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EPIGRAFE

A nutricdo da ferida é, na verdade,
nutricdo do corpo todo
Goodson e Hill
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RESUMO

NUTRICAO PERIOPENRATC’)RIA SUPLEMENTADA COM GLUTAMINA NA
CICATRIZACAO DE ANASTOMOSE COLONICA DE RATOS
DESNUTRIDOS

Desnutri¢ao leva a diminui¢do da forga ténsil da ferida. Em anastomoses colonicas o
comprometimento da cicatrizagdo pode levar a deiscéncia e pobres resultados. Por
outro lado, a Glutamina ¢ considerada condicionalmente essencial em episddios de
estresse cirargico e desnutricdo. A sua suplementacdo exdgena preserva a estrutura e
funcdo da mucosa intestinal. O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos da
nutri¢gdo perioperatéria suplementada com glutamina na cicatrizacdo de anastomoses
colonicas de ratos desnutridos. Um total de 46 ratos Wistar, machos, pesando 242,80g
+ 21,95g foram alocados em gaiolas individuais e apds periodo de aclimagdo de trés
dias os animais foram randomizadamente divididos em trés grupos: grupo controle
(CTL, n=14), que tinha livre acesso a dgua e racdo por 21 dias antes de ser descartado
e grupos Glutamina (GLN, n=16) e Glicina (GLY, n=16), alimentados com 50% da
média de ingesta do grupo CTL por 21 dias (Pair Feeding) e, entdo, foram renutridos,
respectivamente, com ragdo ¢ agua ad libitum mais L-Glutamina (1,5g/Kg/dia) ou
solucdo isonitrogenada e isovolumétrica de Glicina através de gavagem durante seis
dias antes e quatro dias apds a operagdo. No sexto dia de suplementacao os ratos foram
anestesiados ¢ submetidos a duas sec¢des colonicas: uma 6 cm do ostium ileale
(véalvula ileocecal) e outra 3 cm acima da reflexdo peritonial. A reconstrucdo da
continuidade intestinal foi realizada por duas anastomoses término-terminais em plano
unico com oito pontos separados de nylon 6/0. Os ratos foram sacrificados no quinto
dia pds-operatorio e as duas anastomoses colonicas de cada animal foram ressecadas e
conservadas em solu¢do salina 0,9% e formalina a 10% para estudos de forca ténsil
(forca maxima de tragdo - FMT e forca de ruptura total - FRT) e histologico
(densitometria do coldgeno com indice de maturagdo do coldgeno - IMaC),
respectivamente. Também foi avaliado a variagdo de peso, ingesta, indices de
aderéncias intra-abdominais e morbimortalidade. A andlise estatistica incluiu os testes
t de Student e Kruskal Wallis e valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
Os resultados mostraram que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os dois
grupos na forca ténsil (FMT: GLN = 0.17 = 0.01 vs. GLY = 0.17 £ 0.01, p = 0.63 ¢
FRT: GLN = 0.12 £ 0.00 vs. GLY = 0.10 = 0.01, p = 0.17). Na densitometria do
colageno o IMaC nao demonstrou diferencga estatisticamente significativa (p = 0,14)
embora tenha sido maior no grupo GLY (0.53 £+ 0.04) que no grupo GLN (0.45 +
0.03). Em conclusdo, a suplementagdo perioperatoria oral de Glutamina nao tem efeito
na cicatriza¢ao de anastomoses colonicas de ratos desnutridos.

Palavras-chave: Glutamina; desnutricao; anastomose coldnica; cicatrizagao.
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ABSTRACT

PERIOPERATIVE NUTRITION SUPPLEMENTED WITH GLUTAMINE IN
HEALING OF COLONIC ANASTOMOSES OF MALNOURISH RATS

Malnutrition leads to decreased wound tensile strength. In colonic anastomoses
compromised healing may lead to dehiscence and poor results. On the other hand,
glutamine is considered conditionally essential during episodes of surgical stress and
malnutrition. Its exogenous supplementation preserves intestinal mucosal structure and
function. The aim of this study was to investigate the effects of perioperative
glutamine enriched diet on the healing of colonic anastomoses of malnourished rats. A
total of 46 male Wistar rats, weighing 242.80g + 21.95g, were housed in individual
cages and after three days of acclimatization were randomly divided in three groups:
Control Pair Feeding Group (CTL, n=14), had free access to water and standard rat
chow for 21 days before the discard and Glutamine (GLN, n=16) and Glycine (GLY,
n=16) groups fed 50% of the average of the ingested food by the CTL for 21 days and
then re-fed, respectively, with standard rat chow and water ad libitum plus either L-
glutamine (1.5g/Kg/day) or a control solution in isonitrogenous and isovolumetric
solutions through gavage during 6 days before and 4 days after the operation. On the
5™ PO day rats were anesthetized and undergone to 2 colonic transecctions; one 6 cm
distal from the ostium ileale (ileocecal valve) and another 3 cm above the peritoneal
reflection. Bowel continuity was restored by two end-to-end, single layer, anastomoses
with 8 interrupted sutures (6/0 nylon). The rats were killed on 5™ PO, and the 2 colonic
anastomoses of each animal were resected and stored in 0.9% saline and 10% formalin
for tensile test (Maximal Tensile Strength - MTS and Total Rupture Strength - TRS)
and histologic (collagen densitometry with collagen maturation index - IMAC) studies,
respectively. Student’s t-test and Kruskal Wallis tests were used for statistical analysis
and P values < 0,05 were considered significant. The results showed that there were no
statistically significant differences between the two groups in the MTS (GLN =0.17 +
0.01 vs. GLY =0.17 £ 0.01, p = 0.63) and TRS (GLN =0.12 £ 0.00 vs. GLY =0.10 +
0.01, p = 0.17). The IMAC was higher in the GLY group (0.53 £ 0.04) than GLN
group (0.45 + 0.03), although there was no statistically significant differences detected
(p = 0.14). As conclusion, perioperative oral glutamine supplementation had no effect
on the healing of colonic anastomoses in malnourished rats.

Key Words: Glutamine; malnutrition; colonic anastomoses; wound healing.
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1. INTRODUCAO

A operacao do coélon apresenta nimero significativo de complicagdes quando
comparada a procedimentos cirirgicos sobre outros 6rgdos. Parte desse insucesso
relaciona-se as falhas na cicatrizagdo das anastomoses colonicas influenciadas por
fatores de risco como a desnutricdo. Intervengdes nutricionais perioperatorias
demonstraram beneficios nessas situacdes € a manipulacdo de dietas utilizando
substratos como a Glutamina poderia trazer vantagens adicionais a cicatrizagdo do
colon.

A deiscéncia ¢ a tradugdo clinica da falha dos mecanismos de cicatriza¢ao na
anastomose colonica. A diminuicao da sua incidéncia nos ultimos anos esta associada
a melhora terapéutica e aos avancos tecnologicos. No estudo de GOLIGHER,
GRAHAM e DOMBAL (1970) houve 20% de fistulizacdo anastomotica do colon,
enquanto na metandlise de GUENAGA, ATALLAH, CASTRO, MATOS e¢ WILLE-
JORGESEN (2005) esse indice nao ultrapassou 2,9%. No entanto, essa complicagdao
associa-se a elevacao significativa dos custos e da duragdo do tratamento (KORUDA;
ROLANDELLI, 1990; CAMPOS; MEGUID; COELHO, 1996) ¢ esta relacionada,
direta ou indiretamente, com 20% a 80% da mortalidade pds-operatoria (ABETE;
RONCHETTI; CASANO; PESCIO, 2003; CHAMBERS; MORTENSEN, 2004).

Nas tultimas décadas foi demonstrado que a perfeicao técnica nao € suficiente
para garantir o sucesso da cicatrizagdo de uma anastomose colonica. Assim, varios
fatores de risco para fistulas foram identificados, entre eles os déficits nutricionais
(HOIER-MADSEN; HANSEN; LINDENBERG, 1975). Alimentacdo inadequada,
perda de peso e desnutricdo prejudicam o reparo cicatricial e associam-se as
deiscéncias anastomoticas do colon (GREENHALGH; GAMELLI, 1987; MAKELA,;
KIVINIEME; LAITINEN, 2003).

Entre as evidéncias, DALY, VARS e DUDRICK (1972) demonstraram que a
desnutricdo pré-operatoria prejudica a cicatrizagdo de anastomoses colonicas em ratos.
Recentemente, GONCALVES (2005) confirmou os achados de DALY et al. (1972) e

evidenciou que a nutri¢do perioperatoria de ratos desnutridos melhora a cicatrizagao



das anastomoses do colon, porém em nivel inferior ao alcancado por animais
eutroficos.

O maior conhecimento metabolico identificou agdes farmacoldgicas
importantes em varios nutrientes. Entre eles, a Glutamina (GIln) deixou de ser
considerada apenas um aminodcido ndo essencial e passou a ser o foco de muitos
estudos (LACEY; WILMORE, 1990). Esse substrato serve de combustivel para
colonocitos (ARDAWI; NEWSHOLME, 1985; SOUBA; SMITH; WILMORE, 1985)
e assume importancia na manutengdo da estrutura intestinal em periodos de elevado
catabolismo (BOELENS; NIJVELDT; HOUDIJK; MEIJER; VAN LEEUWEN, 2001;
SOUBA; KLIMBERG; PLUMLEY; SALLOUM; FLYNN; BLAND; COPELAND,
1990; WILMORE, 2001). Outras evidéncias associam a GIln ao processo de
cicatrizacao (WILLIAMS; BARBUL, 2003).

Baseados nesses estudos, COSTA, CAMPOS, COELHO, BARROS e
MATSUMOTO (2003) utilizaram Gln via oral perioperatdria em ratos eutroficos e
verificaram melhora dos parametros cicatriciais nas anastomoses colonicas desses
animais. No entanto, ndo foi avaliado se esse efeito benéfico da suplementagdo oral de

Gln supera os prejuizos causados pela desnutricdo pré-operatdria.

1.1 OBJETIVO

Avaliar o efeito da suplementagdo da nutrigdo oral perioperatoria com
Glutamina na cicatrizagdo de anastomoses colOnicas em ratos desnutridos, mediante

analise de parametros morfoldgicos e tensiométricos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 CICATRIZACAO

2.1.1 Consideragdes gerais

A cicatrizagdo ¢ uma resposta fibroproliferativa com interacdo de diferentes

tipos de células e mediadores na tentativa de reparo do defeito lesional (FIGURA 1).

FIGURA 1 - ELEMENTOS DA CICATRIZACAO
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e MMPs = mediadores vasoativos e quimiotaticos.

FONTE: modificado de JIMENEZ; JIMENEZ, 2004.

Em 1910, CARREL descreveu os mecanismos cicatriciais em seqliéncia
ordenada de eventos, que foram divididos por ORGILL e DEMLING (1988) em cinco

elementos principais: inflamagdo, proliferacdo celular, formacdo do tecido de



granulagdo, contragdo e remodelamento da ferida. Recentemente, CLARK (2005)
representou esse processo em trés fases (FIGURA 2).

A lesdo tecidual coloca elementos sanguineos em contato com o colageno e
outras substancias da matriz extracelular, provocando degranulagdo de plaquetas e
ativacao das cascatas de coagulagdao e do complemento. Com isso, ha liberacdo de
varios mediadores vasoativos € quimiotaticos que conduzem o processo cicatricial

mediante aumento de células inflamatorias na regido da ferida (BENNETT;
SCHULTZ, 1993).

FIGURA 2 - FASES DA CICATRIZACAO
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FONTE: modificado de Clark, 2005.

Os neutrofilos ocupam precocemente a regido lesada fagocitando debris e sdo,
progressivamente, substituidos por macrofagos durante a evolu¢do favoravel da
cicatrizacdo. Dessa forma, o padrdo celular representa marcador evolutivo do reparo
tecidual (SOUSA; SOARES; APRILLI, 1991; GRECA; NORONHA; BENDHACK;
FERES; SOCCOL; DUDA, 2004; COSTA et al, 2003).



Os processos de angiogénese, multiplicagdo fibroblastica e epitelizacao sdo os
principais eventos de proliferacao celular envolvidos no desenvolvimento do tecido de
granulacdo. A neovascularizagdo permite a sustentacao nutricional da area de reparo.
Os fibroblastos multiplicam-se e produzem o coldgeno, importante componente
estrutural do tecido cicatricial. A epitelizacao reveste a ferida evitando contaminagdo e
a perda de umidade e proteinas da regido cicatricial (MANDELBAUM; SANTIS;
MANDELBAUM, 2003).

A contragdo gera forcas que aproximam as bordas da ferida através da acao do
miofibroblasto, que invade a area cicatricial no final da primeira semana apos a lesdao
tecidual (VAN WINKLE, 1967). Na fase seguinte, algumas modificagdes ocorrem no
tecido de granulagdo durante o remodelamento da ferida: regressdo da rede capilar,
remo¢do do excesso de coldgeno com organizagdo espacial de suas fibras e
diminui¢des da demanda metabodlica, do edema e da quantidade de proteoglicanos da
area de cicatrizagdo (MADDEN; PEACOCK, 1971; ORGILL; DEMLING, 1988).

Em condi¢des normais, esses eventos constituem os mecanismos habituais do
processo de cicatrizacdo desencadeados pela ferida, que conduzirdo a restituigao da
integridade tecidual. Eles sdo normalmente representados de forma didatica sobre a
superficie cutanea, porém, apesar de serem constantes em qualquer ferida, apresentam
particularidades quando envolvem o trato gastrointestinal (THORNTON; BARBUL,
1997). A cicatrizagdao do cdlon e de outros 6rgdos intra-abdominais apresenta, ainda,
maior complexidade que o reparo da superficie cutanea, em fun¢do do maior nimero
de camadas estruturais e pela presenca do peritonio, que reage ativamente com

peritonite e formacgdo de aderéncias ao ser estimulado.

2.1.2 Cicatrizagao das anastomoses colonicas

As fases de inflamag¢do e formacao do tecido de granulaciao correspondem aos
momentos mais criticos para o sucesso cicatricial das anastomoses colonicas. Durante
esses processos ocorrem grande parte dos déficits cicatriciais que levam a deiscéncia

anastomotica.



A resposta inflamatoria nas anastomoses ¢ rapida. Os mediadores
quimiotaticos atraem neutrofilos, que se acumulam na area anastomotica trés horas
apods a sua realizagdo, e aumentam a propor¢ao de monocitos a partir de 12 horas pds-
operatérias (HESP; HENDRIKS; SCHILLING; LUBBERS; DeBOER, 1985). Os
agentes vasoativos contribuem no edema anastomdtico que persiste os primeiros sete
dias pos-operatorios (GETZEN; HOLLOWAY, 1966).

Viérios tipos celulares aumentam sua concentragdo na drea anastomotica
durante a proliferacdo celular. Evidencia-se neovascularizacdo entre o segundo e
terceiro dia pds-operatorio (WISE; McALISER; STEIN; SCHUCK, 1975). Os
fibroblastos atingem a regido da ferida nas primeiras 12 horas apos a anastomose
multiplicando-se no local (HESP et al., 1985).

Os eventos cicatriciais sobre a anastomose afetam toda a estrutura laminar do
colon. Cada camada da parede colonica exibe caracteristicas proprias e sofre alteracoes
em diferentes intensidades. A aproximacdo das bordas da anastomose afeta a
velocidade do reparo epitelial. Essa camada pode se reconstituir em trés dias quando
ha 6tima coaptagao (THORNTON; BARBUL, 1997).

A submucosa mantém a taxa metabolica mais elevada da parede coldnica na
area da cicatrizagdo anastomotica. HALSTED, em 1887, provou a importancia dessa
camada ao inclui-la sob os pontos da anastomose. E na submucosa que se distribui a
maior parte do coldgeno produzido no coOlon, fundamental na manutencdo da
integridade intestinal durante a cicatrizagdo anastomotica (HESP et al.,1984).

MORI, DOI, HARA, YOSHIZUKA, OHSATO e FUJIMOTO (1992)
demonstraram que a reconstitui¢ao da camada muscular depende da diferenciagao de
cé¢lulas musculares lisas a partir de células mesenquimais indiferenciadas, as quais
invadem a regido entre o terceiro e quinto dia apos o ferimento. As primeiras, aliadas
aos fibroblastos locais, sdo as responsdveis pela produgdo da totalidade do coldgeno
cicatricial intestinal (GRAHAM; DRUCKER; DIEGELMANN; ELSON, 1987).

