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“Felicidade ndo € uma linha continua, ndo € um estado de espirito
uniforme e duradouro. E, ao contrario, um pontilhado de momentos de alegria e de
paz que desvanecem a alma. Sdo como frutos sagrados, pequeninos e
saborosissimos, que s6 aos simples e diligentes é dado colher e degustar. E por
esta razdo que temos de estar atentos as insignificancias do cotidiano para nao
deixarmos escapar aquele instante magico e fugaz que nem sempre volta a repetir-
se. Aguele momento divinal em que nos € permitido fazer o milagre, como diz Paulo
Coelho, o grande milagre de tornar a realidade num sonho”.

Albino Freire.



AGRADECIMENTOS

Ao professor Osvaldo Malafaia, pelo estimulo e apoio, bem como pela

confianga em mim depositada.

Ao professor Fernando Hintz Greca, pela orientagdo, com paciéncia e
dedicagao, ao guiar-me a independéncia, curiosidade intelectual e insisténcia no

trabalho, qualidades indispensaveis ao cultivador da investigacao.

Ao professor Zacarias Alves de Souza F.°, que, pelo seu exemplo ético de
carater e postura, propiciou entusiasmo e perseveran¢a a vida académica. Pois

para a obra cientifica 0s meios nao s&o quase nada e o homem é quase tudo.

Ao professor Jodo Carlos Domingues Repka, pelo seu altruismo e pela sua
incessante busca da verdade, ensinou-me que para tomar uma afirmagdo como

verdadeira € preciso investigar, com persisténcia e honestidade.

Ao académico Marcelo Thiel, pelo espirito académico, interesse cientifico e

dedicagao, com os quais possibilitou a conclusdo deste trabalho.

A académica Alessandra de Lima Leite, pela valiosa colaboragdo, interesse,
responsabilidade, espirito académico e participacdo no desenvolvimento das varias

fases deste trabalho.

I}



Aos académicos monitores Eduardo José B. Ramos e Eduardo Pradi

Adam, pelas suas contribuicdes indispensaveis na realizagao deste trabalho.

A professora Marly Gasparin Bardo, pela revisdo ortogréfica e correcdo do

texto.

A professora Janice Cristine Thiel, pela tradugdo e revisao de textos.

Aos professores Neil Ferreira Novo e Etelvina Aparecida Reggiani, pela

analise e estudo estatistico dos resultados.

Aos funcionarios da Disciplina de Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental
da Universidade Federal do Parana: Alvaro Roberto Gongalves Machado, Marcos
Anténio Gongalves Machado, D’arc Mere Melchior e Arlete Edling, pelas horas

dispensadas ao auxilio da realizagao deste trabalho.



SUMARIO

LISTA DE TABELAS

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE ABREVIATURAS

RESUMO

ABSTRACT

1 INTRODUGAO

2 OBJETIVO

3 REVISAO DE LITERATURA

4 MATERIAL E METODO

4.1 DIVISAO DOS GRUPOS

4.2 JEJUM PRE-OPERATORIO

4.3 PREPARO MECANICO DO COLON
4.4 ANTIBIOTICOPROFILAXIA

4.5 ANESTESIA

46 PROCEDIMENTO CIRURGICO

4.7 INOCULACAO DO CORANTE AZUL DE EVANS
4.8 SACRIFICIO

481 PRESSAQ DE RUPTURA A INSUFLAGAO
49 ESTUDO FOTOCOLORIMETRICO
4.10 ANALISE ESTATISTICA

5 RESULTADOS

5.1 GRUPO CONTROLE

Vil

Xl

Xl

X1

10

18

19

20

20

22

22

24

25

26

28

28

30

3



5.1.1 PRESSAQ DE RUPTURA A INSUFLAGAO

5.1.2 CONCENTRACAO DE AZUL DE EVANS

5.2 GRUPO SUBMETIDO A TERAPIA COM GLICOCORTICOIDE

5.2.1 PRESSAO DE RUPTURA A INSUFLACAO

5.2.2 CONCENTRACAO DE AZUL DE EVANS

5.3 GRUPO SUBMETIDO A TERAPIA COM DICLOFENACO

531 PRESSAQ DE RUPTURA A INSUFLACAQ

5.3.2 CONCENTRAGAQ DE AZUL DE EVANS

5.4 COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS CONTROLE, SUBMETIDO A
TERAPIA COM GLICOCORTICOIDE E DICLOFENACO

5.4.1 PRESSAO DE RUPTURA A INSUFLAGCAO

5.42 CONCENTRAGAO DE AZUL DE EVANS

6 DISCUSSAO

7 CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Vi

33

35

37

38

40

41

42

42

47

K



v

vi

Vil

Vil

IX

LISTA DE TABELAS

Ratos dos grupos controle ( C ), do glicocorticoide ( E1) e do
diclofenaco ( E2 ), submetidos a anastomose de célon,
segundo os valores de pressao de ruptura a insuflagéo (PRI),
em mmHg, e concentragao do Azul de Evans ( AE ), em pg/g
BB BCIN. ... oo crnmsmssnns reiss mravs somsssmsnsemabsessamion vasvss b st s

Ratos dos grupos controle Ca e Cb, submetidos a
determinacdo da pressdao de ruptura a insuflagdo nos
segmentos da anastomose, emmmHQg.................ooevieeen..

Ratos dos grupos controle Ca e Cb, submetidos a
determinagao da concentragdo de Azul de Evans, em pg/g,
no segmento da anastomose.............................

Ratos dos grupos experimento E1a e E1b ( glicocorticoide ),
submetidos a determinagdc da pressdo de ruptura a
insuflacgo, em mm Hg, nos segmentos contendo a
SRR o R e R R

Ratos dos grupos experimento E1a e E1b ( glicocorticoide ),
submetidos & determinag¢do da concentragdo de Azul de
Evans, em pg/g de tecido, nos segmentos contendo a
ANASIOMOSE. ... e

Ratos dos grupos experimento E2a e E2b ( diclofenaco ),
submetidos a determinacdo de pressdo de ruptura a
insuflagdo, em mmHg, nos segmentos contendo a
BNBBIOMIDBE...... oo s TR s S R

Ratos dos grupos experimento EZa e EZb ( diclofenaco ),
submetidos a determinagdc de Azul de Evans, em pg/g de
tecido, nos segmentos contendo a anastomose.......................

Ratos dos grupos controle ( Ca ) e experimento ( E1a e E1b),
submetidos a determinagdc da pressdo de ruptura a
insuflagédo ( PRI ), em mmHg, nos segmentos centendo a
L T —

Ratos dos grupos controle ( Cb ) e experimento ( E1b e E2b),
submetidos & determinagao da pressao de ruptura a
insuflagdo ( PRI ), em mmHg, nos segmentos contendo a
IR ROTUDIG . oo A SR S A SR R

Vil

31

33

34

36

37

40

42

43



Xl

Ratos dos grupos controle ( Ca ) e experimento ( Ela e
E1b), submetidos a determinacdo da concentracdo de Azul
de Evans, em pg/g de tecido, nos segmentos contendo a
ANAastOMOSe. ...

Ratos dos grupos controle ( Cb ) e experimento ( E1b e E2b),
submetidos a determinacgao de Azul de Evans ( AE ), em ng/g
de tecido, nos segmentos contendo a
T, 2

Vil



10

1

12

13

14

15

16

LISTA DE FIGURAS

Esquema da cascata do acido araquiddniCo..............ccoeeeviiieiiiiiiiie 4

Administragao oral de solugdo de manitol a 20% por meio de sonda oro-

GASITICA. ... e 21
Lavagem mecanica do colon por viaretrograda..................................... 21
Incisdo mediana com exposi¢dodacavidade.......................................... 23
SeccdodocblonaScmdabordaanal..........c...coooeeeeveviiiiiieiii 23
Anastomose colo-célica término-terminal.........................ccooii 24
Inoculagédo do corante Azulde Evans............................................... 25
Peca cirargica contendo anastomosSe...............oceevvvviiiiiiiiiieeeiiiiiceeeeianen. 26
Sistema para aferir a pressdo de rupturadaamostra.............................. 27

Pega cirurgica preparada para determinar a pressac de ruptura por

AISENGAO e 27
G C 3.°P.0. AspeCto MACTOSCOPICO. .......oovvieeeeeeieeeiiiiiiiieeeeeeeee e 32
G C7°P.0. Aspecto MacroSCOPICO. ...........oooorriiiiiiiiieeeei e 32

Pressdo de ruptura a insuflagdo ( PRI ), mmHg, no grupo controle ( Ca e

Concentragao de Azul de Evans ( AE ), em pg/g de tecido, no grupo

controle (Ca e Ch ). 34
G E1a3°P.0O. Aspecto macroSCOPICO.................ooooiiiiiiiieiiiiee 35
GE1b7°P.O. Aspecto macroSCOPICO. ...........oooooviiiiiee e 36



