avaliada sob o prisma clinico de
evolucao.

O numero de Obitos como conseqiiéncia da presenca de deiscéncias das
anastomoses colonicas também ¢ medida indireta da deficiéncia da cicatrizacdo destas
anastomoses. No presente trabalho houve sete mortes de animais por deiscéncia
anastomoticas trés no grupo D, duas no grupo PRE e duas no grupo C. Entretanto, ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos.

Com relagdo ao indice de aderéncias, no presente estudo houve diferenca
significativa entre os grupos C e D, demonstrando porcentagem significativamente
maior de animais com indices 2 e 3 de aderéncia no grupo controle, em relagdo ao
grupo desnutrido, em que a maior porcentagem dos animais apresentou niveis de
aderéncia 1 e 2 de Knigthly (p=0,042).

O grupo PRE apresentou indices de aderéncias semelhantes ao do grupo C
(p=0,06). As aderéncias podem levar a variacdo na reparacao tecidual da linha de
sutura apresentando desde efeitos deletérios como obstrucao intestinal (CHRISTEN,
BUCKMANN, 1991) e influéncias benéficas, como agdes protetoras bioldgicas e
mecanicas (ADAMS, CTERCTEKO, BILOUS, 1992; GARCIA-OLMO, LUCAS,
PAYA, 1996). No presente estudo a intensidade de aderéncias foi maior nos grupos C
(maior porcentagem de animais com aderéncia tipo 2 e 3) e o grupo PRE apresentou

maior porcentagem de animais com aderéncia tipo 2.

5.2.3. Avaliagao da Cicatrizacdo: Forca Ténsil de Ruptura

Ocorreram, no presente estudo, rupturas fora da linha anastomotica, durante os
testes de tragdo, em todos os grupos (C=4, D=2, PRE=2). O percentual destas rupturas
tende a aumentar quanto mais tardia for a avaliagdo pos-operatdria, o que justifica a
escolher o 5° dia de pds-operatorio para analise de tragdo computadorizada no
presente estudo. IKEUCHI et al. (1999) obteve praticamente 100% de rupturas na
linha anastomotica até o quarto dia de pos-operatorio, mas nos dias 5, 7 e 14 apenas

54% dos corpos de prova romperam-se na anastomose. No presente estudo, optou-se



por desprezar os ratos nos quais os corpos de prova romperam fora da linha
anastomotica para andlise estatistica, pois a inclusdo destes animais tornaria a amostra
menos homogénea.

No presente estudo a forca méaxima de tracdo (FMT) foi menor no grupo
desnutrido em relagio aos grupos C (p=0,0145) e PRE. (p=0,007). A FMT foi
semelhante nos grupos C e PRE, e ndo foi observada diferenca estatistica (p=0,913),
este dado evidencia a nutri¢do pré-operatéria administrada ao grupo PRE promoveu
aumento da FMT a ponto de seu valor ter praticamente se igualado ao padrao normal
(grupo C).

Com relacao a forca de ruptura total (FRT), esta foi estatisticamente menor no
grupo D em comparagio com o grupo C (p=0,0398). O grupo PRE apresentou indices
de FRT superiores aos do grupo D, entretanto os valores apenas se aproximaram da
significancia estatistica (0,059). Quando comparados os grupos C e PRE, os valores de

FRT foram muito semelhantes (p=0.564).

Os dados acima demonstrados ressaltam efeitos benéficos da nutricdo pré-
operatéria no principal parametro de cicatrizacdo de anastomoses colOonicas em ratos,
que € a resisténcia mecanica das anastomoses. A desnutricdo protéico-energética,
portanto, causou diminuicdo significativa da resisténcia mecanica da anastomose
coldnica (diminuicdo de FMT e FRT em relacdo ao grupo controle). Em contraste, os
ratos que receberam nutricdo pré-operatoria durante 7 dias apresentaram aumento
significativo da resisténcia mecanica, demonstrado por indices de FMT e FRT

semelhantes aos encontrados no grupo controle.