A importdncia do peritonio visceral no processo de cicatrizagdo foi
evidenciada no estudo de GOLIGHER et al. (1970). Os autores provaram que

estruturas extra-peritoneais (desprovidas de serosa) estavam mais sujeitas a fistulas.



A observacdo direta dos eventos cicatriciais que envolvem o reparo de
anastomoses colonicas exige que os dados sejam obtidos através de estudos
experimentais. Dessa forma, a maior parte das evidéncias relacionadas a cicatrizagdo
desse segmento, avalia a integridade anastomotica a partir das alteracdes mecanicas e

histoldgicas no colon de animais.

2.1.3 Coléageno na anastomose colonica de ratos

O colageno ¢ o principal componente da matriz extracelular dos tecidos.
Estrutura-se numa rede densa e dindmica resultante da sua constante deposi¢cdo e
reabsor¢ao. A quantidade de colageno modifica-se no c6lon durante o pos-operatdrio
de anastomoses colOnicas, principalmente na regido peri-anastomética (JIBORN;
AHONEN; ZEDERFELDT, 1980).

A enzima colagenase quebra o colageno, atuando mais intensamente no inicio
da cicatrizacao da anastomose. Apds o terceiro dia do processo cicatricial, a atividade
colagenolitica diminui, aumentando a quantidade absoluta de coldgeno na regido
cicatricial (CHOWCAT; SAVAGE; HEMBRY, 1988; HAWLEY, 1970).

CRONIN, JACKSON ¢ DUMPHY (1968) através do método de deteccao da
hidroxiprolina demonstraram que os niveis absolutos de coldgeno em anastomoses
colonicas de ratos permanecem baixos até o 5° PO, ocorrendo aumento progressivo da
sua quantidade até atingir valores quase normais em torno do 10° PO. IRVIN e HUNT
(1974a) utilizando radioisétopos confirmaram os achados de CRONIN et al. (1968),
mas observaram que as alteragcdes na concentragdo do colageno ocorriam em
propor¢des menos intensas devido a formacdo de edema na regido anastomotica.
Segundo IRVIN e HUNT (1974a), o conteido de coldgeno peri-anastomotico
permanece constante durante os trés primeiros dias pos-operatorios, com aumento
significativo apos esse periodo e alcancando valores maximos no 7° PO.

JIBORN et al. (1980) avaliaram o metabolismo de coldgeno em anastomoses
de colon esquerdo de ratos. Demonstraram que em estagios precoces apos a

anastomose (4° PO) a lise predominava, embora a atividade sintética também estivesse
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aumentada. Entre o 4° e 7° PO, a sintese comecava a superar a degradacdo, até que no
7° PO esse balanco tornava-se favoravel a deposi¢ao de colageno no tecido cicatricial.

Trés subtipos de coldgeno (I, III e V) sdo identificados durante o processo
cicatricial do colon. Os coldgenos I e III atingem propor¢des mais significativas € a
relagdo entre eles tém importancia maior no estudo da cicatrizagdo anastomotica.

BRASKEN (1991) determinou a expressdo de RNAm de colagenos I e III,
através de técnicas de hibridizacao, em anastomoses colonicas de ratos. Verificou que
em segmentos intestinais correspondentes de animais ndo operados (controles), houve
baixa atividade de RNAm, enquanto que em ratos com anastomoses ocorreu ativagao
significativa de genes localizados principalmente em fibroblastos da submucosa,
serosa ¢ interface anastomotica. As mais altas expressoes genéticas de RNAm na
submucosa foram vistas no 2° PO (colageno tipo III) e 3° PO (coldgeno tipo I), sendo
que houve atividade mais intensa e prolongada do subtipo I e mais precoce do subtipo
I1.

BRASKEN, RENVALL e SANDBERG (1991) utilizaram marcadores
monoclonais observando queda na concentracdo de coldgeno III e I anastomoticos,
com niveis minimos no 1° e 2° PO respectivamente. Ambos subtipos de coldgeno
acumularam-se a partir do 3° PO, atingindo niveis maximos no 7° PO e permanecendo
elevados até o 14° PO.

Essas alteracoes histoldgicas da anastomose acompanham as modificagdes das
propriedades mecanicas do tecido cicatricial (FIGURA 3). HERRMANN,
WOODWARD e PULANSKI (1964) sugeriram que as alteracdes histologicas da
cicatrizacdo eram as responsaveis pela for¢a da anastomose e identificaram trés
diferentes fases:

1) Fase Lag (quiescéncia): predominancia de edema e inflamacao, ocorrendo
entre o dia da cirurgia e o 4° PO, momento em que a for¢a da ferida ¢ dependente do
reforgo artificial das suturas;

2) Fase Logaritmica (fibroplasia): proliferacdo de fibroblastos com rapido

ganho de forca da anastomose, ocorrendo entre 3 e 14 dias;
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3) Fase Estacionaria (maturacdo): remodelamento das fibras de colageno, com
menor ganho de forca que se inicia em torno do 10° PO.

Evidéncia recente associou as alteracdes da rede de colageno como as
principais responsaveis pelas modificagdes mecanicas das anastomoses intestinais
(KHOURY; WAXMAN, 1983).

As anastomoses colonicas perdem 72% a 95% da sua forca tecidual original,
durante os trés primeiros dias do processo cicatricial, quando ha atividade mais intensa
da colagenase (HOGSTRON; HAGLUND; ZEDERFELDT, 1985 e JIBORN et al.,
1980). Apds esse periodo inicial a anastomose ganha for¢ga acompanhando progressivo
deposito de colageno na area cicatricial (FIGURA 4).

Entretanto, as caracteristicas qualitativas do colageno depositado sdo mais
importantes para o suporte estrutural da anastomose do que sua concentragdo tecidual

(HENDRIKS; MASTBOOM, 1990).

FIGURA 3 - MODIAFICACCN)ES ESTRUTURAIS E
MECANICAS DA FERIDA
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O aumento de forga ténsil ¢ mais relacionado com o colageno I do que com o
colageno III. DOILLON, DUNN e BENDER (1985) evidenciaram que a deposi¢do € o
remodelamento das fibras de colageno I sdo os principais determinantes do ganho de
forca da area em cicatrizacao exercendo influéncia sobre a integridade anastomotica.

JONSSON et al. (1983) e HENDRIKS ¢ MASTBOOM (1990) estabeleceram
a correlacdo clinica dessas evidéncias. Verificaram que havia um periodo mais
vulneravel para deiscéncia anastomotica (entre 4° e 7° PO), que correspondia aos

momentos de déficit mecanico e de baixa qualidade de coldgeno depositado na

anastomose.

FIGURA 4 - SINTESE E DEGRADACAO DO
COLAGENO NA CICATRIZACAO
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increases with synthesis = for¢a do colageno novo aumenta com
a sintese; Strength of old collagen decreases due to lysis = forca
do colageno antigo diminui devido a lise.

FONTE: THORNTON; BARBUL, 1997.

2.1.4. Avaliacdo histologica da cicatrizagdao de anastomoses colonicas

O coldgeno ¢ uma proteina rica em aminoacidos bdsicos, os quais reagem
fortemente com corantes acidos. As moléculas de colageno dispdem-se em orientacao

espacial paralela, apresentando birrefringéncia caracteristica.
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SWEAT, PUCHTLER e ROSENTHAL (1964) adotaram o uso do Sirius-red
F3BA (SRF) como corante alternativo na identificagdo do colageno tecidual devido ao
rapido desbotamento da coloracdo de picrofucsina. As moléculas de SRF (4cido)
interagem individualmente com as moléculas de coldgeno mantendo um
relacionamento espacial paralelo com as mesmas, ressaltando a birrefringéncia. A
combinagdo seletiva com o colageno permite sua visualizagdo como fibras amarelo-
brilhantes, sendo que o uso da microscopia polarizada aumenta a especificidade, a
sensibilidade e a resolucao do método (CONSTANTINE; MOWRY, 1968).

JUNQUEIRA, BIGNOLAS e BRENTANI (1979) padronizaram a
metodologia de uso do SRF e apos a andlise histologica de cortes teciduais de 15
espécies de vertebrados, consideraram a coloragao especifica para o colageno tecidual.
Em outro estudo, JUNQUEIRA, COSSERMELLI e BRENTANI (1978) compararam
o colageno de diferentes regidoes de animais demonstrando correlagdo entre diferentes
cores e birrefringéncias e a distribuicdo bioquimica dos coldgenos I e III (SRF +
polarizagdo). Esses autores observaram que o coldgeno tipo I apresentava-se como
fibras espessas, fortemente birrefringentes e com coloragao que variava do amarelo ao
vermelho, diferentemente do colageno tipo III (fibras finas, fracamente birrefringentes
e esverdeadas).

A cor e a intensidade da birrefringéncia correlacionam-se diretamente com a
espessura da fibra de colageno (diferentes padrdes de agregacao fisica das moléculas)
¢ do tecido analisado (JUNQUEIRA; MONTES; SANCHES, 1982; DAYAN; HISS;
HIRSHBERG; BUBIS; WOLMAN, 1989).

DAYAN et al. (1989) analisaram varios tipos de fibras coldgenas e
evidenciaram que a espessura da fibra ndo era o inico fator determinante do padrao de
birrefringéncia. Constataram que o alinhamento das moléculas e o entrelacamento das
fibras afetavam a refracdo da luz, sendo que fibras espessas e entrelagadas
apresentavam-se laranja-avermelhadas (fibras de colageno tipo I - maduras), enquanto
que fibras finas e pouco entrelacadas apresentavam-se esverdeadas (fibras de coldgeno

tipo III - imaturas).
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RABAU, HIRSHBERG, HISS e DAYAN (1995) realizaram estudo da
concentragdo de colageno em anastomoses intestinais de ratos utilizando SRF e
polarizacdo. Verificaram que no intestino de ratos ndo operados havia predominio de
fibras coldgenas de coloracdo que variava do amarelo ao laranja. Por outro lado,
durante a primeira semana pds-operatoria a maioria das fibras no sitio anastomdtico
apresentavam-se finas, de coldgeno imaturo com coloracdo que variava do verde ao
amarelo e pouco integradas. Entretanto, as fibras gradualmente retornavam as suas
coloracgdes pré-operatorias até o 21° PO, acompanhando as modificacdes mecanicas da
ferida, sugerindo que a qualidade das fibras de colageno tem importancia na
integridade da anastomose intestinal durante sua cicatrizacao.

A quantificacdo de fibras maduras e imaturas de acordo com a sua coloragao
permite avaliacdo qualitativa do colageno em estudos de cicatrizacdo de anastomoses.
No entanto, os parametros histologicos mesmo quando examinados por patologistas
experientes podem apresentar variabilidade inter-observadores. A utilizacdo de
equipamentos que digitalizam imagens histoldgicas permite a quantificacdo de dados
morfologicos com minimizacdo de viesses. Com esse propoésito, varios estudos
informatizaram a analise histologica (LEMOS, 2002; COSTA et al., 2003; TRUBIAN,
2004).

Mediante esses recursos pode-se realizar estudo densitométrico que avalia a
concentragdo ¢ qualidade do coldgeno, determinando sua maturacdo no tecido
cicatricia. LEMOS (2002) verificou o efeito da desnutrigdo intra-uterina na
cicatrizacdo da parede abdominal em ratos lactentes e acrescentou as quantificacoes
histolégicas de colageno o indice de maturagao do coldgeno — IMaC (QUADRO 1).
Esse indice reflete a maturidade do coldgeno presente em determinado campo

histolégico ao estabelecer a razdo entre as porcentagens de colageno tipo I e tipo III.

2.1.5 Avaliacdo mecanica da cicatrizacao de anastomoses colOnicas

As for¢as mecanicas envolvidas nas anastomoses refletem de forma objetiva a

integridade da mesma (KORUDA; ROLANDELLI, 1990). Essas variaveis podem ser
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determinadas de diferentes formas sem haver metodologia ideal. A avaliacao da forca
ténsil da anastomose ¢ freqlientemente utilizada em estudos experimentais com

resultados que refletem com elevada precisdo as propriedades biofisicas do tecido.

QUADRO 1 - INDICE DE MATURACAO
DO COLAGENO (IMaC)

IMaC = % Colageno Tipo 1

% Coléageno Tipo 111

LEGENDA: IMaC = Indice de Maturacio do
colageno; % = porcentagem
FONTE: LEMOS, 2002.

Em 1853, PAGET, citado por BALLANTYNE (1983), introduziu a medida de
forca ténsil de tecidos ao seccionar e reparar cirurgicamente tenddes de coelhos.
Mediante tecnologia rudimentar observou que o segmento reparado ganhava forga ao
longo do periodo pos-operatério. Os primeiros estudos de forga ténsil em anastomoses
intestinais foram realizados em 1899 por CHLUMSKY, citado por BALLANTYNE
(1983), que abandonou essa metodologia em funcao da sua baixa sensibilidade.

HOWES, SOOY ¢ HARVEY (1929) renovaram o interesse pelo método ao
sistematizarem a técnica de medida da forga ténsil através de dispositivo mecanico
(tensidmetro) que apresentava resultados reprodutiveis. Esse instrumento foi descrito
por FAST, NELSON e DENNIS (1947) e sofreu varias criticas e aprimoramentos
durante as ultimas décadas.

Através dos estudos de HOWES et al. (1929) conseguiu-se estabelecer relagao
entre o ganho de for¢a e o evento de fibroplasia da cicatrizacdo. Este periodo
(fibroplasia) se inicia apds o 4° dia pos-operatorio de uma anastomose coldnica em
ratos (IKEUCHI; ONODERA; AUNG; KAN; KAWAMOTO; TAMAMURA;
MAETANI, 1999), quando ha menor influéncia dos materiais de sutura na forca ténsil
do tecido avaliado. Da mesma forma, evidenciou-se que o tipo de sutura tinha pouca
interferéncia nos resultados da forca ténsil da anastomose nesse momento da

cicatrizacdo (BALLANTYNE, 1983).
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JONSSON et al. (1983) associaram um componente eletronico fornecendo
maior sensibilidade ao sistema e adotaram o método de forca de tragdo, no qual o
aparelho tracionava o corpo de prova (anastomose centrada num segmento de intestino
excisado) a partir de uma das suas extremidades deixando a outra fixa até que
ocorresse a ruptura da peca cirdrgica. BLOMQUIST, JIBORN e ZEDERFELDT
(1984) estabeleceram a importancia do aumento de forca de forma continua na
avaliacdo dos resultados. NARESSE, MENDES, CURI, LUCCHIARI ¢ KOBAYASI
(1987) utilizaram o equipamento evidenciando que o mesmo apresentava erros
minimos de leitura, recomendando sua utilizagdo em investigagdes experimentais de
cicatrizacgdo intestinal e de outras feridas cirurgicas. Nos ultimos anos, os tensidometros
foram informatizados e a industria disponibilizou varios modelos facilitando o
emprego dessa metodologia.

VAN WINKLE (1969) revisou a literatura e reuniu evidéncias de que a
resisténcia de um tecido cicatrizado, habitualmente, nunca € igual ou superior a sua
forma integra. Esse autor definiu dois tipos de forca para a avaliagdo mecanica de uma
ferida: Tensdo (quantificacdo da carga aplicada para rompé-la, considerando a
dimensao do tecido analisado) e For¢a de Ruptura (forca necessaria para rompé-la).