17

18

19

20

21

22

23

25

26

Pressdo de ruptura a insuflacdgo ( PRI ), em mmHg, no grupo
GXPOrMOMID ( E18 8 E1D ) cosumsnnsnnssnommsmsmssssamssmississimmsnsssas
Concentragdo de Azul de Evans ( AE ), em pg/g de tecido, nos grupos
experimento (E1aeE1b ). ... S

G E2a 3.° P.O. Aspecto MacroSCOPICO. .............coveeeeeereereeeirieeriieeirereenns

G E2b 7.2 P.0O. Aspecto macroSCOPICO..................coovveieiieiiiieeee,
Pressao de ruptura a insuflagao ( PRI ), em mmHg, nos grupos
experimento (E2ae E2D ).
Concentragao de Azul de Evans ( AE ), em ug/g de tecido, nos grupos
SXPENMONID [ E288 ERB ). coiniminusnmmmssisianmsmmpmnpasisnssinmss s isaienmmmnnmmns
Pressao de ruptura a insuflagao ( PRI ) nos grupos Ca, E1a e E2a, ( mm
Hg ), nos segmentos contendo anastomose.....................................
Pressédo de ruptura a insuflacédo ( PRI ) nos grupos Cb,E1b e E2b
( mmHg), nos segmentos contendo anastomose.......................................
Concentragdo de Azul de Evans nos grupos Ca, E1a e E2a, ug/g, nos
segmentos contendo anastomoSe.................coooeviviiiiiiiiciiii e
Concentragdo de Azul de Evans ( AE ) nos grupos Cb, Eib e E2b, em

ug/g de tecido, nos segmentos contendo anastomose...........................

37

38

39

39

40

41

43

45



RESUMO

O presente estudo objetivou verificar os possiveis efeitos da hidrocortisona e

do diclofenaco na fase inflamatéria da cicatrizagao, pela avaliagao da pressao de

ruptura a insuflagéo e das alteragbes de permeabllldade vascular nas anastomoses

colonicas em ratos. Utilizou-se 56 ratos Wistar, machos, divididos em 3 grupos

grupo C ( controle ) com 17 animais; grupo E1 (glicocorticéide) com 18 ratos; grupo

E2 ( diclofenaco ) com 21 animais. Subdividiu-se os grupos em subgrupos de
acordo com o periodo de avaliagédo: 3.° e 7.° dias P.QO. Realizou-se anastomose
colénica a 5 cm da borda anal em todos os grupos. Puncionou-se a veia peniana

para inoculagdo de Azul de Evans, na dose de 20mg/Kg, conforme datas pré-
estabelecidas e, apds 8 horas, sacrificaram-se 0s animais. Avaliou-se a pressdo de
ruptura a insuflagéo nos seg_mentdé q-Ll-;_r::ont.inham a anastomose, os quais foram
submetidos ac micrométodo espectrofotocolorimétrico, para a determinacgdc das
concentracdes tissulares do corante. A pressao de ruptura a insuflagao foi maior ao
7.° dia de P.O. em relagao ao 3.°, em todos os grupos. A concentracdo de Azul de

_Evans foi maior ac 3.° dia de P.O. em relagéo ao 7.°, no grupo E2. Comparando-se

0s grupos, observou-se maior pressao de ruptura a insuflagdo no grupo controle
que nos grupos experimento, ao 3.° dia de P.O. Ao 7.° dia, entretanto, a pressédo de

ruptura no grupo E1 foi menor que o grupo controle e que E2. A concentracéo de
Azul de Evans nos grupos controle e E1 foi menor que no E2, ao 3.° diade P.O. Ao
7.° dia em E1 a concentragdo foi menor que em E2 e que no grupo controle.

Concluiu-se que, na fase inflamatéria, a agdo do gltcocortlcolde foi mais

‘pronunciada do que a do diclofenaco, retardando o inicio da cicatrizagdo de
anastomose colonica em ratos.

Xil



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the role of hidrocortison and diclofenac
on the inflamatory phase of the healing process of a colonic anastomosis, through
the bursting strength and changes of vascular permeability. Fifty six male Wistar
rats were allocated in 3 groups: group C ( control ) with 17 animals; group E1
( Hidrocortison ) with 18 rats; group E2 ( Diclofenac ) with 21 animals. Each of the
mentioned groups were divided in 2 subgroups, according to the post-operative time,
3rd or 7th post-operative day. The colonic anastomosis was performed at 5 cm from
the anal verge. Through the penis vein, Evans Blue dye was injected in the dosis of
20 mg/Kg on the pre-established post-operative days. The bursting strength of the
intestinal segment containing the anastomosis was evaluated, as well as the
concentration of the dye in the tissues.In all the groups studied the bursting strength
was greater on the 7th P.O. day in relation to the 3rd one. The concentration of
Evans Blue dye was greater on the 3rd P.Q. day in relation to the 7th day in the E2
group. Comparing the groups among themselves, it was observed that the bursting
stenght in the control group was greater than the E2 and E1 groups on the 3rd P.O.
day. On the 7th P.QO. day, however, the bursting strenght in the E1 group was lower
than in the control and E2 groups. The concentration of Evans Blue dye in the E1
group was lower than in the E2 group on the 3rd P.O. day. On the 7th day E1 it was
lower than in E2 and in the control group. It is conclued that in the inflamatory phase
the action of glicorticoid was stronger than that of diclofenac, and consequently

delaying of healing was observed in the colonic anastomosis of rats.

X



1 INTRODUGAO



1 INTRODUGAO

A lesdo tecidual caracteriza-se pela descontinuidade anatomica e funcional
do tecido vivo. As agressdes fisica, quimica, térmica e elétrica ao organismo
desencadeiam uma série de reagdes locais e sistémicas necessarias a reparagao.
A fase inicial destas reagbes € conhecida como reagdo inflamatéria, alias
fundamental para cicatrizag&o dos tecidos (s).

Na inflamagédo ocorre a exsudacgao de liquidos , proteinas plasmaticas e a
migracgao de leuctcitos, predominantemente neutréfilos. Posteriormente, observa-se
a presenga de linfocitos, macréfagos e proliferag@o de vasos sanguineos no tecido
conjuntivo ( 53 ). Esta fase em geral tem a duracdo de 4 dias e compreende 3
eventos importantes: a hemostasia, a migragao de leucécitos e a epitelizagao.

A lesao tissular resulta em hemorragia, seguida de vasoconstrigao,
coagulagdo, ativagdo do complemento tissular e uma série de respostas
inflamatérias. A vasoconstrigdo transitéria ( 5-10 minutos ) €& seguida de
vasodilatagdo, devida a presenca de mediadores quimicos como prostaglandinas,
leucotrienos, histamina e bradicinina.

Precocemente, as ceélulas que aparecem no local sdo 0os macrofagos e
neutréfilos, ambos com fungdo fagocitaria. O processo de fagocitose pode ser
dividido em trés etapas: migragdo, ingestac e destruicdo. A migragcdo de

polimorfonucleares ( PMNs ) pela parede capilar, para o local de injuria, € mediada



por fatores quimiotaxicos, como o componente C5a do complemento e a calicreina,
enzima catalisadora da formagao de bradicinina.

A adesdo dos PMNs ao endotélio, no local da lesdo, € mediada pela
interagdo de proteinas LFA ( antigeno associado a fungéo do linfécito) da superficie
dos PMN com as proteinas ICAM ( moléculas de adesao intercelular ) da superficie
das células do endotélio. Estas proteinas ICAM do endotélio aumentam pela acéo
de mediadores inflamatérios, tal como a interleucina-1 (IL-1 ) e fator de necrose
tumoral (TMF ), produzidos pelos macréfagos como resposta a lesao tecidual; 2439).

A lesdo da membrana celular dé origem as fosfolipides, que sofrem acdo da
enzima fosfolipase, formando o acido araquidonico. Varios estimulos quimicos,
fisicos e nervosos podem ativar as fosfolipases, que determinam a liberagdo de
acido araquidénico das membranas celulares. A partir dai inicia-se a cascata do
acido araquidénico, substrato de duas reagbes paralelas: uma, mediada pela
cicloxigenase, a qual resultara na formagaoc das prostaglandinas (PG ), prostaciclina
e tromboxano ( TX ); outra, mediada pela lipoxigenase, dando origem aos
leucotrienos ( LT ) (40).