A diminui¢do da tensdo de ruptura em ratos desnutridos ja foi demonstrada por
IRVIN e HUNT (1974). Os autores estudaram a cicatrizagdo de anastomose coldnica
em ratos desnutridos e demonstraram diminuigdo significativa da tensao de ruptura da
parede nas anastomoses colonicas do grupo desnutrido quando comparados ao grupo
controle. Em estudos posteriores, IRVIN, (1976), estudou os efeitos da administragao
subcutanea do aminoacido essencial metionina na cicatrizacdo de anastomoses

colonicas de ratos desnutridos. A suplementagdo de metionina, entretanto, ndo



demonstrou efeitos benéficos sobre os pardmetros de cicatrizacdo avaliados. Em
estudos subseqiientes, IRVIN (1978) estudou os efeitos da desnutrigdo e da
hiperalimentagdo com férmula de aminoacidos levogirogenos (Aminutrin®) na
cicatrizacdo de anastomoses colOnicas e incisdo cutanea em ratos. A presenca de
mudangas significativas na cicatrizagdo apenas ocorreu nos ratos gravemente
desnutridos, quando a perda de peso excedeu um ter¢o do peso corporal normal. A
desnutricdo grave resultou em reducdo profunda da forca mecanica das feridas
abdominais, entretanto, as alteracdes na forca ténsil das anastomoses colonicas foram
muito menos evidentes. Ao contrario do que foi observado no presente estudo, com
efeitos benéficos sobre a forga ténsil apds nutricdo pré-operatoria, a terapia com
preparagdo sintética em pd de aminoacidos levogirogenos ndo demonstrou efeitos na
cicatrizagdo colonica.

DA COSTA et al. (2003), demonstrou que a suplementagdo oral de glutamina
em ratos nao desnutridos durante 7 dias no pré-operatdria e também no periodo pos-
operatério causou aumento significativo da FRT em relagdo ao grupo controle. No
presente estudo, a nutricdo pré-operatéria durante 7 dias promoveu resultados
semelhantes. Além disso, a FMT, considerada parametro de avaliagdo mais importante
do que a FRT (IKEUCHI, 1999), também teve aumento significativo. O aumento
importante da forca maxima observada no presente estudo pode ter sido possivelmente

devido ao uso de nutri¢ao pré-operatoria em ratos desnutridos € ndo em ratos normais.

5.2.4. Avaliacao Histologica

De acordo com a analise realizada pela coloragdo de picrosirius com
microscopia polarizada os grupos D e PRE apresentaram diminui¢do do colageno tipo
I em relagdo ao grupo controle (p=0,001 e p=0,010, respectivamente). Entretanto, o
grupo PRE apresentou concentragdo de colageno tipo I superior ao grupo D (p=0,026).
Estes achados refor¢gam os resultados encontrados no parametro tensiométrico
(mecanico). O grupo PRE apresentou niveis aumentados de colageno tipo I, porém

ainda inferiores aos do grupo controle. Por outro lado, ndo houve diferen¢a na



porcentagem de coldgeno tipo III entre os trés grupos. Entretanto, observou-se
porcentagens significativamente maiores de colageno tipo III em relacdo ao coldgeno
tipo I em todos os grupos, demonstrados por IMaC inferiores a 1 em todos os grupos
estudados (C, D, PRE). Os grupos D e PRE apresentaram IMaC inferior ao do grupo
C. O grupo PRE apresentou IMaC estatisticamente superior ao grupo D. Esta diferenca

no IMaC ocorreu principalmente pelas diferencas na concentracao de coldgeno tipo I.

BRASKEN, RENVALL, SANDBERG (1991) demonstraram que apds a lesao
do cdlon, a expressdo genética basal de colageno, medida por Northern Blotting, é
acentuadamente ativada, atingindo pico no 3°. dia para o colageno tipo I e por volta do
2°. dia pra o colageno tipo III. No presente estudo a porcentagem de colageno tipo III

foi superior a de colageno tipo I no 5°. dia de pos-operatdrio.

RABAU et al., em 1998, utilizaram analise quantitativa e qualitativa
(picrosirius) para avaliar a cicatrizacdo de anastomoses intestinais em ratos,
comparando grupos controle (sem anastomose) e grupo experimental (anastomose
intestinal), sacrificados nos dias 4°, 7°, 10° e 21° de pds-operatorio). Os autores
verificaram que a analise quantitativa (concentracdo total de colageno) nao
demonstrou alteracdes significativas nos grupos submetidos a anastomose intestinal.
Por outro lado, a andlise do colageno com picrosirius demonstrou maior indice de
colageno tipo III entre o 4°. e o 7°. dias de pds-operatério, e a partir do 10° ao 21° dia
houve progressivo aumento de fibras coldgenas do tipo I. O presente estudo apresentou
resultados semelhantes. A avaliacdo do 5°. dia de pds-operatorio com picrosirius e
microscopia polarizada demonstrou maior porcentagem de colageno tipo III em todos
os grupos (C, D, PRE), resultando em IMaCs inferiores a 1. Foi também observado
que os indices de colageno tipo I foram maiores no grupo C em relagao aos grupos D e
PRE. O grupo PRE, entretanto, apresentou niveis de colageno tipo I significativamente
superiores em relagdo ao grupo D.