IKEUCHI et al. (1999) desdobraram a variavel for¢ca de ruptura em dois
componentes: forca minima de tragdo (forga necessdria para romper parte da
anastomose) e forca maxima de tracao (forca necessaria para realizar a disjun¢ao total
da anastomose). Nesse estudo, a for¢a minima de tracdo foi considerada medida
padrao na avaliacdo biologica da cicatrizacdo anastomotica, refletindo com maior
acuracia as modificacdes mecanicas da mesma. Os autores testaram outro método de
avaliacdo mecanica de anastomoses (Pressdo de ruptura) e verificaram a imprecisao
dessa varidvel na avaliagdo de anastomoses em fases precoces da cicatrizagdo, sem
encontrar correlagdo da mesma com a forca de ruptura. Outros estudos também
mostraram vantagens na avaliacdo da forca ténsil utilizando a for¢a de ruptura que,
diferente da pressdo de ruptura, correlaciona-se estreitamente com a deposi¢do de
colageno a partir do 4° PO de anastomoses intestinais (JIBORN; AHONEN;
ZENDERFELDT, 1978; BRASKEN, 1991).
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As forcas mecénicas envolvidas na anastomose podem ser, igualmente,
avaliadas através de um tira de tecido correspondendo a uma amostra da alga intestinal
contendo uma parte da anastomose no centro como NARESSE, LUCCHIARI e
KOBAYASI (1988) e NARESSE, LUCCHIARI, ANGELELI, BURINI,
RODRIGUES, CURI e KOBAYASI (1988), ou através da anélise da anastomose na
al¢a intestinal integra como descreveram LEITE, NARESSE, KOBAY ASI, MINOSSI,
BURINI, CURI e HOSSNE (1993) e NARESSE, LEITE, RODRIGUES, ANGELELI,
MINOSSI e KOBAYASI (1993).

Os niveis de aderéncias podem influenciar a determinacdo de forcas de uma
anastomose. GARCIA-OLMO, LUCAS, PAVA e LOPEZ-FANDO (1994) verificaram
a influéncia da formac¢ao de aderéncias sobre a for¢a ténsil de anastomose colonica de
ratos. Seus resultados demonstraram que o maior nivel de aderéncias sobre a area
anastomotica exercia influéncia direta sobre a for¢a necessaria para ruptura da
anastomose.

HERRMANN et al. (1964) realizaram estudo da cicatriza¢do de anastomose
colonica de ratos. Dividiram uma amostra de 220 animais e mediram a forca ténsil de
anastomoses colonicas em diversos periodos de tempo compreendidos entre 3h e 1 ano
ap6s o procedimento cirargico. Evidenciaram que entre trés e 14 dias havia o maior
ganho de forca ténsil da anastomose, constituindo-se no melhor periodo para estudar

os parametros biofisicos da cicatrizacdo do colon anastomosado de ratos.

2.1.6 Fatores que influenciam a cicatrizagao

Muitas falhas dos mecanismos de cicatrizagdo do colon sdao relacionadas aos
aspectos técnicos-cirurgicos, entretanto a otimizagdo desses fatores ndo evita as
deiscéncias, pois outras condi¢des influenciam os processos de reparo. SAVASSI-
ROCHA e LOPES (1994) relacionaram varios fatores que prejudicam a cicatrizagdo
de anastomoses e dos tecidos em geral (quadro 2).

Diversos estudos relacionam a desnutricdo a prejuizos na cicatrizagao de

anastomoses intestinais. A deple¢do nutricional esta associada a debilidade da forca
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anastomotica e elevado nimero de deiscéncias pds-operatorias (DALY et al., 1972;
IRVIN; GOLIGHER, 1973; IRVIN; HUNT, 1974b; THORNTON; BARBUL, 1997;
MAKELA et al., 2003).

QUADRO 2 - FATORES QUE INFLUENCIAM A CICATRIZACAO

ANASTOMOTICA
. Hipertensao intra-luminar a jusante . Desnutrigao
o Doenga intestinal . Idade maior que 60anos
. Tensdo na linha de sutura . Sepse
. Radioterapia prévia . Hipotensao transoperatoria
. Presenga de drenos . Obesidade
o Tumores fixos . Hipovitaminoses
. Alta carga fecal . Deficiéncia de zinco
o Ma vascularizagao . Coagulopatia
o Resseccdes extra-peritoneais . Duragdo prolongada da cirurgia
. Infeccao ° Medicacdes
. Trauma . Uremia
o Corpo estranho . Neoplasia

FONTE: SAVASSI-ROCHA, 1994.

2.2. DESNUTRICAO E CICATRIZACAO

2.2.1 Consideragdes gerais

Eventos cirargicos sobre estados nutricionais desfavoraveis constituem
ambiente adverso para a recuperacdo organica. O mecanismo adaptativo da
desnutricao inclui diminuigdo da demanda metabdlica compativel com o nivel mais
baixo de nutrientes disponiveis. Por outro lado, o trauma cirurgico desencadeia
resposta hipercatabolica na tentativa de preservar a cicatrizagdo e as defesas imunes do
organismo.

O conceito da Prioridade Biologica da Cicatrizacdo (MOORE, 1959) sustenta

a evidéncia de que a maioria das feridas cicatriza independentemente de alteragdes
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nutricionais. Entretanto, ao longo do tempo, surgiram estudos que revelaram prejuizos
da desnutricdo, também, sobre os eventos de reparo tecidual. Esse fato motivou o
desenvolvimento de pesquisas que tentassem otimizar a cicatrizagdo mediante
modulacgao dos efeitos deletérios da desnutrigao.

Um dos primeiros estudos relacionando desnutricdo e cicatrizagdo foi
realizado por CLARK em 1919. Esse autor realizou medidas seriadas da dimensao de
feridas na superficie cutdnea de cdes e verificou a influéncia de dois tipos de dieta
(protéica e lipidica) nos mecanismos de reparo. Constatou beneficios da dieta protéica
com encurtamento da fase de laténcia (lag-period). No entanto, HARVEY e HOWES
(1930) evidenciaram que, na verdade, a proteina estimulava a multiplicagdo e
maturacao de fibroblastos com rapido ganho de forca ténsil na fase fibroblastica.

THOMPSON, RAVDIN e FRANK (1938) foram os primeiros a relacionar a
desnutricido com deiscéncia de feridas operatorias. Esses pesquisadores realizaram
laparotomia em caes que receberam dieta hipoprotéica e verificaram que em 72% deles
ocorreu déficit de cicatrizagcdo da parede abdominal.

Em 1958, SISSON, LANG, SERKES e PAREIRA compararam a cicatrizacao
de feridas em diversos estados de déficit nutricional. Os autores evidenciaram que o
grau de desnutricao protéico-caldrica correlacionava-se diretamente com a deficiéncia
de forca da ferida.

Embora os eventos cicatriciais sejam comuns a todas as feridas, a desnutricao
afeta diferentemente os tecidos. HARKNESS, HARKNESS e JAMES (1958) e
CABAK, DICKERSON e¢ WIDDOWSON (1963) demonstraram que o coldgeno da
pele era mais preservado que o colageno visceral durante a desnutricdo. Essa evidéncia
implicou na necessidade da avaliacao individualizada dos prejuizos da desnutri¢do na

cicatrizacao de diferentes 6rgaos.
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2.2.2 Desnutri¢ao na cicatrizacdo de anastomoses colOnicas

Estudos experimentais confirmam que a desnutrigdo afeta a cicatrizacdo do
colon. Embora sua influéncia possa ser discreta, pode explicar parte das complicacdes
advindas das falhas de cicatrizacao nas anastomoses colonicas.

DALY et al. (1972) realizou anastomose em segmento descendente do colon
de 124 ratos, os quais foram divididos em oito grupos de acordo com o tempo de
nutricao pré-operatdria (1, 2, 4 e 6 semanas) e o tipo de dieta fornecida (hipoprotéica e
normal). ApOs a cirurgia os ratos continuaram a receber a mesma dieta até o dia do
sacrificio (7° PO). A perda ponderal entre os ratos desnutridos (dieta hipoprotéica)
variou de 2% a 26%, enquanto o grupo controle ganhou em média 12% de peso. Em
todos os grupos desnutridos houve diminui¢do significativa da pressdao de ruptura
anastomotica comparada aos respectivos controles, enfatizando o prejuizo da
desnutricdo sobre as propriedades mecanicas da anastomose colonica.

IRVIN e HUNT (1974b) determinaram a forca ténsil e a deposicdo de
colageno em 260 ratos submetidos a anastomose colonica. Os animais foram divididos
em grupos controle e desnutrido, sendo este ultimo subdividido de acordo com o
tempo de desnutri¢ao (3, 5 ¢ 7 semanas) ¢ a data do sacrificio (3° ou 7° PO). Apenas
animais desnutridos durante sete semanas e sacrificados no 7° PO tiveram diminui¢ao
significativa (p<0,05) das medidas de for¢a e de colageno da anastomose em relagdo
aos seus controles. As medidas de pressdo de ruptura ndo tiveram correlagdo com as
alteragdes do coldgeno na avaliagdo de graus menores de desnutri¢ao, sugerindo que
essa varidvel mecanica ndo seria um método sensivel nesses casos. Os autores
concluem sugerindo que intervengdes nutricionais na tentativa de reverter o quadro de

desnutricao poderiam melhorar esses resultados.

2.2.3. Terapia nutricional na desnutri¢ao associada a anastomose colonica

Ao mesmo tempo em que a desnutrigdo ganhava importancia nos resultados

adversos de cirurgias com anastomoses de colon, surgiam alternativas para tentar
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compensar os efeitos deletérios dos déficits nutricionais. Muitos estudos comegaram a
pesquisar os efeitos de intervengdes nutricionais como forma de otimizar a
cicatrizacao intestinal e diminuir a morbimortalidade associada.

STEIGER, ALLEN, DALY, VARS e DUDRICK (1971) utilizaram dieta
hipoprotéica para desnutrir 41 ratos durante seis semanas. Os animais foram divididos
em trés grupos conforme o tipo de dieta parenteral administrada durante os primeiros
sete dias pds-operatorios (dextrose 30% + aminodcidos 5%; dextrose 35% e dextrose
5%). As médias de pressdo de ruptura das anastomoses em cada grupo foram 203, 142
e 149 mm Hg respectivamente. Esse trabalho demonstrou que pequenos periodos de
nutricao parenteral pos-operatoria melhoraram a forga ténsil de anastomoses coldnicas
de ratos desnutridos.

IRVIN (1978) examinou os efeitos da nutrigdo perioperatoria sobre a
cicatrizagdo de anastomose colonica em ratos desnutridos. Desnutriu 70 ratos em
diferentes periodos (1, 3, 5, 7 e 8 semanas) com dieta desproteinizada e dez dos ratos
desnutridos por 7 semanas receberam suplemento protéico por 7 dias antes e depois da
operagdo. Os grupos foram comparados com 20 animais eutréficos que receberam
ragdo durante todo estudo (controles). Os testes mecanicos sobre a anastomose
colonica de ratos desnutridos durante 8 semanas € no grupo realimentado nao tiveram
diferencas significativas, porém a tensdo de ruptura nesses grupos foi menor que no
grupo controle (p<0,05). Nao houve diferencas significativas do contetido de colageno
anastomotico entre os grupos desnutrido e realimentado. O autor concluiu que a
realimentagdo nao teve efeito sobre as medidas de forga ténsil e de colageno tecidual
na cicatriza¢ao de anastomoses colonicas.

WARD, DANZI, LEWIN, RENNIE e CLARK (1982) simularam o nivel de
desnutricdo comumente visto em pacientes submetidos a anastomose coloretal (12,5%
peso corporal) e avaliaram a influéncia dessa deple¢do nas propriedades mecanicas de
anastomoses em colon esquerdo de ratos. Dividiram 42 ratos em trés grupos: Grupo A
(18 ratos que receberam ra¢do normal durante todo estudo); Grupo B (12 ratos que
receberam dieta hipoprotéica antes da cirurgia e racdo normal no pds-operatorio) e

Grupo C (12 ratos que receberam dieta hipoprotéica durante todo estudo). Os animais
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foram alimentados com as respectivas dietas durante sete dias antes da operacdo e
sacrificados no 7° PO. Os resultados demonstraram que os grupos A e¢ B tiveram
médias de pressdo de ruptura similares, que foram significativamente maiores que a
média do grupo C (p<0,01 e p<0,005 respectivamente). Os autores concluiram que a
desnutricdo, mesmo em graus menores, afetou as propriedades mecanicas da
anastomose, sendo que o suporte nutricional adequado no pos-operatdrio conseguiu
prevenir seus efeitos adversos. Nesse estudo sugeriram-se duas vias pelas quais a
desnutricdo poderia influenciar a cicatrizagdo colonica: 1) a deplecao protéica poderia
ter efeitos diretos sobre a avaliabilidade de aminoacidos para o processo de reparo; 2)
a desnutricdo poderia prejudicar a imunocompeténcia predispondo a infecgdo, a qual
esta envolvida na fisiopatologia das fistulas anastomoticas.

GONCALVES (2005) avaliou a cicatrizagdo colonica de ratos desnutridos
comparando os efeitos da nutricdo pré-operatoria quanto a deposi¢do de colageno
maduro e forca de ruptura da anastomose. Utilizou 80 ratos Wistar mantidos
individualmente em gaiolas metabolicas e divididos em quatro grupos de acordo com o
tipo de dieta que receberam: grupo controle 1 (ragdo ad libitum durante 21 dias), grupo
desnutrido (metade da quantidade didria de racdo do grupo controle 1 - Pair Feeding -
durante 21 dias), grupo controle 2 (ragdo ad libitum durante 28 dias) e grupo
desnutrido e realimentado (metade da quantidade didria de racdo do grupo controle 2 -
Pair Feeding - durante 21 dias e realimentado com ragao ad libitum durante 7 dias). No
21° dia (controle 1 e desnutrido) ou 28° dia do estudo (controle 2 e desnutrido +
realimentado) os ratos foram anestesiados e submetidos a duas transecgdes coldnicas
(uma a 5 cm da vélvula ileocecal e outra 6 cm distais & primeira). Apos as colotomias,
a reconstrucdo intestinal foi realizada com duas anatomoses término-terminais em
plano Unico de sutura total interrompida com 8 pontos de nylon 6-0 em cada. No
periodo pds-operatdrio os ratos tiveram livre acesso a 4gua e ragao, sendo sacrificados
no 5° PO, quando as duas anastomoses foram ressecadas e submetidas a teste de tragao
e estudo histolégico de densitometria do coldgeno, respectivamente. Os resultados
demonstraram que a for¢a de ruptura total da anastomose foi significativamente mais

baixa no grupo desnutrido comparado ao grupo controle 1 (0,05 + 0,00 vs. 0,10 £
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0,01; p = 0,039) e houve menor area de colageno tipo I na anastomose do grupo
desnutrido que do grupo controle 1(3,83 £+ 0,35 vs. 6,13 £ 0,39; p = 0,0001). Nao
houve diferenga estatistica da for¢a de ruptura entre o grupo desnutrido realimentado e
o grupo desnutrido (0,09 £+ 0,01 vs. 0,05 = 0,00; p = 0,05) e entre o grupo controle 2 e
o grupo desnutrido realimentado (0,10 + 0,01 vs. 0,09 + 0,01; p = 0,56). A deposi¢ao
de coldgeno maduro também foi menor no grupo desnutrido e realimentado que no
controle 2 (4,90 = 0,36 vs. 6,13 + 0,39; p = 0,010). Nao foi observada correlagdo entre
as varidveis de for¢a e a porcentagem de coldgeno entre os grupos. A autora
demonstrou que a desnutricdo em ratos Wistar diminui a for¢ca maxima de tracdo, a
resisténcia a ruptura total de anastomoses colonicas e a area percentual ocupada pelo
coldgeno maduro no 5° dia pos-operatério, evidenciando que esses efeitos sdo

parcialmente revertidos com a utiliza¢ao de nutri¢do pré-operatoéria.

2.3. GLUTAMINA

2.3.1. Consideragdes gerais

A Glutamina (Gln) ¢ um aminoacido envolvido no metabolismo do nitrogénio,
dos carboidratos, dos &cidos nucléicos e dos fosfolipidios. Sua producao e degradagao
sdo mediadas por duas enzimas: Gln-sintetase e Glutaminase, respectivamente
(FIGURA 5).

A GlIn ¢ absorvida no intestino delgado e concentra-se, principalmente, na
musculatura esquelética. Dos 6rgaos que consomem Gln o intestino € o principal,
direcionando sua utilizagdo na producao de energia (FIGURA 6).

Diversos estudos comprovam que o aminoacido € importante substrato
oxidativo em enterdcitos e colonocitos (ARDAWI; NEWSHOLME, 1985; SOUBA et
al., 1985; SOUBA, 1991; WINDMUELLER, 1982). No entanto, essas c¢lulas
apresentam dependéncia importante de fontes exdgenas de GIln para o seu

metabolismo. Isso resulta da relativa auséncia de Gln-sintetase no TGI, associada a
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presenca de Glutaminase com atividade intensa no intestino delgado e intermediaria no

colon (ELIA; LUNN, 1997).