Os fatores estimulantes da inflamacao retardam o processo de reparo dos
tecidos lesados. Dessa forma, ao se minimizar o processo inflamatério, pode-se
favorecer uma cicatrizagdo mais rapida (s, Todavia, ha drogas que interferem na
inflamagéo e podem influenciar no processo de reparagao tecidual (g3, Também
sabe-se de algumas substancias que podem influenciar alguns dos eventos acima

descritos ;4485 , - (Fig.1)



Fosfolipides de Membrana

. Fosfolipase
I bloqueic
AINHs
Acido GLICOCORTICOIDES
\bloqueio Araquidénico
Cicloxigenase 5-Lipoxigenase
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Prostaglandina Tromboxane Prostaciclina

Fig.1 Esquema da cascata do acido araquiddnico

Para efeito, os principais antiinflamatorios sao os glicocorticbéides e o0s
antiinflamatérios nao hormonais ( AINHs):

Os glicocorticoides podem reduzir drasticamente as manifestagdes da
inflamacgao, agindo sobre a concentragio, a distribuicdo e a funcdo dos leucdcitos
periféricos, pois inibem a atividade da fosfolipase A2 e interferem na cascata do
acido araquiddnico. Mas, os glicocorticéides inibem as fungbes de leucdcitos e
macréfagos nos tecidos, alteram a capacidade destas células de se multiplicarem e
reduzem a resposta contra antigenos invasores, »; ,. Assim, os efeitos sobre os
macrofagos sa@o particularmente marcantes na limitagdo da capacidade deles de
fagocitar e destruir microorganismos, células mortas e outros corpos estranhos,
assim como na reducdo de sua capacidade de produzir interleucina-1, pirégenos,

colagenase, elastase, fator de necrose tumoral e ativador de plasminogénio.



Alem desses efeitos sobre a fungcdo dos leucdcitos, a influéncia dos
glicocorticoides na resposta inflamatoria se da pelo aumento da concentragdo de
certos fosfolipideos de membrana, com redugdo de prostaglandinas e sintese de
leucotrienos, os quais sao fisiologicamente formados pela ativagdo da fosfolipase
A2. E relevante acrescentar que o0s glicocorticoides também aumentam a
concentragdo de lipocortinas, pois reduzem a disponibilidade dos substratos de
fosfolipideos, que sofrem acdo da fosfolipase A2, que por sua vez desencadeiam a
cascata do acido araquidénico, g ).

Observe-se que os antiinflamatorios ndo hormonais (AINHs) sdo um grupo de
compostos heterogéneos, frequentemente sem qualquer relagdo entre si e
compartilham, além da mesma acao terapéutica antiinflamatéria, analgésica e
antipirética, também como de seus efeitos colaterais. Alids, uma caracteristica
peculiar destes farmacos € a variagao individual n&o previsivel da resposta clinica.
Contudo, a diversidade de produtos desenvolvidos nesta classe de antiinflamatérios
reflete os esforcos de pesquisadores em obter uma droga com a maxima eficacia
terapéutica e com minimos efeitos colaterais. Para efeito, os antiinflamatorios
inibem o0 metabolismo do acido araquidénico por inibicdo da cicloxigenase e
impedem a formacgado de PG, prostaciclina e TX. Além deste efeito, desacoplam os
processos de fosforilagdo oxidativa; inibem a sintese e liberagao de histamina,;
eliminam os radicais hidroxila, diminuindo a liberagédo das enzimas que promovem a
lise celular e a geracao de superoxidos (121923) -

Apos o acido salicilico, a fenilbutazona foi o primeiro medicamento
introduzido deste grupo. Uma década mais tarde, foram desenvolvidos compostos
competitivos como o ibuprofeno e indometacina (s, Mas, a intengcdo ao langamento
do diclofenaco foi a sintese de uma droga com agao similar aguelas mencionadas,
todavia com maior atividade antiinflamatéria e melhor tolerabilidade. Ha que
ressaltar o diclofenaco, como inibidor potencial da formagéo de prostaglandinas,

prostaciclinas e tromboxanos, devido a sua agac sobre a cicloxigenase, pois com



apenas 5uM inibe 50% desta enzima (ICs ), a0 passo que a indometacina,
ibuprofeno e piroxicam necessitam de 15, 350 e 400 uM, respectivamente, para
obtengdo do mesmo efeito. Estas razbes sdo bastantes para sugerir-se que o
diclofenaco possa ter outros mecanismaos de agao além dos mencionados ss)

Contudo, estudos detalhados “in vitro” ( s, indicam o diclofenaco sem efeito
inibitério nos niveis da 5 e 15-lipoxigenase ou na fosfolipase A2 mas como
produtor da modulagdo significativa na formagdo e liberagdo de &cido
araquidodnico. Sob este aspecto o diclofenaco diminui a formagao e liberagédo de
acido araquiddnico, limitando sua disponibilidade e interferinde na via da
cicloxigenase.

Em resumo, a maior parte dos efeitos terapéuticos e colaterais dos
glicocorticdides e AINHs resulta na capacidade de diminuir a sintese de
leucotrienos, prostaglandinas e outros autacdéides, originados da membrana celular
lesada. Essas substancias sofrem acao das fosfolipases, que por sua vez formam o
acido araquiddnico.

Cabe ressaltar que, na pratica médica diaria, os glicocorticdides e AINHs tém
sido empregados em situagdes agudas e cronicas, em doses e periodos variaveis,
com indicagdes precisas ou, até paradoxalmente, em muitas vezes, como uso
indiscriminado de automedicagao.

A fase inflamatdria, condigcdo indispensavel a reparacdo, € de fundamental
importancia para o processo de cicatrizagao colénica. Assim, em caso de eventual
intercorréncia nessa fase, € possivel um retardo para cicatrizagdo, tornando a
sutura susceptivel a deiscéncia (s,

Mas, estudos demonstraram que a cicatrizagdo no intestino grosso é
deficiente em relagdo ao intestino delgado, acreditando-se que a redugdo na
sintese de colageno seja devida a uma vascularizagdo menos intensa. E relevante

correlacionar-se este fato com maior indice de deiscéncia das anastomoses no

COlon( 31,46,56 )



A necessidade de se comprovar a existéncia de substancias que interfiram
na reparacao tecidual justifica o estudo da agdo dos antiinflamatérios, durante a
fase inflamatoria do processo cicatricial, das anastomoses colénicasss s

Visando o estudo da fase inflamatodria da cicatrizagdo, utilizou-se a avaliagde
do processo inflamatério, pelo Azul de Evans e pela resisténcia da cicatriz a
pressdo necessaria, para ocasionar a ruptura da parede colénica apds a insuflagdo
de ar, quando entdo se torna possivel quantificar a pressao necessaria para vencer
sua resisténcia (1132.3s).

Por ser o Azul de Evans um corante constituido por sal organico, diazo-
tetrassédico, com peso molecular de 960,8 daltons, também conhecido como T-
1824, é utilizado em numerosas investigagdes clinicas,-devido sua alta afinidade

P o \-‘v‘-"‘\'

com albumina plasmatica, conforme foi descrito po( Herber M. Evans(m, ' 1 —

Inicialmente usado para a determinagao daWEmw} ‘este corante tem-se
mostrado Util na experimentacdo como método indireto de quantificagdo do
processo inflamatorio (10202327

O corante se liga a albumina plasmatica e reflete o teor de albumina e a
propria volemia, quando administrado por via parenteral, ao se distribuir por toda
rede vascular, no momento em que atinge maxima concentragcdo plasmatica. Ato
continuo, segue-se uma fase farmacocinética, caracterizada pela transferéncia do
corante das proteinas plasmaticas para as proteinas tissulares, fase em que o
corante reflete a intensidade do processo vascular local.

Observe-se que, durante a primeira fase da cicatrizagdo, ha alteragao da
permeabilidade vascular, fator determinante da passagem do corante para os

tecidos, condicdo que permite estimar a intensidade do processo inflamatério

relacionado a cicatrizagao (3.

1‘)
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2 OBJETIVO / {
O objetivo deste trabalho reside na avaliagdo dos possiveis efeitos da

hidrocortisona ( glicocorticéide ) e do diclofenaco potassico ( AINH ), na fase

inflamatoria da cicatrizagdo colénica em ratos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

COLE, ORBISON, HOLDEN, HANDOCK e LINDSAY, em 1951, avaliaram a
acao da hidrocortisona sobre a cicatrizagdo de pele em cées, através de estudo
histolégico. Concluiram que altas doses de glicocorticoide retardam o

desenvolvimento de todos 0s elementos do tecido conectivo.

Em 1955, CASTER, SIMON, e ARMSTRONG avaliaram a concentragéo
tissular e plasmatica do corante Azul de Evans em diferentes tecidos de ratos
Wistar. Administraram 2ml do corante a 1% por via endovenosa e, em periodos pré-
estabelecidos, recolheram amostras de diversos tecidos. Extrairam o corante e
observaram-no em: 16% no plasma, 30% na pele, 13% no musculo, 12% no figado,
9% no esqueleto e 20% nos demais tecidos. Estes resultados poderiam estimar o

volume plasmatico de uma determinada quantidade de tecido em ratos.

STEELE e WILHELM, em 1966, estudaram a permeabilidade vascular em
reagbes inflamatorias de pele, produzidas por diversos agentes quimicos em
cobaias, atraves de administragdo endovenosa de Azul de Evans. Constataram:
agentes agressores aumentavam a permeabilidade vascular e o eritema formado se
relacionava a vasodilatagao local e ao aumento da permeabilidade vascular, através

da exsudac¢ao do corante.