Ao contrario do que foi observado no presente estudo, DA COSTA et al.,
estudando os efeitos da glutamina nas anastomoses colonicas ndo observaram
diminui¢do do percentual de coldgeno tipo I no 3° e 8°. pds-operatorio usando a

analise com picrosirius.



KORUDA e ROLANDELLI (1990), e BLOMQUIST, JIBORN e
ZEDERFELDT (1984) tentaram correlacionar taxa de hidroxiprolina com a resisténcia
mecanica nas anastomoses € ndo encontraram resultados significativos. COELHO-
LEMOS et al. (2003), em estudo para verificar a influéncia da desnutri¢do intra-uterina
na cicatrizacdo da parede abdominal em ratos lactentes, idealizou o indice de
maturagdo do colageno (IMaC). Este indice foi definido como a razdo entre as
porcentagens de coladgeno tipo I e tipo IIl. O achado de valores acima de 1 significa
predominancia de colageno tipo I. A autora observou predominio de colageno tipo I na
fase inicial da cicatrizagdo no grupo de ratos desnutrido no 7°. dia de pds-operatorio,
com aumento estatisticamente significativo do percentual de colageno tipo I em todos
os animais (nutridos e desnutridos) no 21° dia de pos-operatério. A correlagdo entre o
IMaC e os estudos de resisténcia a tracao foi negativa no 7°. dia de pds-operatorio e
positiva no 21° dia de pos-operatédrio. No presente estudo o valor de IMaC foi menor
do que 1 em todos os grupos estudados. O periodo avaliado no presente estudo,
entretanto, foi o 5°. dia de pos-operatorio, fase em que hd predominio de deposigao de
colageno tipo III, ou imaturo. No presente estudo ndo foi encontrado correlagdo entre o

IMacC e os estudos de resisténcia a tragdo (FMT e FRT).

BONIN (2003) em estudo para verificar o efeito da supressdo acida por
pantoprazol na cicatrizacao de suturas gastricas, evidenciou que quando comparado o
grupo controle ao grupo pantoprazol, as médias do IMaC foram maiores no grupo
pantoprazol, indicando maior propor¢ao de fibras colagenas tipo I.

Em conclusdo, os grupos desnutrido e nutricdo pré-operatdria apresentaram
propor¢ao menor de fibras colagenas tipo I em relagdo ao grupo controle, traduzindo
menor organizagdo e espessamento das fibras colagenas e menor concentragdo de
coldgeno maduro. Entretanto, o grupo nutricdo pré-operatoria apresentou maior
proporc¢ao de fibras coldgenas tipo I em relagdo ao grupo desnutrido, demonstrando
que a nutri¢do pré-operatoria causou melhora também neste parametro de avaliagdo da

cicatrizacao.



5.3. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A influéncia da desnutri¢do na cicatrizacdo das anastomoses intestinais ¢ muito
importante. O presente estudo demonstrou os efeitos negativos da desnutricao sobre a
anastomose colonica em ratos, caracterizados pela forca maxima de tragao e forga de

ruptura total diminuidas, além da diminui¢ao do percentual de coldgeno tipo I.

A nutricdo pré-operatoria em ratos desnutridos promoveu efeitos benéficos na
cicatrizacdo da anastomose colonica, demonstradas pelo aumento de FMT, FRT e do
percentual de deposicdo de coladgeno tipo I (maduro). O grupo que recebeu nutrigao
pré-operatoria alcangou niveis semelhantes aos do grupo controle em relagdo a FMT e
FRT; entretanto, valores de coldgeno maduro, apesar de superiores aos do grupo

desnutrido ainda foram significativamente inferiores aos do grupo controle.

As perspectivas futuras sao de que estudos sejam realizados com o intuito de se
investigar suplementos nutricionais ou farmacologicos (farmaconutricdo) que
restituam o estado nutricional e, conseqiientemente, o processo cicatricial do paciente
desnutrido. A utilizacdo de suplementacdo com glutamina oral ja demonstrou efeitos
benéficos em ratos nao-desnutridos (DA COSTA et al. 2004) restituindo a FRT e a
concentragdo de coldgeno maduro na anastomose. As perspectivas sdo promissoras ¢
outros nutrientes, hormoénios, suplementacdo de vitaminas e outras substancias e a
associagdo entre elas deverdo ser investigados com o intuito de se identificar fatores
que contribuam para a cicatrizagdo das anastomoses colonicas na vigéncia de

desnutricao.
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