FIGURA 5 - SINTESE E DEGRADACAO DA GLUTAMINA (Gln)
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LEGENDA: alanine = alanina; pyruvate = piruvato; lactate = lactato; TCA-cycle = ciclo
do acido tricarboxilico; aKG = alfacetoglutarato; TA = transaminases; AA = aminoacido;
Glu = glutamato; GSH = glutationa; GABA = gama-aminobutirato; GLN-synthetase
Gln-sintetase; purines = purinas; pyrimidines = pirimidinas; glucosamines =
glicosaminas; Gln = Glutamina; GLU-DH = glutamato desidrogenase; ATP = adenosina
tri-fosfato; ADP = adenosina di-fosfato; urea-cycle = ciclo da uréia; urea = uréia;
expressed in some tissues = expressado em alguns tecidos; expressed in all tissues =
expressado em todos os tecidos.

FONTE: Oehler; Roth, 2004.

A GIn mantém relagdo estreita com os eventos cicatriciais. Participa como
substrato da gliconeogénese fornecendo energia para as células inflamatorias e
estimulando a resposta imune precoce. E essencial na proliferagio linfocitica e
importante precursora da sintese de nucleotideos em fibroblastos e macrofagos
(WILLIAMS; BARBUL, 2003). Além disso, alguns dos seus metabdlitos finais
(hidroxiprolina, gama-aminobutirato e glutationa) fazem parte da estruturacdo da
molécula do colageno (HALL; HELL; McCAULEY, 1996).

Estados de hipercatabolismo e desnutri¢cao levam a deplecao dos depodsitos de
Gln. Nessas condigdes, a produgao de Gln nao alcanga as necessidades da demanda, ha

diminuicao dos niveis plasmaticos do aminoacido e o organismo recupera Gln a partir
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do consumo protéico da musculatura esquelética. Esta caracteristica levou alguns
pesquisadores a classificarem esse aminodcido como condicionalmente essencial

(LACEY; WILMORE, 1990).

FIGURA 6 - SINTESE E CONSUMO DA
GLUTAMINA
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LEGENDA: muscle = musculo; protein break down =
quebra de proteina; lung = pulmio; gut = intestino;

leukocytes = leucécitos; kidney = rim; liver = figado; urea =
uréia; glucose = glicose.
FONTE: Oehler, Roth, 2004.

Entretanto, a relagdo direta entre a concentragao de Gln muscular livre e a taxa
de sintese protéica sugeriu que a manutenc¢ao do conteudo de Gln intracelular poderia
promover conservacao da proteina muscular durante o estresse catabolico. KAPADIA,
COLPOYS, JIANG, JOHNSON, SMITH ¢ WILMORE (1985) demonstraram, entdo, que a
administragao de L-Gln tinha efeitos positivos no balango nitrogenado e no fluxo de
aminodcidos da musculatura esquelética, promovendo retencdo de nitrogénio. Outras
evidéncias também confirmaram os beneficios da suplementagdo de Gln em situagdes
de hipercatabolismo (HAMMARGVIST; WERNERMAN; ALI; DECKEN;
VINNARS, 1989; FURST; POGAN; STEHLE, 1997; SCHLOERB, 2001) e de
desnutricao (SOUBA et al., 1990; FURST, 2001).

Apesar da eficacia da suplementacdo de Gln nas alteragcdes produzidas pelo
hipercatabolismo e pela desnutricdo e da sua influéncia sobre os eventos cicatriciais,

nao ha comprovagao dos seus efeitos sobre os resultados da cicatrizagao (WILLIAMS;
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BARBUL, 2003). FURST (2001), no entanto, considerou que o adequado
fornecimento de Gln como suplemento nutricional seria uma importante medida de

suporte da cicatrizacdo e de redu¢do da morbimortalidade em situacdes adversas.

2.3.2 Utiliza¢ao da Gln como suplemento nutricional

Nao hé consenso na dosagem ou na forma de administragdo de GIln para
obtencao dos seus beneficios. DUGGAN, GANNON e WALKER (2002) revisaram
estudos envolvendo a suplementacao dietética de Gln evidenciando multiplicidade de
doses e vias de administracdo e diversos problemas metodoldgicos que dificultaram a
comparagdo entre os mesmos, estabelecendo a necessidade de mais pesquisas para
sistematizar sua utilizagdo. Alguns estudos experimentais em ratos utilizam Gln em
doses de aproximadamente 1,5 g/Kg/dia e controle isonitrogenado e isocalérico com
Glicina (Gly) (COSTA et al., 2003; JENSEN; NWOKEDI; BAKER, 1992; FAHR;
KORNBLUTH; BLOSSOM; SCHAEFFER; KLIMBERG, 1994).

McCAULEY, PLATELL, HALL e McCULLOCH (1991) avaliaram o efeito
da glutamina na cicatrizacdo de anastomoses colonicas de ratos desnutridos. Os
animais receberam dieta com agar 3,5% durante seis dias que determinou perda
ponderal média de 10%. Apos a desnutricdo foi realizado inser¢do de cateter jugular
para nutricdo parenteral e colotomia seguida de anastomose de colon ascendente em
plano Gnico com pontos separados, término-terminal, com fio de nylon 9.0. Dividiram
os ratos em trés grupos de acordo com o tipo de nutricdo parenteral (NP) recebida
durante 6 dias pos-operatérios: ragdo, NP + Gly e NP + Gln 1,2%. Apos esse periodo
os ratos foram sacrificados, colheu-se sangue da veia cava inferior para dosagem de
nitrogénio, ressecou-se segmento de 3 cm do coélon ascendente que continha a
anastomose em posi¢cdo central para teste de pressdao de ruptura e pesou-se o restante
da mucosa coldnica que foi encaminhada para dosagens do seu contetido protéico. Os
resultados demonstraram: conteido de nitrogé€nio plasmatico semelhante entre os
grupos, peso € concentragao protéica da mucosa coldnica significativamente maior no

grupo que recebeu ragdo e pressao de ruptura sem diferenga significativa entre os
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grupos, sendo que todas anastomoses romperam fora da linha anastomotica. Este
estudo nao evidenciou nenhuma melhora da cicatrizagao do célon de ratos desnutridos
com a utilizacdo de NP enriquecida com Glutamina.

WEIR, ANDERSON, McCAIGUE, HALLIDAY e¢ ROWLANDS (1993)
estudaram o efeito da Gln suplementar na recuperacdo da mucosa colonica de ratos
com colite induzida experimentalmente. Dividiram os animais em quatro grupos: I)
colite e alimentacao suplementada com Gln 5%; II) colite e alimentacdo suplementada
com Gly 5%; III) colite e racdo normal e IV) racdo normal. No sacrificio dos animais o
colon foi ressecado e encaminhado para estudo histoldégico. O grupo que foi
suplementado com GlIn teve o melhor padrao morfologico entre os grupos com colite,
sugerindo melhor desempenho dos mecanismos de reparo.

MANDIR e GOODLAD (1999) estudaram os efeitos da glutamina na
proliferacao de células intestinais de ratos. Utilizaram seis grupos de animais divididos
conforme a dieta administrada: 1) NP padrao; 2) NP + alanina 2%; 3) NP + GIn 0,5 %;
4) NP + GlIn 1,5%; 5) NP + GIn 2% e 6) ragao VO. Os animais foram sacrificados no
6° dia apo6s o inicio do estudo e amostras de colon foram excisadas, pesadas e
encaminhadas para andlise histolégica. O peso das amostras de colon foi
significativamente maior no grupo de animais que recebeu dieta oral (p<0,001). Houve
maior atividade mitdtica em todos segmentos do colon nos grupos que receberam Gln,
nao havendo relacdo entre Gln e sua dose utilizada e os diferentes segmentos
avaliados. Este estudo demonstrou efeitos modestos da Gln na proliferacao celular do
colon.

PAULO (2002) avaliou os efeitos da suplementacdo oral de L-GIn nas
alteracdes troficas do codlon induzidas pela colostomia. Dividiu 26 ratos em trés grupos
(controle, colostomia e colostomia + L-GlIn) e observou que no grupo colostomizado
houve diminui¢do significativa do volume da camada mucosa e da altura das criptas
intestinais comparado ao grupo controle, enquanto que a L-Gln utilizada na dose de
1g/Kg/dia durante quatro semanas foi eficaz em prevenir essas alteragdes epiteliais.

EL-MALT, CEELEN, BOTERBERG, CLAEYS, HEMPTINNE, NEVE e

PATTYN (2003) testaram os efeitos da suplementacdo de glutamina na cicatrizagao de
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anastomoses colonicas de ratos submetidos a radioterapia pré-operatoria (RTX) e
NPT. O colon dos animais irradiados com 25 cGy foi anastomosado com o ceco 5 dias
apds a RTX. Os ratos foram divididos em trés grupos conforme o tipo de nutrigdo pos-
operatoria: via oral, NP e NP enriquecida com glutamina 2%. Os resultados
demonstraram: ganho significativo de peso no grupo alimentado VO (p<0,01); menor
pressao e tensdo de ruptura da anastomose no grupo que recebeu NP (p<0,01), sendo
que essas variaveis ndo alcancaram diferenca significativa entre os outros dois grupos.
Esse estudo concluiu que a suplementacdo de Gln foi eficaz em neutralizar os efeitos
negativos da NP e da irradiagdo na cicatrizagdo de anastomoses colonicas.

COSTA et al. (2003) avaliaram a influéncia da Gln oral na cicatrizagdo de
anastomoses colOnicas em ratos. Distribuiram individualmente 48 ratos Wistar
nutridos em gaiolas metabolicas com livre acesso a ra¢do e agua. Os animais foram
divididos em dois grupos de acordo com o tipo de nutrigdo perioperatoria: L-gln 10%
(grupo Gln) ou Gly 10% (grupo Gly) em solugdes isonitrogenadas e isovolumétricas
de 1,5g/Kg/dia fornecidas durante sete dias pré-operatorios até 2 a 7 dias poOs-
operatdrios conforme os subgrupos sacrificados no 3° PO (GIln 3 e Gly 3) ou 8° PO
(GIn 8 e Gly 8) respectivamente. Realizaram duas colotomias (a 6 cm distais da
valvula ileocecal e 5 cm distais da primeira) que foram reconstruidas com anastomoses
término-terminais em plano Unico total com 8 pontos interrompidos de fio
monofilamentar de nylon 6.0. Os autores analisaram o indice de aderéncias intra-
abdominais, as alteragdes de peso e de consumo nutricional dos animais, a forga ténsil
da anastomose proximal e as alteracdes histologicas da anastomose distal (processo
inflamatorio e deposicdo de colageno). Nao houve diferencas significativas na
quantidade de ra¢do consumida, na varia¢ao de peso dos ratos nos diferentes periodos
do estudo (pré e pds-operatorio), na mortalidade e no indice de aderéncias entre os
grupos. A forca ténsil anastomdtica foi analisada mediante as forgas ténsil maxima
(MTS) e de ruptura total (TRS), sendo que a Unica diferenga significativa favoreceu o
grupo GlIn que apresentou os maiores valores de TRS que o grupo Gly (P = 0,04). Na
avaliagdo de parametros histologicos inflamatérios foi identificada diferenca

significativa, apenas na quantificagdo de monocitos que foi mais alta no grupo Gly (p
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= 0,04). A densitometria de coldgeno revelou maior percentual de area ocupada pelo
coldgeno maduro (tipo I) nos subgrupos suplementados com Gln, enquanto que o
colageno imaturo (tipo IIT) predominou em ratos suplementados com Gly. Este estudo
concluiu que a suplementagdo peri-operatéria de Gln beneficiou a cicatrizacdo de
anastomoses colonicas de ratos ao aumentar sua resisténcia a ruptura total e a area
percentual ocupada pelo coldgeno maduro.

CIHAN, ORGUZ, ANCUN, UCAN, ARMUTCU, GUREL e ULUKENT
(2004) testaram diferentes dietas na cicatrizacdo de anastomoses colonicas de
camundongos em estado nutricional normal. Os autores distribuiram 50 animais Balb-
C em cinco grupos diferentes de acordo com a dieta enteral fornecida durante sete dias
poOs-operatdrios: ragao normal, Ensure®, Alitrag®, Impact® e Benefiber® Resource®.
Utilizaram a determinacdo da pressdo de ruptura da anastomose e o nivel de
hidroxiprolina para avaliacdo da cicatrizacdo intestinal, sem identificagdo de
diferencas significativas entre os cinco grupos, ndo demonstrando vantagens na
cicatrizacdo anastomotica coldnica de animais nutridos que receberam dieta que
continha suplemento de Gln.

Até o momento, nenhum estudo verificou o resultado da interacdo entre os
efeitos positivos da nutri¢ao oral perioperatoria com Gln e os prejuizos da desnutrigao

na cicatriza¢ao de anastomoses colonicas em ratos.
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3 MATERIAL E METODO
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3. MATERIAL E METODO

Esse estudo faz parte da linha de pesquisa em cicatrizacdo de 6rgdos e tecidos
do Programa de poés-graduacdo da UFPR. Realizado de acordo com as normas de
pesquisa animal dispostas na legislagdo nacional, obedeceu aos Principios Eticos na
Experimentagdo Animal postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA) e foi previamente aprovado no comité de ética em pesquisa animal
da UFPR.

As descri¢des anatomicas deste trabalho basearam-se na Nomina Anatomica
Veterinaria (1975) e sua normatizagdo seguiu as recomenda¢des do Sistema de
Bibliotecas (SIBI) da Universidade Federal do Parand (UFPR) estabelecidas nas

Normas para Apresentagao de Documentos Cientificos (2001).

3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Foram utilizados 46 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos, com
peso médio de 242,8 £ 21,95 g, oriundos do biotério de criacao da UFPR, Curitiba/PR.

3.1.2 Racgao

Os ratos receberam racio peletizada Nuvilab-CR1* (Nuvital-Curitiba/PR) com

composic¢do basica demonstrada no QUADRO 3.
3.1.3 Aminodcidos
Os aminodcidos utilizados foram a L-Glutamina (L-GLN) e a Glicina (GLY)

(Ajinomoto Interamericana Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo-SP) na forma

cristalizada.
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QUADRO 3 - COMPOSICAO DA RACAO UTILIZADA PARA ALIMENTAR
OS ANIMAIS
COMPOSICAO BASICA DO PRODUTO

CARBONATO DE CALCIO, FARELO DE MILHO, FARELO DE SOJA, FARELO DE TRIGO,
FOSFATO BICALCICO, CLORETO DE SODIO, PREMIX MINERAL VITAMINICO,
AMINOACIDOS (DL-METIONINA E LISINA)

UMIDADE 12,5 %
PROTEINA BRUTA 22 %
CALCIO 1,4 %
FOSFORO 0,8 %
EXTRATO ETEREO 4%
MATERIAL MINERAL 10 %
MATERIA FIBROSA 8 %

VITAMINAS:

A, D, E, K, Bl, B2, B6, B12, NIACINA, ACIDO PANTOTENICO, ACIDO FOLICO, BIOTINA e
COLINA

MICROELEMENTOS:
FERRO, ZINCO, COBRE, IODO, MANGANES, SELENIO ¢ COBALTO

3.2 METODO

3.2.1 Consideragdes ambientais

O experimento foi realizado no Laboratorio de Cirurgia Experimental do
Programa de P6s-Graduacao em Clinica Cirurgica da UFPR. As condi¢cdes ambientais
foram controladas eletronicamente (Cronomat ®, Mallory do Brasil, Sdo Paulo-SP),
sendo mantido temperatura de 22 = 1 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas. As gaiolas
foram acomodadas sobre estantes horizontais em grupos de 12 como mostra a
FIGURA 7.

Os animais foram identificados e mantidos, individualmente, em gaiolas
metabolicas de aco inoxidavel (FIGURA 8). Durante periodo de aclimagao de trés dias
antes do inicio do experimento (BOELENS, 2003) os ratos receberam agua potavel e

racdo ad libitum.