Em 1967, REHDER e ENQUIST avaliaram a cicatrizagdo de pele em ratos e
cobaias, submetidos a terapia com corticosterdide, administrado por via subcutanea,
nas doses de 2,5 e 25 mg/Kg, através de estudo histopatologico, forga de tenséo e
dosagem de hidroxiprolina. Concluiram que as complica¢des pds-operatérias foram
mais frequentes em ratos, as alteragbes na forgca de tensdo e na quantidade de

colageno na ferida foram semelhantes em ambas espécies.
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Em 1968, CRONIN, JACKSON e DUNPHY, em estudo experimental ,
avaliaram a pressdo de ruptura a insuflagdo e a quantidade de colageno na
cicatrizagdo coldnica. Concluiram que, ao 3.° dia pés-operatério, o colageno e a
pressao de ruptura a insufiagdo encontram-se diminuidos devido ac metabolismo do

colageno.

EHRLICH e HUNT, em 1968, demonstraram, em ratos, que a vitamina A inibe
os efeitos deletérios do corticosterdide sobre a cicatrizagao de pele e, em 1969, que
0 uso de esterdides anabolizantes inibe a agdo de corticoides sobre a forga de

tensdo de feridas.

WISE, MCcALISTER, STEIN e SCHUCK, em 1975 compararam a
cicatrizagao de anastomoses em intestinos, delgado e grosso, quanto a pressao de
ruptura a insuflagéo, vascularizagéo e quantidade de colageno. Concluiram que no
colon a quantidade de colageno e a vascularizagdo sdo inferiores as do intestino

delgado, no local da anastomose.

Em 1978, JIBORN, AHONEN e ZEDERFELDT compararam a forga de
ruptura e de explosdo e a quantidade de colageno, em anastomoses coldnicas
realizadas em plano unico, com suturas continuas e interrrompidas em ratos.
Constataram, ainda, reducéo da pressao de ruptura a insuflacdo, da tenséo de
ruptura por estiramento e da quantidade de colageno, ao 7.° dia de pos-operatorio,

nas suturas continuas no colon.

BERNAUER, em 1980, utilizou o Azul de Evans, devido a rapidez de sua
difusdo transcapilar em sua forma livre, com a finalidade de evidenciar areas
miocardicas nao isquémicas, apos a ligadura de vasos coronarianos. Perfundiram o

sistema coronariano com Azul de Evans, submetem o miocardio a extragdo do
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corante com 4&cido cloridrico, benzalcénio e cloroformio. Realizou o estudo
espectrofotocolorimétrico da solugdo de extracdo e observou que as areas
isquémicas tiveram coloragdo normal, sendo que o restante tingiu-se de azul
escuro. Neste método, o Azui de Evans abandona 0s vasos rapidamente e se fixa
nos tecidos, enquanto que no animal, enquanto tecido vivo, o corante liga-se a
proteinas plasmaticas, de maneira que o extravasamento do complexo corante-

albumina reflete a alteragio da permeabilidade capilar.

Em 1983, GREEN, JOHNSON, MARCHESSAUT e GATTO avaliaram a
farmacocinética de moleculas exogenas e o fluxo transcapilar do Azul de Evans,
através de distribuicdo e concentragdo tissular do corante, em cobaias. Concluiram
que a diminuigdo intravascular do Azul de Evans corresponde ao aumento da

guantidade do corante nos compartimentos tissulares.

Em 1984, ASZODI e PONSKY avaliaram os efeitos dos corticosterdides sobre
a cicatrizacdo de anastomoses intestinais em ratos, através do estudo da pressao
de ruptura a insuflagdo, da histologia e da microangiografia. Constataram que
doses de 5 mg/Kg de peso corporal de corticosteroide reduziram a pressao de
ruptura a insuflagdo nos segmentos intestinais, entre 0 4.° e 7.° dias de observagao

pos-operatoria.

DIWAN e KULKARNI, em 1986, compararam os efeitos de 5 AINHs (aspirina,
fenilbumetasona, indometacina, ibuprofeno e acido efenamico) e da dexametasona
sobre a cicatrizagdo de feridas. Observaram que: a dexametasona retardou
significativamente a contragao e epitelizagdo das feridas cirurgicas, a aspirina e a
indometacina comprometeram somente a contragdo, o acido efenamico reduziu o
periodo de epitelizagdo e alterou a concentragdo de colagenc marginalmente, os

outros AINHs em nada alteraram, exceto a indometacina, a dexametasona e os
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AINHs que reduziram o granuloma e a forgca de ruptura nas feridas, mas a
dexametasona suprimiu significativamente a cicatrizacdo, enquanto o efeito pro-
epitelizante do acido efenamico pode ser benéfico na cicatrizacdo de queimaduras e

enxertos de pele.

GARDNER, em 1986, propds a utilizagdo de um micrométodo para a analise

da concentragdo plasmatica do corante Azul de Evans.

Em 1988, TODD e SORKIN estudaram as possiveis formas de administracdo
do diclofenaco: oral, retal e intramuscular. Essa droga tem vida media curta, o que
limita o seu potencial de acumulo. Como analgésico tem rapida distribuigdo e longo
periodo de agdo, mas quando administrado por via intramuscular pode ser
comparado a narcéticos e combinagdes antiespasmaodicas no tratamento de célica
biliar e renal. Observaram que & bem tolerado quando comparado aos outros AINHs

e raramente produz ulceragdes gastrointestinais ou outros efeitos colaterais.

Em 1990, DOSTAL e GAMELLI avaliaram os efeitos de doses equipotentes
de dexametasona, hidrocortisona e metilprednisolona sobre a cicatrizagdo de pele
em camundongos. O succinato de hidrocortisona foi utilizado em doses de 20, 100,
200 e 400 mg/Kg de peso corporal, o que equivale a doses humanas com variagao
entre 167 a 33,3 mg/Kg de peso corporal por dia. Sugeriram que apenas a

hidrocortisona e a dexametasona reduzem a forga de tensdo das feridas.

KORUDA e ROLANDELLI, em 1990, publicaram revisdo sobre o estudo

experimental de cicatrizagao de anastomoses coldnicas.
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BRASKEN, em 1991, demonstrou importante decréscimo do metabolismo
local durante a cicatrizagdo de célon em ratos. Constatou que, até o 3.° dia de pos-
operatorio, as fibras coiagenas nao se acumulam dentro da linha de anastomose,
mas ha apenas cicatrizagédo lenta da mucosa, com suscetibilidade maior a infecgéo

neste periodo.

Em 1991, MASTBOOM, HENDRIKS, ELTEREN e BOER realizaram estudos
experimentais com a finalidade de avaliar a influéncia de antiinflamatérios sobre a
cicatrizacao intestinal em ratos. A metilprednisolona ( 2,5 e 10 mg/Kg de peso
corporal por dia) favoreceu o aparecimento de abscessos peri-anastomoéticos com
maior freqiéncia em ileo, porém nao reduziu a pressao de ruptura a insuflacdo nem
a dosagem de hidroxiprolina nos segmentos anastomaéticos, tanto no célon como no
ileo. Concluiram que a administracao a curto prazo de metilprednisolona néo afeta a
cicatrizacdo intestinal aos 3.° e 7.° dias de observagao pos-operatdria. Com o uso
de AINHSs ( piroxican, ibuprofeno, aspirina € indometacina ), observaram altas taxas
de morbidade e mortalidade. Ainda constataram que o piroxican e o ibuprofeno
minimizaram a redugdo do colageno no segmento intestinal,observada na amostra
do grupo controle, ao 3.° dia de pés-operatorio. Concluiram que os AINHs podem
limitar a degradacéo de colageno nas anastomoses colénicas, ndo obstante podem,

concomitantemente, aumentar a suscetibilidade dos ratos a infecgéo.

Em 1991, SOUZA, SOARES e APRILLI avaliaram os efeitos do diclofenaco
sodico sobre a cicatrizago intestinal em coelhos. Administraram a droga ( 3mg/Kg
de peso corporal por dia ) por via intramuscular. O sacrificio foi realizado aos 3.°,
7° e 14° dias de pos-operatério. Estudaram a cavidade peritoneal

macroscopicamente, a forga de ruptura, a concentragéo de hidroxiprolina e o



16

histopatologico das anastomoses. Observaram deiscéncia da anastomose,
peritonite seguida de morte, somente nos grupos submélidos a terapia. O
diclofenaco reduziu a for¢a de ruptura no segmento anastomotico, ao 7.° dia de pos-
operatorio. Com base nestes resultados concluiram que este AINH prejudica a

cicatrizacao de anastomoses intestinais.

Em 1882 HASS NAKANISHI, Mac MILLAN e JORDAN utilizaram o Azul de
Evans, para avaliar um modelo de inflamagéo orofacial aguda, pela a¢do do éleo de

mostarda.