FIGURA 7 - ESTANTES HORIZONTAIS COM GAIOLAS

FIGURA 8- GAIOLA METABOLICA
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3.2.2 Grupos

Apbs o periodo de aclimacdo os animais foram pesados e divididos de forma
randomizada em trés grupos de acordo com o tipo de dieta que receberam durante o
experimento: grupo controle de desnutricdo (CTL) com 14 ratos e grupos Glutamina

(GLN) e Glicina (GLY) com 16 ratos cada.

3.2.3 Desenho do estudo

O método de desnutrigdo dos animais (Pair Feeding) envolveu o grupo CTL
que recebeu agua e ragdo ad libitum apds o periodo de aclimagdo, com controle diario
do seu consumo de ragdo. Para os ratos dos dois grupos em estudo (GLN e GLY) foi
fornecida a metade da média do consumo diario de racao do grupo CTL durante os 21
dias da fase de desnutricdo, com o fornecimento de agua mantido sem restrigdes
durante esse periodo. Apods a fase de desnutrigdo, o grupo controle foi descartado, e
iniciou-se a fase de suplementacao, subdividida em fases pré e pds-operatorias, com
nutricdo normal dos grupos GLN e GLY (dgua e racdo ad libitum) associada a
administragdo diaria de aminoacidos via gavagem: L-Gln 10% na dose de 1,5 g/Kg/dia
(GLN) ou Gly em dose isonitrogenada e isovolumétrica, respectivamente (GLY). Os
ratos foram operados apos seis dias de suplementagdo pré-operatéria com
aminodcidos, sendo mantido a mesma dieta durante a fase pds-operatoria. O sacrificio
dos animais foi realizado no quinto dia pos-operatorio (FIGURA 9).

Adotou-se terminologia padronizada para designar os diferentes periodos do
estudo e facilitar a interpretagio dos resultados: Fases de Desnutri¢do (D) pré (PRE-
OP) ¢ pos-operatorio (POS-OP); dia final da desnutricio (21D), dia final da

suplementacao pré-operatoria (6S), dia da operagdo (CX) e dia do sacrificio (S).



FIGURA 9 - DESENHO DO ESTUDO
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ACLIMACAO DESNUTRICAO SUPLEMENTACAO
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LEGENDA: CTL = grupo controle; GLN = grupo Glutamina; GLY = grupo Glicina; 21D = dia final

da desnutri¢do; CX = dia da cirurgia; S = dia do sacrificio

3.2.4 Diluicao dos aminoacidos

Tanto a L-GIn quanto a Gly foram diluidas diariamente em agua destilada em

dose calculada para cada rato, de modo a fornecer 1,5g/Kg/dia, administrada

imediatamente apos o preparo.

3.2.5 Gavagem

A suplementagdao com L-GIn e Gly foi realizada através sondagem do cavum

gaster (cavidade gastrica) dos animais sem sedagdo. A sonda metéalica, com dimensdes

de 11,5 cm de comprimento e 1,4 mm de didmetro, foi confeccionada especificamente

para o procedimento (FIGURA 10). A solucdo de aminoacidos foi injetada com

seringa pela sonda metalica em dose tnica € no mesmo horério por seis dias antes e

quatro dias apds a cirurgia sem ultrapassar os limites seguros de volume (LAMBERT,

1965).



36

FIGURA 10 - PROCEDIMENTO DE GAVAGEM

NOTA: canula metalica com marcagdo da transi¢do toéraco-abdominal no rato (em vermelho) limite
da insercdo da canula e procedimento de gavagem.

3.2.6 Controle de peso e ingesta

O controle de peso dos animais foi realizado no inicio do experimento (apos a
aclimacao), semanalmente na fase de desnutri¢do e diariamente nas fases pré e pos-
operatorias. Utilizou-se balanga eletrénica (AM 5500° Marte, Sdo Paulo, SP) para a
afericdo e a unidade utilizada foi o grama (g). As medidas serviram para avaliagdo
nutricional ¢ orientacdo da dose de aminoacido administrada. Da mesma forma, a
racdo foi pesada todos os dias, tanto para o célculo da restricao dietética na fase de
desnutricdo, como para controle da ingesta de racdo durante as fases pré e poOs-
operatdrias. No calculo da quantidade de ragdo ingerida observou-se a diferenca diaria
entre o peso de racdo ofertada no dia anterior e o peso de ragdao restante no dia

seguinte.
3.2.7 Morbimortalidade

Durante o estudo, todos os eventos de morbimortalidade foram documentados
e todos os ratos que morreram antes do término da pesquisa foram submetidos a
laparo-toracotomia em busca da causa mortis. Esses animais foram excluidos sem
participacdo na analise estatistica dos parametros morfologicos e tensiométricos,

porém os resultados foram computados e analisados comparativamente.
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3.2.8 Anestesia

O procedimento anestésico foi realizado com isoflurane (Isothane® Baxter,
Guayama, Porto Rico) através de sistema de vaporizagdo calibrada. Com o rato
contido, induziu-se a anestesia infundindo mistura de isoflurane e oxigénio a 2% até
atingir plano anestésico. Os gases chegaram ao rato através do duto de saida do
vaporizador, o qual foi adaptado a boca e narinas do animal com madscara
emborrachada. No momento da perda de reflexos, o fluxo dos gases era reduzido e
mantido em concentracao de 1,2%, sendo as alteragdes no plano anestésico manejadas

com adequacao da calibragdo do vaporizador.

3.2.9 Ato cirurgico

A equipe cirtrgica foi composta de um Unico cirurgido (autor) e um auxiliar
que deu suporte para as reavaliacdes e ajustes anestésicos. O animal anestesiado foi
fixado a mesa cirargica em decubito dorsal, com elasticos de latex, colocando os
quatro membros em extensao para expor o campo operatorio. Em seguida, realizou-se
antissepsia e tricotomia da regio abdominis media (regido abdominal média). Uma
laparotomia mediana de cerca de 4 cm de comprimento dava acesso ao cavum
abdominis (cavidade abdominal) como mostra a FIGURA 11.

Apo6s realizacdo do inventario da cavidade foi realizado duas seccdes
completas do colon com preservagdo dos rami colici (vasos colicos), a primeira na
flexura coli dextra (flexura cdlica menor) 5 cm distais ao ostium ileale (valvula ileo-
cecal) e a segunda 3 cm acima da reflexdo peritoneal do reto, no colon descendens
(c6lon distal).

A reconstru¢ao colonica foi realizada com anastomose término-terminal
suturada em plano unico total com 8 pontos interrompidos de fio monofilamentar de

nylon 6.0 (mononylon® 6.0, Ethicon, Sdo José dos Campos, SP) (FIGURA 12).
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FIGURA 11 - PROCEDIMENTO CIRURGICO

NOTA: rato anestesiado fixado & mesa cirurgica com
laparotomia mediana, instrumental cirurgico e anestésico
evidenciados.

Durante todo o procedimento cirurgico as algas intestinais foram irrigadas,
intermitentemente, com soro fisiologico a 0,9% removendo detritos e sangue da
cavidade e hidratando as alcas.

A sintese cirurgica da parede abdominal foi realizada com fio de nylon 4-0
(Shalon, Sao Luis de Montes Belo, GO) em dois planos de sutura continua (musculo-

aponeurotico e cutaneo).

3.2.10 Poés-operatorio

O fluxo de isoflurane foi suspenso logo apds a sintese da parede abdominal, e
o rato passou a inalar oxigénio a 100% até o despertar. A recuperacdo anestésica
completa ocorreu dentro de sua propria gaiola, em ar ambiente. O fornecimento de
racao foi normalizado no primeiro dia pds-operatorio e passou-se, entdo, a monitorizar

as evacuagoes dos animais para descartar obstrugao intestinal.
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FIGURA 12 - ANASTOMOSES COLONICAS NO DIA DA CIRURGIA
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NOTA: anastomose proximal (seta fina) e distal (seta grossa)

3.2.11 Sacrificio

No quinto PO os animais foram sacrificados com dose letal de éter etilico em
sistema fechado de campanula de vidro. Imediatamente apés constatagdo do obito,
cada rato foi submetido a laparotomia mediana com inspecao cuidadosa da cavidade e
classificacdo das aderéncias intra-abdominais segundo método estabelecido por

KNIGTHLY, AGOSTINO e CLIFFTON em 1962 (QUADRO 4).

QUADRO 4 - CLASSIFICACAO DE ADERENCIAS

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 et al., 1962
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ApoOs a lise das aderéncias, as duas anastomoses (FIGURA 13) foram
ressecadas sendo a proximal (corpo de prova), centralizada em segmento de 6¢cm de
comprimento, mantida em recipiente como soro fisioldgico 0,9% para teste de tragao.
A distal foi seccionada longitudinalmente na borda anti-mesentérica, estendida sobre
pedago de papel filtro e armazenada em frasco com formol a 10% para estudo

anatomopatologico (FIGURA 14).

3.2.12 Teste de tracao

A andlise mecanica dos corpos de prova foi realizada mediante teste de tragcdo
da anastomose comandado automaticamente por equipamento mecanico-eletronico
universal de ensaio de tracio EMIC®, modelo DL500MF (EMIC, Sio José dos
Pinhais, PR). Para avaliagdao da forga ténsil o corpo de prova (CP) de cada animal foi
fixado, manual e individualmente, em presilhas de pressdo ajustaveis do equipamento
de tracdo, de forma a conter a anastomose em sua por¢ao média eqiiidistante de suas
extremidades (FIGURA 15). A tragdo desenvolveu-se com velocidade constante de 50
mm/minuto utilizando carga de 10 Kg e o equipamento permitiu sensibilidade de 50g
com limite de for¢a de 4500 Kgf até o colapso de 100% da anastomose do CP com
margem de erro de 0,5% até sua ruptura total.

Todos os corpos de prova foram submetidos ao teste em intervalo de tempo de
até duas horas apds sua resseccdo e a aquisi¢ao dos resultados ocorreu através do
software TESC, versao 2.0, acoplado ao sistema que permitiu calculo da forca maxima
e da for¢a de ruptura da anastomose de cada CP, bem como a anélise grafica do
evento. A For¢ca maxima de tragdo (FMT) foi definida como a for¢a maxima suportada
pela anastomose imediatamente antes do inicio da ruptura e a Forca de ruptura total
(FRT) foi considerada a forca requerida para romper completamente a anastomose,

sendo as unidades desses parametros o quilograma-forca (VAN WINKLE, 1969).



FIGURA 13 - ANASTOMOSES COLONICAS
NO DIA DO SACRIFICIO

NOTA: na extremidade dos marcadores verdes encontram-se as
anastomoses proximal (marcador inferior) e distal (marcador
superior)

FIGURA 14 - PECA HISTOLOGICA E CORPO DE
PROVA

NOTA: segmento distal do colon seccionado longitudinalmente
apoiado sobre papel filtro branco expondo a superficie interna da
anastomose distal (peca histologica) e segmento proximal do célon
com anastomose em seu ponto médio (corpo de prova, adjacente e
superior a fita métrica)

41



42

FIGURA 15: TENSIOMETRO (EMIC DL500MF

1 h Ll!al

NOTA: Tensiometro acoplado a sistema computadorizado de
interpretagdo de dados, demonstrando no detalhe corpo de prova
fixado (anastomose central) antes da execugdo do teste

3.2.13 Avaliagdo histolédgica

Nas pecas armazenadas para avaliagdo histologica foi realizado duas secc¢oes
perpendiculares ao maior eixo da linha de sutura e ap6s os processos de desidratagdo e
diafanizagdo as pecas foram emblocadas paralelamente em parafina. Assim, um Unico

corte do micrétomo (4 um de espessura) retirou trés amostras da mesma anastomose.



43

Foram produzidas trés laminas por segmento de célon analisado, corando-se
cada uma com trés corantes diferentes; hematoxilina-eosina (HE), Tricromio de
Masson e Picrosirius-red F3BA (PSR).

Analisou-se os cortes histoldgicos corados por HE através de microscopio
optico marca Olympus® modelo BX-51, com oculares de 22mm de didmetro. O
objetivo foi quantificar a maturagdo do processo inflamatorio através da contagem de
polimorfonucleares (SOUSA; SOARES; APRILLI, 1991; VIZZOTTO, 2001; COSTA,
2003; GRECA, 2004; GONCALVES, 2005) presentes na interface anastomotica de
cada lamina em uma 4area equivalente a um quarto de campo de 400x como

demonstrado na FIGURA 16.

FIGURA 16 - FOTOMICROGRAFIA DA ANASTOMOSE

NOTA: marcador amarelo circulando campo histologico da interface
anastomotica

A coloracdo de tricromio delimitou as camadas da parede intestinal,
oferecendo precisao na escolha dos campos para analise de colageno.

As laminas coradas com PSR serviram para determina¢do computadorizada da
densitometria do coldgeno, mediante microscopia de polarizacdo. As avaliagdes na
regido da anastomose foram realizadas a partir de dados obtidos da média de coldgeno

de quatro diferentes regides padronizadas da parede colonica de cada rato. Quatro
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campos microscopicos de 200 vezes representativos da area anastomotica, foram
capturados utilizando-se microscopio Olympus® BX-51, com polarizador de luz,
seguindo padronizagdo (FIGURA 17):

- um campo de 200x na altura da submucosa (medida 1);

- um campo de 200x na altura da camada muscular (medida 2);

- um campo de 200x na altura da serosa/subserosa (medida 3);

- um campo de 200x no centro da area da anastomose (medida 4).

FIGURA 17 — FOTOMICROGRAFIA DA ANASTOMOSE
COLONICA CORADA COM PSR

NOTA: marcadores amarelos circulando campos histologicos
sistematizados como medidas 1 (submucosa), 2 (muscular), 3 (serosa) ¢ 4
(interface anastomotica)

Conectado a uma cdmera digital Sony® CCD 101 (Sony, Tokyo, Japan), as
imagens foram transmitidas do microscopio para um monitor colorido Trinitron
Sony®, sendo congeladas e digitalizadas através de placas Oculus TCX. A seguir, foi
realizada a analise das mesmas através do aplicativo Image Pro-plus versdo 4.5.1.23
para Windows 98/NT/ME/200/XP Professional (Copyright 1993-2002 Media

Cybernetics inc.) em computador Pentium® III 733 MHz. A calibragem do sistema foi
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baseada na densidade dtica dos pontos de resolugdo (pixels) que formam a imagem.
Todas as laminas foram avaliadas sob as mesmas condigdes de regulagem, dentro dos
parametros exigidos pelo referido aplicativo.

No sistema RGB (Red, Green, Blue) as fibras colagenas mais espessas ¢
fortemente birefringentes apresentam-se coradas em vermelho-alaranjado (colageno
tipo I - maduro), e as fibras mais finas, dispersas, fracamente birrefringentes, coram-se

de tons verdes (coladgeno tipo III - imaturo) (FIGURAS 18 e 19).

FIGURA 18 - FOTOMICROGRAFIA DE REGIAO ANASTOMOTICA
CORADA COM PSR

L »

FIGURA 19 - CAPTACAO DE IMAGEM HISTOLOGICA NO
SISTEMA RGB
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NOTA: imagen da FIGURA 18 digitalizada pelo software Image Pro-plus, demonstrando
areas coradas de verde (Colageno III) e de vermelho (Colageno I)
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Através desse sistema foi possivel a quantificacdo da area ocupada por cada tipo
de coldgeno em cada campo pré-determinado de corte histologico (JUNQUEIRA,
CORSSEMELLI ¢ BRENTANI, 1978), bem como o calculo do indice de maturagao
do Colageno - IMaC (LEMOS, 2002).

3.2.14. Analise estatistica

Procedeu-se ao tratamento estatistico conforme a natureza dos dados dos grupos
GLN, GLY e CTL, sendo padronizada a medida do erro padrao (EP) e adotando-se
nivel de significancia p<0,05.

Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparacao dos graus de aderéncia
intra-abdominal aferida pelo indice de Knigthly entre os grupos GLN ¢ GLY. Para a
analise estatistica da comparacao das freqiiéncias das variaveis complicagdes e Obitos
entre os grupos GLN e GLY utilizou-se a Probabilidade Exata de Fisher.

Para as varidveis quantitativas observou-se o pré-requisito da distribuicdao
normal (Gaussiana) para a escolha do teste estatistico. Na analise paramétrica foi
utilizado o teste t de Student para a avaliagdo das diferencas das médias das varidveis:
ingesta alimentar média - fases pré e pds-operatorio, entre e dentro dos grupos GLN e
GLY:; pesos - dia inicial, 21° dia de desnutri¢do e 5° dia pds-operatorio entre os grupos
GLN e GLY; pesos - dia inicial e 21° dia de desnutri¢cdo entre os grupos GLN e CTL, e
os grupos GLY e CTL; pesos — dia inicial e 21° dia de desnutri¢do, inicial e 5° dia pds-
operatorio, e, 21° dia de desnutricdo e 5° dia pos-operatdrio dentro do grupo GLN;
pesos - entre os dias inicial, 21° dia de desnutri¢ao, pré-operatério, dia da cirurgia e 5°
dia pos-operatorio dentro do grupo GLY; pesos - dia inicial e 21° dia de desnutrigao
dentro do grupo CTL; IMaC dos coldgenos e numero de polimorfonucleares entre os
grupos GLN e GLY.

Na analise nao-paramétrica foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para as
variaveis: ingesta alimentar média — na fase de desnutricdo entre todos os grupos;
pesos — pré-operatorio e dia da cirurgia entre os grupos GLN e GLY; pesos — dia final

da desnutricao e pré-operatorio, e, dia da cirurgia e 5° dia pos-operatério, dentro do
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grupo GLN; forca méaxima de tensdo, forca de ruptura total e coldgeno maduro e

imaturo dentro dos grupos GLN e GLY.



4 RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 MORTALIDADE

Dos 46 ratos do inicio da pesquisa, seis foram a dbito antes que completassem
todas as fases do estudo, sendo excluidos das andlises mecénica e histologica. A taxa
de mortalidade total foi de 13,04% e a maior parte dos 6bitos ocorreu no grupo GLY
(83,33%), nao sendo estabelecido diferenca significativa de mortalidade entre os dois
grupos em estudo durante as fases pré e pos-operatorias (TABELA 1). Comparando-se
a taxa de mortalidade de acordo com as fases do estudo, foi no periodo pos-operatorio
que ocorreu a maioria (50%) das mortes. Excluindo-se os 6bitos ocorridos durante a
desnutricdo (um do grupo GLN no 17° dia e um do grupo GLY no 14° dia), os outros
(66,66 %) foram relacionados a complica¢des advindas do procedimento de gavagem
(um rato do grupo GLY morreu no terceiro dia da fase de suplementacdo e trés do

mesmo grupo morreram no 1° PO).

TABELA 1 - ANALISE ESTATISTICA DA COMPARACAO DAS
FREQUENCIAS DE OBITOS INTER-GRUPOS GLN E GLY APOS

A FASE DE DESNUTRICAO
OBITOS
GRUPOS TOTAL p
Sim Niao
GLN 0 15 15
0,05

GLY 4 11 15

TOTAL 4 26 30

LEGENDA: p = nivel de significancia estatistica; GLN = grupo suplementado com Gln; GLY=
grupo suplementado com Gly.

4.2 MORBIDADE

Nenhum dos ratos evoluiu com deiscéncia anastomdtica ou obstrucao
intestinal apo6s a cirurgia, sendo que todos os animais apresentaram evacuacdes

normais até o 2° PO. A morbidade entre os animais que terminaram o estudo foi de
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11,53% (TABELA 2), afetando somente os ratos do grupo GLN e tiveram carater
infeccioso na sua totalidade (um abscesso pleural: GLN 14 e dois abscessos

abdominais ndo relacionados a anastomose: GLN 4 ¢ GLN 8).

TABELA 2 — COMPARACAO DAS FREQUENCIAS DE COMPLICACOES
INTER-GRUPOS GLN E GLY APOS A FASE DE

DESNUTRICAO
COMPLICACOES
GRUPOS TOTAL p
Sim Nao
GLN 3 12 15
0,17
GLY 0 11 11
TOTAL 3 23 26

LEGENDA: p = nivel de significancia estatistica; GLN = grupo suplementado com Gln; GLY =
grupo suplementado com Gly.

4.3 PESO

As médias de pesos dos animais variou conforme o grupo e a fase do estudo e

foram representadas no GRAFICO 1.
4.3.1. Grupo CTL

O grupo CTL obteve ganho ponderal médio de 22,2 % durante a fase de
desnutricdo, sendo que durante esse periodo o aumento atingiu diferenga significativa
(GRAFICO 2).
4.3.2 Grupo GLY

O grupo GLY teve perda de peso de 15,33% durante a fase de desnutri¢ao e

ganho ponderal de 27,96% e 7,75% durante as fases pré e pds-operatorias

respectivamente. Nos periodos compreendidos entre o final da desnutrigdo e o término
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do experimento e entre o inicio € o fim do estudo houve ganho de peso de 21,35% e

2,74% respectivamente (TABELA 3).

GRAFICO 1 — MEDIAS DE PESOS DOS GRUPOS CTL, GLN E GLY

350 A
300 { }
250 4 %

200 o

—*-CTL

~*~GLN
PESO(2) ~GLY

100~

50 A

LEGENDA: CTL = grupo controle; GLN = grupo Glutamina; GLY = grupo Glicina; D21 = dia final
da desnutri¢ao; CX = dia da cirurgia; S = dia do sacrificio; g = grama

GAFICO 2 — DIFERENCAS DAS MEDIAS DE PESOS INTRA-GRUPO CTL NA

FASE DE DESNUTRICAO
350 305,3
300 249,82

250

200
150

100
50

MEDIA (g) p=0,0001

m CTL (n=14)

0,

INICIAL 21D
DIA
LEGENDA: CTL = grupo controle; n = tamanho da amostra; p = nivel de significancia estatistica;

INICIAL = dia inicial da fase de desnutrigdo; 21D = dia final da fase de desnutrigdo; g = grama.
NOTA: Erro padrao: EP(Inicial) =+ 7,44 ¢ EP(D21) =% 7,87
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TABELA 3- DIFERENCAS DAS MEDIAS DE PESOS NO GRUPO GLY
ENTRE OS DIAS INICIAL, 21D, 6S, CX E FINAL

GLY (n=11)
DIA P
M =+ EP
INICIAL 238,85 +5,54
0,0001
21D 202,22 +5.,93
21D 202,22 +5.,93
0,0001
6S 258,77 + 5,90
CX 227,74 £5,71
0,03
FINAL 245,40 + 5,25
INICIAL 238,85 +5,54
0,40
FINAL 245,40 + 5,25
21D 202,22 +5,93
0,0001
FINAL 245,40 + 5,25
6S 258,77 £ 5,90
0,00002
1° PO 212,40 + 3,98

LEGENDA: GLY = grupo suplementado com Gly; n = tamanho da amostra; M = média; EP = erro
padrio; p = nivel de significancia estatistica; INICIAL = dia inicial da fase de desnutri¢do; 21D = dia
final da fase de desnutri¢do; 6S = dia final da fase pré-operatoria; CX = dia da cirurgia; FINAL = dia
final do estudo; 1° PO = primeiro dia pds-operatdrio.

4.3.3 Grupo GLN

No grupo GLN (TABELA 4) observou-se perda de peso de 14,32% durante a
fase de desnutricdo e ganho ponderal de 24,03% e 7,19% durante as fases pré e pOs-
operatorias, respectivamente. Nos periodos compreendidos entre o final da desnutri¢ao
e o término do experimento e entre o inicio € o fim do estudo houve ganho de peso de

18,43% e 1,46% respectivamente.

4.3.4 Grupo CTL versus grupos GLN e GLY

As médias de pesos dos ratos dos grupos GLY e GLN foram individualmente

comparados aos animais do grupo CTL no inicio e no final da fase de desnutri¢ao
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(TABELA 5). A redugdo ponderal média em relacao a média de peso esperado (grupo
CTL) para cada grupo em estudo alcancou 32,59% no grupo GLN e 33,76% no grupo

GLY.

TABELA 4 — DIFERENCAS DAS MEDIAS DE PESOS INTRA-GRUPO GLN

NOS DIVERSOS PERIODOS DO ESTUDO

GLN (n =15)
DIA p
M + EP
INICIAL 240,20 + 5,28
0,0001
21D 205,79 + 4,83
21D 205,79 + 4,83
0,0001
6S 255,26 + 5,65
CX 227,37 + 4,76
0,06
FINAL 243,73 + 6,08
INICIAL 240,20 + 5,28
0,66
FINAL 243,73 + 6,08
21D 205,79 + 4,83
0,0001
FINAL 243,73 + 6,08
6S 255,26 + 5,65
0,00004
1° PO 212,56 + 4,46

LEGENDA: GLN = grupo suplementado com Gln; n = tamanho da amostra; M = média; EP = erro
padrado; p = nivel de significancia estatistica; INICIAL = dia inicial da fase de desnutri¢do; 21D =
dia final da fase de desnutrigdo; 6S = dia final da fase pré-operatoria; CX = dia da cirurgia; FINAL
= dia final do estudo; 1° PO = primeiro dia pds-operatorio.

4.3.5 Grupo GLN versus grupo GLY

Os grupos GLN e GLY foram comparados em cortes transversais de momentos

criticos de alteragao ponderal (TABELA 6). Esses dados confirmam a semelhante

variacdo de pesos mostradas no grafico 1.
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TABELA 5 — DIFERENCAS DAS MEDIAS DE PESOS ENTRE OS GRUPOS
GLN E CTL E GLY E CTL NA FASE DE DESNUTRICAO

INICIAL 21D
GRUPOS p p
M + EP M + EP
GLN
240,20 £ 5,28 205,79 £4,83
(n=15)
0,30 <0,0001
CTL
249,82 £ 7,44 305,30 £ 7,87
(n=14)
GLY
238,85+ 5,54 202,22 £5,93
(n=11)
0,27 <0,0001
CTL
249,82 £ 7,44 305,30 £ 7,87
(n=14)

LEGENDA: GLN = grupo suplementado com GIln; CTL = grupo controle; GLY = grupo
suplementado com Gly; n = tamanho da amostra; M = média; EP = erro padriao; p = nivel de
significancia estatistica; INICIAL = dia inicial da fase de desnutricdo; 21D = dia final da fase de
desnutrigao.

TABELA 6 — DIFERENCAS DAS MEDIAS DE PESOS ENTRE OS GRUPOS
GLN E GLY NOS DIAS INICIAL, 21D, 6S, CX E FINAL

A GLN (n=15) GLY (n=11) )
M =+ EP M =+ EP

INICIAL 240,20 + 5,28 238,85 +5,54 0,86
21D 205,79 + 4,83 202,22 +5,93 0,64
6S 255,26 + 5,65 258,77 + 5,90 0,79
1° PO 212,56 + 4,46 212,40 + 3,98 0,94
CX 227,37 £4,76 227,74 +£5,71 0,74
FINAL 243,73 + 6,08 245,40 + 5,25 0,84

LEGENDA: GLN = grupo suplementado com Gln; GLY = grupo suplementado com Gly; n =
tamanho da amostra; M = média; EP = erro padrdo; p = nivel de significancia estatistica; INICIAL =
dia inicial da fase de desnutrigdo; 21D = dia final da fase de desnutri¢do; 6S = dia final da fase pré-
operatdria; 1° PO = primeiro dia pds-operatorio; CX = dia da cirurgia; FINAL = dia final do estudo.

4.4 INGESTA
A quantidade média de ragdo consumida pelos animais durante o estudo foi

avaliada cruzando-se os dados dos trés grupos de animais (CTL, GLN e GLY) de

acordo com as fases do experimento: desnutri¢do (D), Pré-operatorio (PRE-OP) e pos-
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operatério (POS-OP). As TABELAS 7 ¢ 8 mostram os resultados dessas analises inter
e intra-grupos, respectivamente, enquanto o GRAFICO 3 demonstra as alteragdes de

consumo de ragdo dos grupos CTL, GLN e GLY através das fases da pesquisa.

4.5 ADERENCIAS

O indice de aderéncias grau 2 de KNIGTHLY foi predominante entre os
grupos ndo sendo evidenciado nos animais indices zero, um ou quatro. Apenas em um
rato de cada grupo (GLN 10 e GLY 11) evidenciou-se grau 3, correspondendo a 6,66%
dos ratos do grupo GLN e 9,09% do grupo GLY (GRAFICO 4).

TABELA 7 — DIFERENCAS DAS MEDIAS DE INGESTA NAS FASES D,
PRE-OP E POS-OP INTER-GRUPOS GLN, GLY E CTL

INGESTA
FASE GRUPOS (n) p
M + EP
GLY (11) 12,33+ 0,11
D 0,0001
CTL (14) 24,88 + 0,96
GLN (15) 12,41 + 0,08
D 0,0001
CTL (14) 24,88 + 0,96
GLN (15) 12,41 £ 0,08
D 0,60
GLY (11) 12,33+ 0,11
GLN (15) 26,25+ 1,16
PRE-OP 0,80
GLY (11) 26,69 + 1,29
GLN (15) 19,04 + 1,56
POS-OP 0,91
GLY (11) 18,75+ 1,86

LEGENDA: n = tamanho da amostra; M = média; EP = erro padrao; p = nivel de significancia
estatistica; GLY = grupo suplementado com Gly; CTL = grupo controle; GLN = grupo suplementado
com Gln; D = fase de desnutri¢do; PRE-OP = fase pré-operatéria; POS-OP = fase pos-operatoria.
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TABELA 8 — DIFERENCAS DAS MEDIAS DE INGESTA NAS FASES PRE-OP E

POS-OP INTRA-GRUPOS GLN E GLY

GRUPOS INGESTA MEDIA
FASES p
(n) M + EP
GLN PRE — OP 26,25+ 1,16
| 0,001
(15) POS — OP 19,04 + 1,56
GLY PRE - OP 26,69 £ 1,29
0,002
(1D POS — OP 18,75+ 1,86

LEGENDA: n = tamanho da amostra; M = média; EP = erro padréo; p = nivel de significdncia
estatistica; GLN = grupo suplementado com Gln; GLY = grupo suplementado com Gly; PRE - OP =
fase pré-operatdria; POS - OP = fase pos-operatoria.

GRAFICO 3 - MEDIA DE INGESTA DOS GRUPOS CTL, GLN E GLY
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LEGENDA: CTL = grupo controle; GLN = grupo Glutamina; GLY = grupo Glicina; D21 = dia final
da desnutri¢do; CX = dia da cirurgia; S = dia do sacrificio; g = grama
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LEGENDA: GLN = grupo suplementado com Gln; GLY = grupo suplementado com Gly; p = nivel

de significancia estatistica.

4.6 VARIAVEIS DE FORCA

A maior diferenca entre os grupos nos testes de tragdo foi obtida na avaliagdo

da FRT (TABELA 9). O grupo GLY contou com “n” de 10 animais na analise destas

varaveis, pois quando foi realizado o ensaio mecanico um dos corpos de prova deste

grupo rompeu fora da linha de anastomose e foi excluido. O sistema nao conseguiu

detectar a ruptura total da anastomose, por falta de sensibilidade do tensidmetro, em

apenas um dos corpos de prova do grupo GLN, o qual foi excluido da avaliacao da

FRT.

TABELA 9 — DIFERENCAS DAS MEDIAS DAS VARIAVEIS FORCA
MAXIMA DE TRACAO (FMT) E FORCA DE RUPTURA
TOTAL (FRT) ENTRE OS GRUPOS GLN E GLY

, GLN GLY
VARIAVEIS P
M +EP (n) M *EP (n)
FMT 0,1767 £0,0101 (15) 0,1750 + 0,0150 (10) 0,63
FRT 0,1264 + 0,0098 (14) 0,1030 £ 0,0124 (10) 0,17

LEGENDA: GLN = grupo suplementado com Gln; GLY = grupo suplementado com Gly; M =

média; EP = erro padrao; n = tamanho da amostra; p = nivel de significancia estatistica; FMT = forca

maxima de tragdo; FRT = forga de ruptura total
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4.7 VARIAVEIS HISTOLOGICAS
4.7.1 Contagem de polimorfonucleares

A diferenca do nimero de polimorfonucleares entre os grupos GLY e GLN ¢

demonstrada no GRAFICO 5.