OBATA, KOBAYASHI, OKADA, NAKAGAWA, TERAWAKI e AISHITA, em
1992, estudaram a exsudacgao plamatica por dano vascular, nas vias aéreas e no
pulmdo de cobaias, através da dosagem do Azul de Evans. Constataram

concentragcao aumentada de corante na presencga da les&o.

!

A

Em 1994, CORVALON demonstrou a aplicagdo do micrométodo
espectrofotocolorimétrico para determinagado das concentragées em ug de Azul de

Evans, em plasma e tecido colonico de ratos Wistar.

Em 1994, HAJAR utilizou o Azul de Evans para avaliar a permeabilidade
vascular na colite induzida por acido acético a 10% em ratos Wistar. Observou
correlagdo das alteragdes histoloégicas encontradas no colon, apds instilagdo do
acido acético, com as concentragdes tissulares do corante Azul de Evans, a partir

do 7.° dia de pos-operatério.

FURST, STROMBERG, BLATCHFORD, CHRISTENSEN e THORSON, em
1994 estudaram a pressao de ruptura a insuflagdo de anastomoses colénicas em

ratos, submetidos a terapia com corticosterdide. Ao 4.° dia de observagdo nao
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houve diferengas significativas entre o grupo controle e o experimento. Ac 6.°, 8°e
20.° dias de po6s-operatdrio, constataram redugao significativa na pressao, suficiente

para romper ¢ célon, nos grupos submetidos a terapia.



4 MATERIAL E METODO
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4. MATERIAL E METODO:

O presente estudo foi desenvolvido no laboratério do Instituto de Pesquisa
em Cirurgia Dr. Egas Penteado lzique, do Setor de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Parana e no laboratério de Imunologia e Microbiologia da

Faculdade Evangélica de Medicina do Parana.

‘ -
Seguiu-se as normas da Noémina Anatémica e os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal do International Council for Laboratory Animal Science

(1990) e

Foram utilizados 56 ratos machos ( Ra_ttus norvergicus, Rodentia mammalia ),
da cepa Wistar-Tecpar, pesando entre 250 e 385 g, fornecidos pelo biotério do

Instituto de Tecnologia do Parana ( TECPAR-PR ).

Os animais foram observados, durante 10 dias, quanto as suas
condigbes gerais de saude, recebendo racdo para ratos ( Nuvilab CR1, Nuvital

Nutrientes Ltda.) e agua ad libitum.

4.1 DIVISAO DOS GRUPOS:

Os animais foram, aleatoriamente, divididos em trés grupos:

Grupo C ( controle ): 17 animais, os quais foram submetidos a uma injeg¢ado
IM diaria de soro fisiolégico, pelo periodo de 10 dias. A posteriori divididos em dois
subgrupos: Ca, com 8 animais, sacrificados ao 3.° dia pés-operatério e Cb, com 9

animais, sacrificados ao 7.° dia pés-operatorio.
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Grupo E1 ( glicocorticéide ): com 18 animais, que receberam hidrocortisona
por via intraperitoneal, no quadrante inferior direito do abdome, em dose de 10
mg/Kg/dia, durante 10 dias. A posteriori subdividido em dois subgrupos: E1a, com 9
animais, sacrificados ao 3.° dia pos-operatério € E1b, com 9 animais, sacrificados

ao 7.° dia pés-operatorio.

Grupe E2 ( diclofenaco potassico ): com 21 animais, que receberam
diclofenaco potassico por via intramuscular, em dose de 5 mg/Kg/dia, durante 10
dias. O grupo foi subdividido em dois subgrupos: E2a, com 11 animais, sacrificados
ao 3.° dia pos-operatorio e E2b, com 10 animais, sacrificados ao 7.° dia pds-

operatorio.

4.2 JEJUM PRE-OPERATORIO:

Todos os ratos foram submetidos a jejum para soélidos, pelo periodo de 24

horas antes da operacao.

4.3 PREPARO MECANICO DO COLON:

Foi realizada administragao de 20 ml de solugao de manitol a 20%, 12 horas

/
antes do ato operatorio, através de sonda orogastrica ( Fig 2 ). Sob anestesia geral,
ato continuo, foi realizada lavagem intestinal retrégrada, por meio de sonda, com

40 ml de soro fisiolégico, antes do inicio do experimento ( Fig. 3).
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Fig.2 Administragdo de solugdo de manitol a 20%, por meio de sonda
orogastrica

Fig.3 Lavagem mecanica do cdlon, por via retrégrada
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4.4 ANTIBIOTICOPROFILAXIA:

Usou-se cefoxitina sodica ( Mefoxin® ), por via intraperitoneal, em dose de 15

mg/kg peso, uma hora antes da operagao.

4.5 ANESTESIA:

Os ratos foram anestesiados com tiopental sodico ( Thionembutal® ) a 2,5%,

por via intraperitoneal, em dose de 0.15 ml/100g de peso.

4.6 PROCEDIMENTO CIRURGICO:

ApGs a anestesia,0os animais foram submetidos a tricotomia da regido
abdominal e a pesagem. Imobilizados em decubito dorsal, sobre uma prancha de
madeira, procedeu-se a laparotomia mediana em condigbes assépticas ( Fig. 4 ).
Apo6s inspec¢ao cavitaria , identificagdo e isolamento do intestino grosso, seccionou-
se 0 colon a 5cm da borda anal ( Fig.5 ). A reconstituicdo do transito intestinal foi
feita com anastomose término-terminal em plano total de sutura, com 10 pontos

separados ( Fig. 6 ). O fio utilizado para sutura foi a poliglactina 5-0.



Fig.4 Incis@o mediana com exposi¢ao da cavidade

Fig.5 Secgao do célon a 5 cm da borda anal

23
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Fig.6 Anastomose colo-célica término- terminal

Apoés a revisdo da cavidade, procedeu-se a sintese da parede abdominal com
pontos totais de polipropileno 4-0, seguida de curativo seco oclusivo.

O procedimento cirdrgico teve um tempo médio de 20 minutos, por animal,
apdés a recuperagdo anestésica, os animais foram mantidos em gaiolas,
permanecendo em jejum por 12 horas, quando entdo passaram a ter livre acesso a
agua. A ingestéo de ragao padrdo se deu 24 horas ap6s o procedimento cirurgico.

Os animais foram observados diariamente.

4.7 INOCULAGAO DO CORANTE AZUL DE EVANS:

Aocs 3.° e 7.° dias de pos-operatorio, os animais foram submetidos a
inoculagdo do corante vital Azul de Evans, na concentragdo de 20 mg/Kg de peso,
por pungdo da veia dorsal do pénis, 8 horas antes do sacrificio, |( 102¢|). Este

procedimento foi feito sob anestesia inalatéria com éter dietilico ( Fig.7 ).
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Fig.7 Inoculagao do corante Azul de Evans

4.8 SACRIFICIO:

Sob anestesia inalatoria, nos dias estipulados para o sacrificio, os animais
foram submetidos a relaparotomia. Alteragdes, como bloqueios inflamatoérios,
abscessos ou deiscéncias foram cuidadosamente pesquisados.

Isolado o coélon e identificada a area de anastomose, foi retirado um‘
segmento com 4 cm de comprimento, interessando anastomose em sua regido

central (Fig.8).
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Fig.8 Pega cirurgica contendo a anastomose

4.8.1 Pressao de ruptura a insuflagao:

As pecas cirurgicas foram submetidas ao estudo da resisténcia a forga de
explosdo, o processo consistiu na oclusao da extremidade proximal da alga
intestinal, sendo a extremidade distal adaptada a um cateter conectado a um
sistema com fluxo continuo, de 0.5 I/min de ar comprimido, € a uma coluna de

mercurio, para aferir a pressao de explosao is33) ( Fig.9e 10).
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Fig.10 Pecga cirurgica preparada para determinag¢do da pressdo de ruptura por
distensao
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4.9 ESTUDO FOTOCOLORIMETRICO:

Tabulados os valores obtidos, as pegas foram envoltas em papel aluminio e
enviadas ao laboraidrio, para determinagao da concentragao do corante Azul de
Evans. As pecas foram pesadas para estipular a quantidade de formamida
necessdaria a extragdo do corante ( Formamida= 4ml/g de peso da pega ). Os
fragmentos foram colocados na formamida e levados a estufa a 22° C, pelo periodo
de 24 horas.

O produto da extragdo foi submetido a estudo espectrofotocolorimétrico.

Obteve-se a concentragéo do corante em pg/g de tecido, apds realizagéo do calculo

de regressao linear, para a leitura das amoslra\é*- (10,26

A\

410 ANALISE ESTATISTICA:
Os resultados das amostras foram submetidos a analise estatistica com:

1-Teste de Mann-Whitney, para duas amostras independentes( Lewis, 1978 ),
com o intuito de comparar os resultados do 3.° com o 7.° dias de pds-operatorio das
variaveis: pressao de ruptura a insuflagéo ( PRI ) e concentrag@o do corante Azul de
Evans ( AE ), nos grupos controle, experimento E1 e experimento E2.