GRAFICO 5 — DIFERENCAS DAS MEDIAS DE POLIMORFONUCLEARES
ENTRE OS GRUPOS GLN E GLY

58 57,91
60 | ]
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10

GLN GLY
GRUPO

LEGENDA: p = nivel de significancia estatistica; n = tamanho da amostra; GLN = grupo
suplementado com Gln; GLY = grupo suplementado com Gly.
NOTA: Erro padrao: EP(GLN) =+ 6,92 e EP(GLY) =% 7,22

4.7.2 Densitometria do colageno

As médias de area ocupada de colageno maduro e imaturo e a relagdo IMaC
foram determinadas, estabelecendo a diferenca inter e intra-grupos GLY e GLN, a
partir de areas padronizadas das pegas histologicas da anastomose (GRAFICOS 6 e 7).
A densitometria do colageno também foi realizada estabelecendo a diferenca
inter-grupos GLY e GLN, a partir das medidas padronizadas 1,3 e 4 das pecas
histologicas da anastomose (GRAFICOS 8 ¢ 9), bem como anélise isolada da medida 1

(GRAFICOS 10 ¢ 11).
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GRAFICO 6 — DIFERENCA DAS MEDIAS DE COLAGENO MADURO E
IMATURO DAS AREAS 1,2, 3 E 4 INTER-GRUPOS GLN E GLY

4815,48
5000 4671,57
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3000 2498,52
MEDIA 21418
= GLN(n =15)
= GLY(n=11)
0
MADURO IMATURO
COLAGENO

LEGENDA: GLN = grupo suplementado com GIln; GLY = grupo suplementado com Gly; n
tamanho da amostra; M = média; EP = erro padrdo; p = nivel de significancia estatistica; Maduro
colageno tipo I; Imaturo = colageno tipo III; p* = micrémetro quadrado

NOTA: Erro padrio: EP(GLN/maduro) = +224.85y% EP(GLY/maduro) = +205,714%
EP(GLN/imaturo) = +283,42p>, EP(GLY/imaturo) = +315,01p°

GRAFICO 7 — DIFERENCA DAS MEDIAS DO IMaC ENTRE OS GRUPOS GLN
EGLY
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LEGENDA: n = tamanho da amostra; IMaC = indice de maturag@o do colageno; p = nivel de
significancia estatistica; GLN = grupo suplementado com GIln; GLY = grupo suplementado com Gly.
NOTA: Erro padrao: EP(GLN) =+ 0,04 ¢ EP(GLY) =% 0,03
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GRAFICO 8 — DIFERENCA DAS MEDIAS DOS COLAGENOS MADURO E
IMATURO INTER-GRUPOS GLN E GLY NAS AREAS 1,3 ¢ 4
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LEGENDA: GLN = grupo suplementado com Gln; GLY = grupo suplementado com Gly; n
tamanho da amostra; p = nivel de significancia estatistica; Maduro = colageno tipo I; Imaturo
colageno tipo II1.

NOTA: Erro padrio: EP(GLN/maduro) = + 294,14y’>, EP(GLY/maduro) = + 221,967
EP(GLN/imaturo) = +324,42p*, EP(GLY /imaturo) = +388,66p°

GRAFICO 9 - DIFERENCA DAS MEDIAS DO IMaC DAS AREAS 1, 3 E 4 ENTRE
OS GRUPOS GLN e GLY
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LEGENDA: n = tamanho da amostra; IMaC = indice de maturagdo do colageno; M = média; EP =
erro padrdo; p = nivel de significancia estatistica; GLN = grupo suplementado com Gln; GLY = grupo
suplementado com Gly.

NOTA: Erro padrao: EP(GLN) =+ 0,05 ¢ EP(GLY) =+ 0,04
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GRAFICO 10 — DIFERENCA DAS MEDIAS DE COLAGENOS MADURO E
IMATURO DA AREA 1 INTER-GRUPOS GLN E GLY
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tamanho da amostra; p = nivel de significancia estatistica; Maduro = colageno tipo I; Imaturo
colageno tipo II1.

NOTA: Erro padrio: EP(GLN/maduro) = + 652,47y, EP(GLY/maduro) = + 752,637,
EP(GLN/imaturo) = +£519,64p*, EP(GLY/imaturo) = +615,72*

GRAFICO 11 - DIFERENCA DAS MEDIAS DO IMaC DA AREA 1 ENTRE OS
GRUPOS GLN e GLY
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LEGENDA: n = tamanho da amostra; IMaC = indice de maturacdo do colageno; p = nivel de
significancia estatistica; GLN = grupo suplementado com GIln; GLY = grupo suplementado com Gly.
NOTA: Erro padrao: EP(GLN) =+ 0,10 e EP(GLY) =% 0,11
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5. DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o efeito da nutrigdo perioperatéria suplementada

com Glutamina oral na cicatrizagdo de anastomoses coldnicas de ratos desnutridos.

5.1 DO METODO

5.1.1 Escolha dos animais

A dificuldade de avaliar clinicamente a cicatrizacdo colonica obriga que a
maioria dos estudos seja realizada a partir de modelos experimentais. Boa parte deles,
e esse estudo em particular, utilizam murinos para testar suas hipoteses. O rato ¢
animal resistente, docil, de baixo custo, pratico em estudos experimentais, com
microflora fecal similar 2 do homem e com boa resisténcia endogena a peritonite, a
qual ndo influencia a cicatrizagdo colonica (PULANSKI; NOYES; EVANS; BRAME,
1954). No entanto, apesar desses aspectos favoraveis, deve-se ter o cuidado ao
extrapolar esses resultados para a pratica clinica em fungdo das diferencas entre as
espécies. Estudos envolvendo desnutri¢ao de ratos revelam a alta taxa metabdlica basal
por unidade de peso desses animais, sendo que moderada deple¢ao ponderal em rato
adulto representa injuria comparavel em gravidade a perda de peso em um humano
recém-nascido. Além disso, a tolerancia ao jejum também ¢ muito menor no rato que
no homem, pois curtos periodos de jejum (menor que uma semana) geralmente sao

letais somente para o primeiro (ALBINA, 1994).

5.1.2 Desnutri¢cao

Para realizar esse estudo foi necessario causar desnutrigdo em ratos
previamente eutroficos. Diversos métodos de desnutrigcdo artificial sdo utilizados para
esse proposito. Alguns experimentos utilizam dietas hipo ou aprotéicas com grande

variabilidade de doses de diferentes substratos (IRVIN; HUNT, 1974; IRVIN, 1976;
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WARD et al., 1982; ZAIZEN et al, 1990). Entretanto, o meétodo pareado de
desnutri¢ao (Pair Feeding) utilizado neste estudo levou a deple¢do ponderal com
eficacia semelhante a estudos realizados anteriormente por outros autores.
GONCALVES (2005) desnutriu dois grupos de ratos com peso médio inicial de
350,50 + 9,14 g (D) e 306,50 + 10,14 g (PRE) que apds 21 dias de desnutrigio
atingiram meédia de 258,71 + 4,57 g e 235,38 + 3,75 g, representando redu¢do ponderal
de 26,88% e 23,2% respectivamente. LEMOS, 2002 desnutriu ratas com peso inicial
médio de 272,30 + 33,56 g durante as duas primeiras semanas de gestagdo e obteve
perda ponderal média de 12,5 + 7,01 g por semana.

No presente estudo os grupos de ratos tinham pesos médios de 240,20 £ 5,28 g
(grupo Glutamina) e 238,85 + 5,54 g (grupo Glicina) e alcangcaram déficit ponderal de
14,32% e 15,33% ao final de 21 dias. Comparando-se com os estudos anteriores
observa-se menor perda de peso, porém deve-se levar em conta que no estudo de
GONCALVES (2005) os ratos apresentavam maior peso inicial e no estudo de
LEMOS (2002) os animais eram fémeas em diferente estado metabolico sob influéncia
do periodo gestacional. Entretanto, o objetivo de desnutrir os ratos foi obtido em todos
os estudos anteriores, sendo que neste estudo a perda de peso dos grupos GLN e GLY
somado ao ganho de peso do grupo controle (22,2%) marca a eficiacia deste método de
desnutri¢do, que apresentou diferengas significativas de peso ao final da fase D entre
os grupos em estudo e o grupo CTL (p<0,01).

Esse método de deplegao ponderal apresenta vantagens adicionais ao
prescindir de dietas especializadas e possibilitar que eventuais alteragdes ambientais
afetem igualmente os animais. Dessa forma, as variacdes no consumo de dieta sofridas
pelo grupo controle sdo transmitidas aos grupos em estudo. Além disso, esse modelo
permite que a desnutricdo ocorra acompanhando as alteracdes fisiologicas de
crescimento dos animais, diferentemente de quando ¢ fixada certa quantia de ragao
diaria.

Independente do método de desnutri¢ao alguns autores discutem a intensidade
do processo de deplecdo necessario para exercer efeito sobre as propriedades

mecanicas de anastomoses colonicas em ratos. DALY et al. (1972) demonstraram
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diminui¢ao significativa da pressdo de ruptura anastomotica em ratos com apenas uma
semana de desnutricdo e perda de apenas 2% do peso inicial. Por outro lado, no estudo
de IRVING e HUNT (1974), os autores sé conseguiram demonstrar os efeitos
prejudiciais da desnutricdo sobre a pressdo de ruptura de anastomoses colonicas em
ratos desnutridos durante sete semanas quando a perda de peso atingiu 34%, sem
evidenciar prejuizos naqueles ratos que foram desnutridos por 3 a 5 semanas. O
experimento de GONCALVES (2005) demonstrou que a desnutricdo durante 21 dias
exerceu efeitos negativos sobre a forga té€nsil da anastomose col6nica e serviu de

referéncia para o tempo de desnutri¢ao utilizado neste estudo.

5.1.3 Nutrig¢do perioperatoria

A utilizagdo de nutri¢do perioperatoria dos ratos foi baseada em comprovagoes
clinicas e experimentais de que a mesma pode melhorar os resultados pos-operatdrios
em situacoes de desnutrigio (THE VETERANS AFFAIRS TOTAL PARENTERAL
NUTRITION COOPERATIVE STUDY GROUP, 1991; BOZZETTI et al., 2000;
BEATTIE et al., 2000; GONCALVES, 2005).

5.1.4 Data do sacrificio

A anastomose no 5° PO permite a avaliacdo da cicatrizagdo colonica em
periodo favoravel de observagdo através da metodologia utilizada neste estudo e
dentro da fase mais critica do aparecimento de deiscéncias. LAW e ELLIS (1989)
estabeleceram diferencas mecanicas entre anastomoses colonicas de ratos desnutridos
e controles eutrdficos, principalmente entre o 4° ¢ 7° PO, considerando o 5° PO como o
momento mais apropriado para a avaliagdo das forgas intrinsecas envolvidas na
manutencdo da integridade anastomotica. SOUZA, SOARES e APPRILLI (1991)
verificaram que durante os trés primeiros dias pos-operatorios a resisténcia da
anastomose é principalmente determinada pelas suturas. HORGSTROM et al. (1985)

estabeleceram que a partir do 4° PO o coldgeno comecga a se acumular passando a
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determinar as propriedades mecanicas da anastomose colonica. HENDRIKS e
MASTBOOM (1990) consideraram o periodo entre 4° ¢ 7° PO como o momento mais
vulnerdvel de deiscéncias anastomoticas de cdlon devido ao déficit mecanico e a baixa
qualidade de colageno depositado.

Além disso, outras evidéncias influenciaram para a escolha do 5° PO.
GRECA, BIONDO-SIMOES, I0SHI, SANTOS, CHIN, TAWIL ¢ STALBSCHMIDT
(2000) ndao conseguiram avaliar as for¢as mecanicas da anastomose em periodo
precoce (3° PO), enquanto WU, AYRIZONO, FAGUNDES, COY, GOES e
LEONARDI (2003) obtiveram 100% de ruptura na linha anastomoética em pecas
analisadas no 5° PO. No estudo de COSTA et al. (2003) houve maior nimero de
rupturas fora da linha anastomética, provavelmente em fungdo de um maior indice de
aderéncias que se formam ao redor da anastomose impossibilitando as analises de

forca ténsil a partir do 7° PO.

5.1.5 Anestesia

Devido a realizagdo de anastomoses intra-abdominais evitou-se a utilizagao de
anestésicos via intra-peritonial, optando-se por agente inalatorio. A rusticidade, o
potencial irritativo, a dificil regulacdo de dose e a ndo desprezivel perda de amostras
com a utilizagdo de éter estimularam a busca por agente anestésico com propriedades
mais favoraveis. Em concordancia com esse estudo, a utilizacdo de Isoflurano em
anestesia inalatoria de ratos em procedimentos cirurgicos de média duragdo
demonstrou-se seguro, com boa tolerancia e sem mortalidade associada (GOTOH;
MATSUMOTO; IMAMURA, 2004). EGER e JOHNSON (1987) utilizaram
Isoflurano em ratos de trés meses de vida e da mesma forma verificaram réapida

induc¢do e recuperagdo anestésicas.
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5.1.6 Anastomose coldnica

A técnica cirtrgica usada neste estudo baseou-se nos principios de HALSTED
(1887). A anastomose colonica término-terminal com oito pontos de nylon 6-0 em
sutura interrompida faz parte da padronizagdo de modelo utilizado em estudos
antecedentes da mesma linha de pesquisa (COSTA et al.,, 2003 ¢ GONCALVES,
2005) com boa reprodutibilidade. No entanto, diferentemente dos anteriores em que os
autores realizaram alternincia das pecas anastomoticas durante a andlise mecanica e
histolégica optou-se por se fixar a anastomose proximal para analise mecanica e a
distal para analise histoldgica, visto que a produgdo de coldgeno no colon de ratos
segue um padrao diferente de acordo com o segmento analisado (JIBORN et al.,
1980).

O tipo de fio utilizado evitou que reacdo inflamatéria secundéria intensa
pudesse interferir na avaliagdo cicatricial (KORUDA; ROLANDELLI, 1990). Foi
optado por manter o fio da sutura in situ durante as avaliagdes mecanicas devido a
debilidade anastomotica e a perda da integridade da mesma ao se retirar os pontos. A
sutura interrompida foi descrita por alguns autores como favorecedora de melhor
cicatrizacdo com menor degradacdo de colageno (HOWES, 1929; JIBORN et al.,
1978).

5.1.7 Glutamina

As evidéncias recentes dos efeitos da Gln nos eventos cicatriciais, sobre os
mecanismos de reparacao do colon e sua condigdo essencial em momentos de estresse
agruparam propriedades importantes desse substrato que podem otimizar os resultados
da cicatrizacdo de anastomoses coldnicas, freqiientemente afetada pelos efeitos
prejudiciais da desnutricdo. A utilizacdo de Gln em estudos experimentais apresenta
variacdo de doses, formas e vias de administracao. O unico estudo identificado da
literatura que contempla o uso desse substrato na avaliacdo de anastomoses colonicas

de ratos desnutridos administrou Gln através de via parenteral (McCAULEY et al.,
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1991). A L-GIln na forma cristalizada foi utilizada nesse estudo em fun¢do da
disponibilidade e facil manipulagdo do substrato. A dose e a via de administragao da
Gln seguiu o protocolo utilizado por SALVALAGGIO (2000) e COSTA et al. (2003),
no entanto a gavagem foi realizada sem sedacdo. BOELENS et al. (2003) também
utilizou dose e via semelhante de Gln (12,5% via enteral). A gavagem foi fundamental
na opcao por suplementacdo enteral, pois garantiu que a dose calculada para
administragdo fosse integralmente consumida pelos animais. A utilizacdo da via
enteral evita as complicagdes da rota parenteral, ¢ mais econOmica e permite a
utilizagdo de Gln pelo intestino através das rotas sistémica e transluminal.

A metodologia utilizada nesse estudo exigiu o uso de controle isonitrogenado,
pois os beneficios da glutamina poderiam estar relacionados com o maior aporte de
aminoacidos. Nao ha substrato controle ideal (POTSIC; HOLLIDAY; LEWIS;
SAMUELSON; DeMARCO; NEU, 2002), entretanto ha substancial volume de
trabalhos utilizando Gly como controle isonitrogenado da Gln. Parte deles utilizam
Gly independentemente de evidéncias recentes sugerirem algumas propriedades
imunologicas e anti-oxidantes associadas ao seu uso (HALL, 1998; BUCHMAN,
2001).