E pertinente especificar que o uso deste tipo de teste se justifica pelo nimero
de amostras diferentes, embora ndo se pudesse afirmar que a distribui¢do delas
fosse normal.

2- Analise de variancia por postos “ H “ de Kruskall-Wallis ( Lewis, 1978 ) |
para comparar os resultados obtidos ao 3.° com os de 7.° dias de pos-operatorio,

separadamente, com relagao as variaveis: presao de ruptura a insuflagcéo ( PRI ) e
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concentragéo de Azul de Evans ( AE ) nos grupos controle , experimento E1 e
experimento E2.

Uma vez obtidos o0s H, como  significantes, utilizou-se,
compiementarmente, de um teste de comparagdes multiplas.

3- Estabeleceram-se os niveis de significancia dos testes a partir dos valores

calculados para “ U “ ( Mann-Whitney ) e “ H “ ( Krulall-Wallis ).



5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS
Na observagao pos-operatoria dos varios grupos para este estudo ndo houve,

clinicamente, sinais de complicagdes e ndo ocorreram 6bitos.

Tab.l Ratos, dos grupos controle ( C ), glicocorticéide ( E1) e diclofenaco
( E2), submetidos a anastomose de coélon, segundo os valores de pressdo de
ruptura a insuflagao ( PRI ), em mmHg, e concentragdo do Azul de Evans ( AE ),
em ug/g de tecido

C E1 E2

3.° r 3.° i 3.° .0

PRI | AE | PRI | AE | PRI | AE | PRI | AE | PRI | AE | PRI | AE

70 6338 130 4418 30 4683 50 3413 60 8803 210 3454
30 66,72 205 4875 25 5211 110 2265 10 4093 240 3520
90 6479 180 3660 32 4225 130 2131 0 4178 140 2781
30 4929 170 3532 20 31,51 115 2833 0 54989 170 39,08
80 20,77 170 3154 15 3873 90 2306 20 9124 200 3873
30 3379 180 56,30 10 2886 130 2202 O 4280 140 32,56
70 2834 190 5924 30 1568 50 3121 10 5279 160 3573
40 3503 170 2880 10 2182 150 1267 20 43,13 190 4929
170 4264 5 2235 120 1696 20 4754 190 53,87
40 5225 120 4049

70 4875

5.1 GRUPO CONTROLE

Nos animais sacrificados ao 3.° dia de pds-operatério, evidenciou-se, durante
inspec¢ao da cavidade abdominal, a presenca de intensa formagao de aderéncias na
area da anastomose, com a participacdo do epiplon, vesicula seminal e alcas
intestinais. Ao 7.° dia pos-operatorio, evidenciou-se a presenga de aderéncias em

menor intensidade em relagéo ao 3.°dia ( Fig. 11 e 12).



Fig.11 G.C. 3° P.O. Aspecto macroscépico

Fig.12 G.C. 7° P.O. Aspecto macroscépico

3z
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5.1.1 PRESSAO DE RUPTURA A INSUFLAGAO
A forga necessaria, para promover a ruptura do segmento, contendo a
anastomose, tanto ao 3.° dia ( grupo Ca ) como ao 7.° dia ( grupo Cb ) pés-

operatorio, consta da tabela Il

Tab.ii Ratos, dos grupos controie Ca e Cb, submetidos a determinacac da
pressao de ruptura a insuflagao no segmento da anastomose, em mmHg

Raton® | Ca I Cb
1 70 130
2 30 205
3 90 180
4 30 170
5 80 170
6 30 180
7 70 190
8 40 170
9 170
"r mCa wCh
200 +

180 +

PRI .
- l
.

Ratos

Fig.13 Pressao de ruptura a insuflag@o ( PRI ), em mmHg, no grupo controle
(CaeCb)



Utilizado teste de Mann-Whitney, a pressdo de ruptura a insuflacdo para U

calculado= 0,0 ( p<0,001) resultou do 7.° > 3.° dia de pds-operatério.

5.1.2 CONCENTRAGAO DE AZUL DE EVANS
A dosagem do corante Azul de Evans, ao 3.° dia ( grupo Ca ) e ao 7.° dia

( grupo Cb) pos-operatdrio, consta da tabela Il

Tab.lll Ratos, dos grupos controle Ca e Cb, submetidos a determinagao da
concentragao de Azul de Evans, em ug/g, no segmento da anastomose

Rato n° Ca Cb
1 63,38 44 18
2 66,72 48,75
3 64,79 36,60
4 49 29 353
5 20,77 31.54
6 33,79 56,30
7 28,34 59,24
8 35,03 28,80
S 42 64

70,00 mCa wChb
o0 | ]'
40,00 + . 1 T =

AE -
30,00 + I r
20,00 +
10,00 +
0,00 + 4 4 + + 4 + ¢ —i
1 2 3 4 5 6 7 ] 9
Ratos

Fig.14 Concentragao Azul de Evans ( AE ), em ug/g de tecido, no grupo
controle (CaeCb)
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Aplicado o teste de Mann-Whitney, a concentragdo de Azul de Evans, para U

calculado=34, ndo houve diferenga significante.

5.2 GRUPO SUBMETIDO A TERAPIA COM GLICOCORTICOIDE

Evidenciou-se, na inspe¢ao da cavidade dos animais sacrificados do grupo
experimento( E1a ), ao 3.° dia de pds-operatério, a presenga de aderéncias frouxas
em grande intensidade ( Fig.15 ) .

No grupo ( E1b ), sacrificado ao 7.° dia p6s-operatério, a mosiragem de
aderéncias frouxas se apresentaram em menor intensidade, diferente porém, com

caracteristicas mais firmes em relagao ao grupo ( E1a) ( Fig. 16).

Fig.15 G.E1a. 3° P.O. Aspecto macroscépico



Fig.16 G.E1b. 7.° P.O. Aspecto macroscoépico

5.2.1 PRESSAO DE RUPTURA A INSUFLAGAO
A forca necessaria, para promover a ruptura do segmento, contendo a
anastomose, tanto ao 3.° diade P.O. ( grupo E1a ) como ao 7.° diade P.O. ( grupo

E1b ) consta da tabela IV.

Tab.lV Ratos, dos grupos experimento E1a e E1b ( glicocorticéide ),
submetidos 4 determinagdo da pressdo de ruptura a insuflagdo, em mmHg,
nos segmentos contendo a anastomose

Raton® | Ela ] E1b
1 30 50
2 25 110
3 32 130
4 20 115
5 15 90
6 10 130
7 30 50
8 10 150
9 5 120




37

160 + pEla =E1b
140 +
120 + ™
100 4
PRI 80 1
60 4

20 + =

1 2 3 4 5 6 7 8 ]
Ratos

Fig.17 Pressdo de ruptura a insuflagao ( PRI ), em mmHg, no grupo
experimento (E1ae E1b)

Empregado o teste de Mann-Whitney, a pressdo de ruptura & insuflagao,

para U calculado=0,0 ( p<0,001) resultou do 7.°>3.° dia de pds-operatorio.

5.2.2 CONCENTRAGAO DE AZUL DE EVANS
A concentracdo do corante Azul de Evans, tanto ao 3.° dia ( grupo E1a )

como ao 7.° dia ( grupo E1b) de pos-operatorio, consta da tabela V.

Tab.V Ratos, dos grupos experimento E1a e E1b ( glicocorticdide ),
submetidos a determinagao da concentragao de Azul de Evans, em pg/g de
tecido, no segmento contendo a anastomose

Rato n° Ela E1b
1 46,83 34,13
2 52,11 22,65
3 42 25 21,31
4 31,51 28,33
5 38,73 23,06
6 28,86 22,02
7 21,82 31,21
8 15,68 12,67
9 2235 16,96
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Fig.18 Concentra¢do de Azul de Evans ( AE ), em pg/g de tecido, no grupo
experimento ( Elae E1b)

Utilizado o teste de Mann-Whitney, a concentragéo de Azul de Evans, para U

calculado=22, nao apresentou diferenca significante.

5.3 GRUPO SUBMETIDO A TERAPIA COM DICLOFENACO

Evidenciou-se, na inspecdo da cavidade dos animais sacrificados do grupo
( E2a ), ao 3.° dia de pos-operatorio, a presenga de aderéncias frouxas em grande
intensidade ( Fig.19).

Entretanto, no grupo sacrificado ao 7.° dia de p&s-operatério ( E2b ), as
aderéncias, embora frouxas, se apresentaram com menor intensidade; diferentes,

porém firmes em relagdo ao grupo ( E2a ) ( Fig. 20).



Fig.19 G. E2a. 3.°P.0. Aspecto macroscépico

Fig.20 G. E2b. 7.° P.O. Aspecto macroscépico
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5.3.1 PRESSAO DE RUPTURA A INSUFLAGAO
A forgca necessaria, para promaver a ruptura do segmento, contendo a
anastomose, tanto ao 3.° dia ( grupo E2a ) como ao 7.° dia ( grupo E2b) de pds-

operatorio, consta da tabela Vi.

Tab.Vl Ratos, dos grupos experimento E2a e E2b ( diclofenaco ), submetidos
a determinagdo da pressao de ruptura a insuflagédo, em mmHg, no segmento
contendo a anastomose

Rato n° E2a E2b
1 60 210
2 10 240
3 0 140
4 0 170
5 20 200
6 0 140
7 10 160
8 20 190
9 20 190
10 40 120
1 70 -
260 + aE2a wE2b
2004 ° 4 - .
160 1 [ ] [ ] 1
PRI 100 + [
-
50 +
0 — —— = 4 ey = ’ = ; ;
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
50 1

Ratos

Fig.21 Pressdao de ruptura a insuflagdao ( PRI ), em mmHg, no grupo
experimento ( E2a e E2b ).

Utilizado o teste Mann-Whitney, a pressdo de ruptura & insuflagéo, para U

calculado=0,0 ( p<0,001 ) resultou do 7°>3° dia de pos-operatorio.
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5.3.2 CONCENTRAGAO DE AZUL DE EVANS

A concentragdo do corante, em ug/g de tecido, tanto ao 3.° dia ( grupo E2a )
como ao 7.° dia ( grupo E2b) de pés-operatério, consta da tabela VII.

Tab.VIl Ratos, dos grupos experimento E2a e E2b (diclofenaco), submetidos a
determinagdao da concentragdao de Azul de Evans, em ug/g de tecido, no
segmento contendo anastomose

Raton® | E2a [ E2b
1 88,03 34,54
2 40,93 35,20
3 41,78 27,81
4 54 99 39,08
5 91,24 38,73
6 42 80 32,56
7 5279 35,73
8 43,13 49,29
9 47 54 93,87
10 52,45 40,49
11 48,75 .
100,00 mE2a E2b
92000+ o *
80,00 +
70,00 +
60,00 +

1 -+ | E ! L
3000 + ‘ .

20,00 +

10,00 +

0,00 1 # } + +- 1 + t }
1 2 3 4 ] 6 7 8 9 10 1"
Ratos

-—

Fig.22 Concentragao de Azul de Evans ( AE ), em ug/g de tecido, grupo
experimento ( E2ae E2b )
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Aplicado o teste de Mann-Whitney, a concentragao de Azul de Evans, para U

calculado=14 ( p<0,001) resultou do 3.°>7.° dia de pos-operatorio.

5.4 COMPARAGAO ENTRE OS GRUPOS CONTROLE E OS SUBMETIDOS A
TERAPIA COM GLICOCORTICOIDE E DICLOFENACO

5.41 PRESSAO DE RUPTURA A INSUFLAGAO

A ruptura do segmento, contendo a anastomose, ocorreu na linha de sutura,
tanto no grupo controle (Ca) como no grupo experimento ( E1a e E1b), ao 3.° dia de

pés-operatoério. ( Tab.VIIl, Fig.23 ).

Tab.VIil Ratos, dos grupos controle ( Ca ) e experimento ( E1a e E2a ),
submetidos a determinagdo da pressdao de ruptura a insuflagdao ( PRI ), em
mmHg, nos segmentos contendo a anastomose

Raton° | Ca | Ela | E2a
1 70 30 60
2 30 25 10
3 90 32 0
4 30 20 0
5 80 15 20
6 30 10 0
7 70 30 10
8 40 10 20
9 5 20

10 40
11 70
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Fig.23 Pressdo de ruptura a insuflacdao ( PRlI) nos grupos Ca, Elae E2a (

mm Hg ) nos segmentos contendo as anastomose

Aplicada a analise de variancia por postos de Kruskall-Wallis, a presséo de

ruptura a insuflagdo para H calculado=9,80 ( p<0.01 ), com teste de comparagdes

multiplas, demonstrou que Ca> E1a e E2a.

Ao 7.° dia, observou-se ruptura fora da linha de anastomose em 7 animais e,

na anastomose, em 2 animais ( Tab.IX, Fig. 24 ).

Tab.IX Ratos, dos grupos controle (Cb) e experimento ( E1b e E2b ),
submetidos a determinagdo da pressdo de ruptura a insuflagdo ( PRI ), em
mmHg, nos segmentos contendo a anastomose

Rato n®

SOONONEWN -

Cb
130
205
180
170
170
180
190
170
170

E1b
50
110
130
115
90
130
50
150
120

E2b
210
240
140
170
200
140
160
190
190
120
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Fig.24 Pressdo de ruptura a insuflagdo ( PRI ) nos grupos Cb, E1b e E2b
( mm Hg ), nos segmentos contendo a anastomose

Utilizada a analise de variancia por postos de Kruskall-Wallis, a pressdo de
ruptura a insuflagdo, para H calculado=14,72 ( p<0,001 ), com teste de
comparagdes multiplas, resultou que: E1b<Cb e E2b.

5.4.2 CONCENTRAGAO DE AZUL DE EVANS

Tab.X Ratos, dos grupos controle ( Ca ) e experimento ( E1a e E2a ),
submetidos a determinag¢ao da concentragao de Azul de Evans ( A E ), em pg/g
de tecido, nos segmentos contendo a anastomose

Raton® | Ca | Ela | E2a
1 63,38 46,83 88,03
2 66,72 o214 40,93
3 64,79 42 25 91,24
4 49 29 31,51 54,99
5 33,79 38,73 41,78
6 20,77 28,86 42 80
7 28 34 15,68 52,79
8 35,03 21,82 43,13
9 22,35 47 .54
10 5225
11 48,75
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Fig.25 Concentragao de Azul de Evans nos grupos Ca, E1a e E2a ( ug/g ), nos

segmentos contendo a anastomose

Aplicada a analise de variancia

por postos de Kruskall-Wallis, a

concentragdo de Azul de Evans, para H calculado=7,35 ( p<0,05 ), com teste de

comparagdes multiplas, demonstrou que: Ca e E1a<E2a.

Tab.Xl Ratos, dos grupos controle { Cb ) e experimento ( E1b e E2b ),
submetidos a determinacao da concentragao de Azul de Evans ( A E ), em ng/g

de tecido, nos segmentos contendo a anastomose

Raton® | Cb [ E1lb | E2b
1 4418 22,65 34,54
2 48,75 28,33 35,20
3 36,60 31,21 27,81
4 35,32 23,06 39,08
5 31,54 34,13 38,73
6 56,30 22,02 32,56
7 59,24 21,31 35,73
8 28,80 12,67 49,29
9 4264 16,96 53,87

40,49
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Fig.26 Concentra¢dao de Azul de Evans ( AE ) nos grupos Cb, E1b e E2b, em
pg/g de tecido, nos segmentos contendo a anastomose

Utilizada a analise de variancia, por postos de Kruskall-Wallis, a
concentracdo do Azul de Evans, para H calculado=15,24 (p<0,001), com teste de

comparagoes multiplas, resultou que: E1b< Cb e E2b.



6 DISCUSSAO



No presente estudo, utilizou-se como animal de experimentagcdo o rato da
linhagem Wistar-TECPAR por: apresentar baixo custo; ser de facil obtencdo e
manuseio; necessitar de pequena area de confinamento e permitir o usc de grande
numero de animais. Alem disso, na literatura existem modelos experimentais

definidos para avaliagdo de cicatrizagdo coldnica em ratos s s 12 18,2633 35.43 44 46.52)-

-

Outro fator determinante desta opgido deve-se a CORVALAN ( 1994 ) e HAJAR
(1994 ) por terem avaliado, respectivamente, a concentracéo plasmatica e tissular
do corante Azul de Evans, em colon de ratos Wistar, e a permeabilidade vascular na
colite induzida com acido acético a 10% em ratos, também através do uso do
corante.

Revisou-se a literatura e ndo se encontrou relatos da utilizagdo do Azul de
Evans, na avaliagdo do componente vascular da cicatrizagéo colénica, em ratos,
apos a terapia com antiinflamatorios.

Optou-se por este método para o estudo do componente vascular da
cicatrizag@o colonica em ratos, com bases na capacidade do Azul de Evans em se
combinar a albumina plasmatica, formando um complexo capaz de ultrapassar a
barreira endotelial, durante as alteragbes de permeabilidade vascular no processo
inflamatério, como demonstraram os estudos de STEELE e WILHEM ( 1966 ),
OBATA, KOBAYASHI, OKADA, NAKAGAWA, TERAWAKI e AISHITA ( 1992 ) e pela
avaliagdo da concentragao deste corante, em diversos tecidos, realizada por
CASTER, SIMON e ARMSTRONG ( 1955 ).

A via de administragéo do corante, o periodo para a retirada das amostras e
o meétodo para a determinagcdo do Azul de Evans, aqui utilizados, foram

preconizados por CORVALAN ( 1994 ).