5.2. DOS RESULTADOS

5.2.1 Morbimortalidade

No periodo de desnutricao a mortalidade foi idéntica entre os grupos GLN e
GLY, atingindo 6,25% (um rato) em cada grupo. DALY et al. (1972) obteve
resultados semelhantes de mortalidade ao desnutrir ratos com dieta hipoproteica
durante 2 a 4 semanas, encontrando mortalidade de 5 a 10%, respectivamente.

A partir da fase de suplementagdo os Obitos atingiram somente o grupo GLY,
em todos esses casos foi evidenciado acumulo de liquido pleural pds-morten, que
possivelmente foi resultante de complicacdo aspirativa de material administrado

através da gavagem. Apesar dos altos indices de mortalidade com a gavagem os
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limites infundidos foram de 2,4 a 4,36 ml de solugdo, sem extrapolar os limites de
seguranga estabelecidos por LAMBERT (1965) de 5 a 7,5 ml. A velocidade de infusao
¢ outro fator relacionado aos indices de complica¢des da gavagem. A administragao
rapida de volumes adequados de liquidos através dessa intervengdo geralmente € causa
de aspiracdo. O nivel de estresse acumulado dos ratos (desnutricdo, gavagem e
operagdo) contribuiu para que os animais ficassem mais agitados durante a gavagem, o
que impedia que a infusdo de suplemento se fizesse em velocidade lenta e constante.

COSTA et al. (2003) administraram Gln e Gly através de gavagem em ratos
sedados e observou apenas uma morte indiretamente relacionada ao procedimento, ja
que o rato morreu por depressdo respiratoria ocasionada pelo éter. Com essa
metodologia os autores conseguiram manter a velocidade de infusdo de forma lenta e
constante sem complicagdes aspirativas, porém todos animais necessitaram de
intervengdo anestésica. Da mesma forma, nesse trabalho os autores ndo tiveram morte
de animais por perfuracdo esofagica com a canula de gavagem apesar do risco tedrico
com essa técnica invasiva.

No grupo GLN ocorreu a maior morbidade representada por afeccoes
infecciosas na sua totalidade (3 abscessos). O maior nimero de mortes do grupo GLY
e o maior nimero de complica¢des do grupo GLN provavelmente reflete uma melhor
condicdo desses animais para suportar intercorréncias infecciosas em momentos de
estresse. Uma explicacdo para esse fato sdo as elevagdes das concentragcdes de Taurina
em ratos suplementados com GlIn. A taurina (TAU) tem propriedades anti-oxidantes
que poderiam explicar a menor morbidade nesses animais (BOELENS, 2003).

Outra possibilidade para a maior mortalidade no grupo GLY ¢ o fato de que o
estresse € a desnutricdo contribuiram para a imunodepressdo dos animais que nao
tiveram os beneficios da suplementagao de Gln. Ja foi discutido que a Gln mantém as
funcdes do sistema imunologico, visto que a enzima glutaminase possui atividade
aumentada no sistema linféide e parece melhorar a resposta imunologica ao estimular
a recuperacao de linfocitos no pods-operatdrio, os quais produzem leucotrienos que

contém glutationa, outro potente antioxidante.
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Outro fato que pode responder pela mortalidade ¢ que a redug¢do de Gln causa
supressao de linfocitos T. O’RIORDAIN, FEARON, ROSS, ROGERS, FALCONER,
BARTOLO, GARDEN e CARTER (1994) demonstraram que a suplementa¢do de Gln
(dipeptideo) em NP causou aumento significativo na sintese de DNA de céls T em
pacientes submetidos a ressec¢do coloretal, sendo em modelo experimental de ratos
queimados foi verificado que esse aumento de resposta de linfocitos T foi associado a
reduzida suscetibilidade a infeccdo (HORGAN; MANNICK; DUBRAVEC;
RODRICK, 1990).

5.2.2 Peso

Verificou-se similaridade nas variagdes de peso em determinados momentos
do estudo entre os grupos GLY e GLN (GRAFICO 1) e n3o houve correlagio
estatistica, apenas no periodo PO em que o grupo GLY obteve ganho significativo de
peso (p = 0,03) diferentemente do grupo GLN (p = 0,06). A variagdo ponderal entre os
grupos foi similar nesse periodo (GLY = 227,74 £ 5,71 a 245,40 £ 5,25 ¢ GLN =
227,37 £ 4,76 a 243,73 £+ 6,08) e possivelmente aquela diferenga estatistica poderia ser
eliminada se a amostragem fosse maior.

Entre 6S e 1° PO os ratos permaneceram em jejum para redugdo do conteudo
fecal pré-operatério, simulagdo da condicdo clinica, preparo pré-anestésico e
manutencao do padrao da linha de pesquisa. Esse periodo resultou em perda ponderal
de 16,72 % no grupo GLN e 17,91 % no grupo GLY. Apesar da diferenga percentual,
essa reducdo de peso maior no grupo GLY pode representar melhor manutengdo
ponderal no grupo que recebeu suplementacdo com Gln. Essa observagdo estd de
acordo com a evidéncia de que a manuten¢cdo do pool de Gln intracelular promove
conservacao da proteina muscular durante estados catabolicos (JEPSON et al. 1988 e
MACLENNAN et al. 1988).

COSTA et al. (2003) analisaram as variacdes de peso entre ratos (sem
desnutricdo prévia e gavagem sob sedacdo) durante o pré e o pos-operatorio de

anastomoses colonicas. Nesse estudo os autores nao encontraram diferenca
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significativa de variagdo de peso entre grupos de ratos suplementados com Gln ou Gly
sacrificados no 3° ou 8° PO em qualquer fase do experimento, inclusive no periodo de
suplementacdo pré-operatéria. O maior nivel de estresse entre os ratos (desnutri¢do,
gavagem sem sedagdo) e o intervalo de tempo PO analisado podem responder pelas
diferencas encontradas entre esse estudo e o de COSTA et al. (2003).

No estudo de McCAULEY et al. (1991) os autores ndo realizaram nutri¢ao
pré-operatoria, mas também nao foi identificado diferenca significativa de peso entre
ratos desnutridos que receberam NP enriquecida com Gln durante seis dias poOs-
operatdrios e o grupo controle.

BOELENS et al. (2003) também nao encontrou diferenca significativa de
ganho ponderal e ingesta em ratos eutréficos que receberam 14 dias de alimentagdo

enteral suplementada com GIn ou controle isonitrogenado.

5.2.3 Ingesta

A ingesta tem estreita relacdo com os eventos de cicatrizacdo e toda variagao
sofrida em um dos grupos do estudo tende a influenciar os resultados na avaliagcdo da
forca anastomoética (GREENHALGH; GAMELLI, 1987; DALY et al.,, 1972 ¢
IRVING; HUNT, 1974).

As variagdes na ingesta sofridas pelo grupo CTL foram transmitidas aos
grupos GLY e GLN, como demonstrado no GRAFICO 3. Entretando, a ingesta de
racdo pelos grupos GLY e GLN ndo foi idéntica no inicio da fase D, em funcao das
flutuagdes no consumo, momento em que alguns ratos ainda nao estavam totalmente
adaptados. Essa variacdo nao prejudicou a fase D, visto que ao final da desnutricao a
analise inter-grupos (GLY e GLN) nao demonstrou diferenca significativa de pesos (p
= 0,60) e tanto o grupo GLN como o GLY atingiram perda significativa de peso (p <
0,0001) em comparagao ao grupo controle.

Durante os periodos pré e pos-operatorios a Gln nado foi capaz de induzir
diferenga significativa na ingesta entre os animais dos grupos GLY e GLN. Esses

resultados foram semelhantes aos obtidos no estudo de COSTA et al. (2003), que da
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mesma forma ndo encontrou diferengas significativas na ingesta dos animais

independentemente da utilizacao de Gln ou Gly.

5.2.4 Forga ténsil da anastomose

Os prejuizos causados pela desnutricdo sobre as propriedades mecanicas da
anastomose colonica foram bem documentados por DALY et al. (1972) e
recentemente por GONCALVES (2005). Neste ultimo estudo a autora conseguiu
demonstrar o beneficio da nutricdo pré-operatoria na melhoria dos pardmetros
biofisicos da anastomose em ratos desnutridos. Entretanto, os resultados da FMR e da
FRT em ratos desnutridos e realimentados permaneceram inferiores aos resultados em
ratos eutroficos sem desnutri¢do prévia, evidenciando a necessidade de otimizagdo do
processo de cicatrizagdo colonica em ratos desnutridos com intuito de alcancar os
valores em ratos eutréficos.

COSTA et al. (2003) realizaram teste mecanico em anastomoses de ratos
eutréficos e, sem interferéncia da desnutricdo sobre seus resultados, verificaram que a
FRT foi significativamente maior no grupo que recebeu Gln enteral, porém sem
diferenga significativa na analise da FMT entre os grupos suplementados com Gln ou
Gly.

Nesse estudo, os resultados das médias da FMR e da FRT das anastomoses
demonstram que a GIn ndo foi suficiente para garantir melhora significativa das
propriedades mecanicas da anastomose. Apesar do grupo GLN atingir médias maiores
de FMT e FRT que o grupo GLY, essas diferengas ndo atingiram significancia
estatistica. Considerando a FMT como o pardmetro com maior acuracia na medida da
for¢a de anastomoses colonicas, os resultados deste estudo foram semelhantes ao de
COSTA et al. (2003).

Independentemente das diferencas metodoldgicas entre esse estudo e o de
McCAULEY et al. (tempo de desnutricdo, tempo de suplementagao, dose de Gln, via

nutricional e pressao de ruptura), houve concordancia de resultados, pois os autores
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também ndo demonstraram melhoria das propriedades mecanicas de anastomoses

colonicas de ratos desnutridos suplementados com Gln parenteral.

5.2.5 Aderéncias

Aderéncias constituem influéncias benéficas sobre anastomoses colonicas de
ratos, aumentando a resisténcia mecanica das mesmas no 5° PO do reparo tecidual
(WU, 2003). Apesar de ser medida subjetiva, a andlise dessa variavel foi utilizada por
outros autores (COSTA et al, 2003; GONCALVES, 2005) contribuindo na constatacao
da similaridade de gravidade de trauma cirurgico, reforcando a semelhanga inter-
grupos na avaliacao de resultados de testes mecanicos.

Nesse estudo, as aderéncias distribuiram-se uniformemente entre os grupos
GLY e GLN sem diferenca estatistica significativa. A semelhanca desses indices
eliminou o viés que as aderéncias poderiam causar na avaliacio mecanica das

anastomoses.

5.2.6 Contagem de polimorfonucleares

Alguns parametros histoldgicos sdo utilizados em estudos de cicatriza¢do para
estabelecer o grau de matura¢do do processo inflamatorio da area de reparo (SOUSA
et al., 1991; VIZZOTTO, 2001; COSTA et al., 2003; GONCALVES, 2005). Com o
mesmo intuito procurou-se um parametro objetivo para esse tipo de avaliagdo.
Excluindo-se a subjetividade do grau de edema e possiveis fatores confusionais
advindos da contagem de fibroblastos, restou a contagem de PMN como tUnica variavel
que pode ser valorizada.

Nesse estudo essa avaliacdo ndo demonstrou diferenca estatistica entre os
grupos, assim colaborou para atestar a semelhanga na fase cicatricial entre os grupos
durante a andlise histoldgica (5° PO). Em concordancia com esse resultado, COSTA et

al. (2003) utilizou a contagem de PMN na analise da resposta inflamatoria aguda e da
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mesma forma ndo identificou diferenca significativa entre o grupo suplementado ou

nao com Gln.

5.2.7 Densitometria do coldgeno

De acordo com HALSTED (1887) o colageno se deposita principalmente na
submucosa e ¢ o principal responsavel pelas propriedades mecanicas da anastomose.
Assim, esse estudo contou com a avaliagdo isolada do coldgeno submucoso (medida
1), a qual n3o demonstrou diferenga estatistica significativa na quantidade
anastomotica de colagenos I e III e, também, na relacdo IMaC entre os grupos GLY e
GLN.

BRASKEN et al. (1991) identificaram que a expressio de RNAm de
colagenos I e III em anastomoses colonicas de ratos ocorreu principalmente em
fibroblastos da submucosa, serosa ¢ interface anastomotica. Dessa forma, buscou-se
avaliar as diferencas nessas regioes criticas através da determinagdo de colagenos (I e
IlI) e IMaC nas éareas histologicas 1,3 e 4. Esses resultados, também, nao
demonstraram diferenca estatistica entre os grupos GLY e GLN.

Para aumentar a sensibilidade da densitometria ampliou-se a area de
amostragem de colageno mediante determinacdo dos coladgenos (I e III) e do IMaC a
partir da analise conjunta de quatro areas (1,2,3 ¢ 4) e de uma medida panoramica
através Optica microscopica menor (estudo piloto, com resultados ndo apresentados)
que abrangeu a totalidade das camadas na mesma medida. Esses dois tipos de medidas
de colageno nao se excluem e reforcam os resultados. Porém, em nenhuma das
avaliagdes obteve-se diferenca significativa entre os grupos GLY e GLN.

Em concordancia com as medidas mecanicas da anastomose, a determinacgao
da densitometria do colageno, também, ndo demonstrou beneficios na cicatrizagdo de
anastomose colonica de ratos desnutridos suplementados com Gln.

No estudo de COSTA et al. (2003), o autor evidenciou diferengas
significativas entre os grupos de animais em estudo havendo maior deposicdo de

colageno I em ratos suplementados com Gln e maior quantidade de coldgeno III nas
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anastomoses de ratos suplementados com Gly, demonstrando que o processo
cicatricial no colon de animais que receberam GIn se encontrava em fase mais
avancada. Essas diferentes evidéncias podem ser explicadas pela auséncia da
desnutricao e seus efeitos negativos sobre a cicatrizacdo no estudo de COSTA et al.
(2003). Além disso, no estudo de COSTA et al. (2003) ndo houve 6tima correlagdao
entre 0os achados mecanicos e histologicos, diferentemente do que ocorreu neste
estudo, que contou ainda com evidéncias reforcadas através dos diferentes

cruzamentos histologicos com resultados sempre constantes.

5.3 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os complexos eventos de cicatrizacdo alteram-se, significativamente, durante
estados de desnutricdo e hipermetabolismo. A falha da cicatrizagdo colonica traz
graves prejuizos com elevagdo da morbimortalidade. Independentemente do local em
que se desenrola o reparo tecidual o objetivo deve ser prover o organismo com Otima
nutricao para que sua priorizagao da cicatrizagao de ferida possa ocorrer dentro de um
ambiente hospedeiro ideal.

A utilizacdo de Gln pode ser entendida como suprimento de uma deficiéncia ja
que em grande parte das dietas esse substrato ndo estd incluido. Varias evidéncias
confirmam sua importancia durante estados de hipercatabolismo, porém sua utilizagao
visando compensar os déficits produzidos pela desnutri¢ao no processo cicatricial ndo
se demonstrou suficiente.

Além da nutricdo otimizada, com suprimento de eventuais déficits, ¢
necessario investigar a influéncia de outros nutrientes como o butirato, verificar a
influéncia de outros imunonutrientes como a arginina e testar, também, a influéncia de
um composto desses varios elementos na cicatrizagao do coélon.

Deve-se buscar elemento isonitrogenado e totalmente inerte para que se possa
fazer controle ideal da investigagdo. Outra possibilidade seria a utilizagdo de um
composto de aminoacidos para controlar os possiveis efeitos benéficos de um

aminoacido em especial.
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A utilizacdo da imunohistoquimica na comprovacao dos resultados
histolégicos ¢ metodologia promissora no estudo da cicatrizagdo. Marcadores
especificos de colageno e de outros componentes do processo de cicatrizagao

garantirdo mais exatidao e seguranga de resultados.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que a
suplementacdo da realimentacdo oral perioperatéria com Glutamina nao tem efeito
significativo na cicatriza¢do de anastomoses colonicas em ratos desnutridos avaliados

mediante parametros morfologicos e tensiométricos.
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