2
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O processo cicatricial da anastomose coldnica foi avaliado indiretamente,
pela mensuracdo de pressdo de ruptura do segmento intestinal & insuflagdo. E
significativo o fato de este método de avaliagao ser de facil execugao, baixo custo e

De acordo com CRONIN, JACKSON e DUNPHY ( 1968 ), a quantidade de
colageno na cicatrizagcao da anastomose coldnica correlaciona-se com a pressio de
ruptura do segmento intestinal a insuflagao.

A escolha dos farmacos utilizados neste estudo justificou-se pelo fato de
seus efeitos, sobre a cicatrizagdo colonica, estarem pouco documentados na
literatura (217.42.4351). Ha referéncia apenas da acao dos glicocorticdides e dos

Ao 3.° dia de pos-operatorio, constatou-se em todos 0s grupos, ao avaliar-se
a cavidade abdominal, blogueio inflamatério com participagdo de epiplon, vesicula
seminal e al¢as delgadas. Enquanto que, ao 7.° dia de pos-operatdrio, os animais
apresentaram bloqueio inflamatério de menor intensidade e de aspecto mais firme
em todos 0s grupos.

Neste estudo experimental, nac foram observados macroscopicamente
abscessos perianastomaticos, o que esta de acordo com o relato de MASTBOOM,
HENDRIKS, ELTEREN e BOER ( 1991 ).

Ao contrario dos experimentos descritos por outros autores, deiscéncias de
anastomoses e Obitos n&o foram observadas no presente trabalhou;s; Acredita-se
que esta resposta se deva ao fato de que elevadas doses de medicamento, capazes

de causar graves intoxicacdes, nao foram utilizadas neste estudo e, também, devido
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ao uso de técnica cirurgica precisa, a fim de reduzir o trauma cirdrgico, promovendo
melhor cicatrizagdo.

Apurados os resultados da pressao de ruptura a insuflagéo ( PRI ), aos
32 e 7° dias de pos-operatério, e analisados o0s valores pelo teste de Mann-
Whitney, observaram-se diferengas significantes, tanto no grupo controle quanto
para os grupos experimento. Os valores, ao 7.° dia poés-operatorio, foram
significantemente maiores do que os ao 3.° dia de pés-operatério, 0 que esta de
acordo com a literatura, 1732, . Entretanto SOUSA, SOARES e APRILLI, em estudo
experimental em coelhos, concluiram que o diclofenaco reduz a tensdo de ruptura
por estiramento da anastomose coldnica, ao 7.° dia de pds-operatdrio.Todavia,
BRASKEN ( 1991 ) demonstrou que até o 3.° dia de pds-operatorio, as fibras
colagenas nao se acumulam dentro da linha de sutura, havendo apenas
cicatrizagdo lenta da mucosa. Essa condi¢do sugere que a estabilidade da
anastomose coldnica, neste periodo, deve-se a presenga apenas do fio de sutura,
que por sua vez explica sua maior fragilidade, ocorrendo sempre a ruptura neste
local. De outro modo, ao 7.° dia de pds-operatorio, as alteragcdes no metabolismo do
colageno garantem a resisténcia da sutura, de maneira que a ruptura do segmento
coldnico ocorra quase sempre fora da linha de anastomose.

Para os valores da concentragdo de Azul de Evans  ( AE ), o mesmo teste
mostrou diferenga significante apenas para o grupo experimento que recebeu
diclofenaco, evidenciando que os valores ao 3.° dia foram significantemente maiores
do que ao 7.° dia. Esse fato se caracteriza como resposta que se pode explicar pela
forma de agao do diclofenaco na cadeia do acido araquidénico, por ser um inibidor

da cicloxigenase. Este fato resulta na ndo produgdo de prostaglandinas, fator de
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possivel aumento da formagdo de leucotrienos com aumento da permeabilidade
capilar. Desta forma se explica a maior presenga de corante na regido da
anastomose, como ficou demonstrado ao 3.° diade P.O.(21)

Observados os resultados da pressao de ruptura a insuflagéo ( PRI ), ao
comparar os trés grupos, a analise de variancia de Kruskall-Wallis mostrou que os
valores do grupo controle foram significantemente maiores do que os dos grupos
experimento, ao 3.° dia pos-operatorio. Este fato coincidiu com os experimentos de
ASZODI e PONSKI ( 1984 ), quando estudaram os efeitos dos glicocorticoides na
cicatrizagao, mas esses estudos nao corresponderam aos demais encontrados na
literatura, 1743, O grupo experimento que recebeu diclofenaco apresentou também
PRI significantemente menor que o grupo controle, durante o mesmo periodo de
observagdo. A mesma comparagao, ao 7.° dia, mostrou que os valores do grupo
experimento, que recebeu glicocorticéide, foram significantemente menores que 0s
do grupo controle e do grupo experimento, que recebeu diclofenaco, coincidindo
com o0s resultados obtidos por FURST, STROMBERG, BLATHFORD,
CHRISTENSEN e THORSON (1994 ), ao realizarem estudo com glicocortcéide.

No grupo que recebeu glicocorticéide, houve ruptura fora da linha de
anastomose em 7 animais e, em 2 animais, ocorreu ruptura na anastomose. Sugere-
se que este fato se deva a um retardo mais acentuado na fase inflamatéria do
processo cicatricial.

Observados os resultados da concentragado de Azul de Evans, ao 3.° dia, os
valores do grupo experimento, que recebeu glicocorticdide, foram significantemente
menores do que 0s do grupo que recebeu diclofenaco. Com relagdo ao controle, os

valores foram menores, porém sem serem significantes. Ao 7.° dia, esses foram,
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também, significantemente menores do que 0s do grupo experimento, que recebeu
diclofenaco, e também menores que os do controle. A menor concentracdo do
corante, no grupo que recebeu glicocorticoide, sugeriu a presenca de alteracoes
vasculares mais acentuadas em relagdo aos demais grupos, 0 que nao foi
evidenciado por ASZODI e PONSKI ( 1984 ), através de microangiografia. Supde-
se que o diclofenaco atue sobre a fase inflamatoéria da cicatrizagao, pois interfere na
vasodilatagdo e altera a permeabilidade vascular (2, Observando-se contudo que
na literatura ndo foram encontrados relatos que servissem de parametros para
comparagoes.

Essas razdes sao bastantes para acreditar-se que a atuagao do diclofenaco
ocorra devida a atuacdo das duas drogas em vias diferentes. Pois, enquanto o
glicocorticoide interfere na cadeia do acido araquidnico, agindo sobre a fosfolipase
A2, fator de diminuigao a formagao de prostaglandinas e leucotrienos, o diclofenaco
interfere na cicloxigenase, alterando apenas a formag&o de prostaglandinasg;
22,23,33,35,36,40,52 )-

Com efeito, norteado pelos resultados obtidos, pode-se afirmar que o
glicocorticoide interfere com maior intensidade na fase inflamatéria da cicatrizagao
do que o diclofenaco, em virtude de sua agao farmacolégica, alterando a
distribuigdo dos leuctcitos periféricos, inibindo a fungdo de macréfagos e leucacitos
nos tecidos e atuando sobre a fosfolipase A2. O bloqueio desta enzima faz com que
ndo ocorra a formacéo de endoperdxidos ciclicos e leucotrienos, razao de néo haver
dilatagcdo e aumento da permeabilidade capilar, enquanto que o diclofenaco
interfere apenas na formagao de prostaglandinas, agindo apenas na constricao

capilarg 1821222433 353837 38 405354 18l hipotese fica reforgcada pela comparagéo da
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concentragdo tissular do Azul de Evans e da pressao de ruptura a insuflagédo, nos
segmentos coldnicos dos grupos submetidos a terapia medicamentosa.

Como perspectivas futuras ha a possibilidade de estudar os efeitos destas
drogas administradas durante todas as fases do processc de cicatrizagdo, bem

como a associagao de outras variaveis, como a infecgao e choque.



7 CONCLUSAO
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7. CONCLUSAO

Pelo estudo dos efeitos da hidrocortisona e do diclofenaco, na fase
inflamatéria da cicatrizacdo de anastomoses coldnicas de ratos, julga-se poder

concluir que:

1 A hidrocortisona proporcionou acentuada diminui¢do da concentragao
tissular do corante Azul de Evans e da pressdo de ruptura a insuflagdo, no
segmento anastomético, ao 3.° e 7.° dias de P.O., o que evidenciou sua
interferéncia na fase inflamatcria da cicatrizagéo coldnica em ratos.

2 O diclofenaco potassico aumenta a concentragao tissular do corante Azul
de Evans e reduz a for¢a de ruptura a insuflagdo do segmento, que contém a
anastomose ao 3.° dia de P.Q. Ao 7.° dia, nenhuma alteragdo foi observada, o que
demonstra menor efeito deletério dessa droga, na fase inflamatéria da cicatrizagao
coldnica em ratos.

3 A pressao de ruptura a insuflagdo foi maior ao 7.° dia que ao 3.° dia, em

todos os grupos.
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