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Resultados

Resultados exigem esforgo, paciéncia e constancia.
Suspeite de promessas miraculosas e solugdes instantaneas.
Duvide de receitas e formulas para a conquista da felicidade.

Fraqueza, fadiga e ferrugem custam a ceder,
Depois que se instalam no corpo, ha mente e no espirito,
Somente forga, folego e flexibilidade podem produzir mudanca.

Otimismo s6 é util onde existe agao planejada.
Pensamento positivo sé funciona acompanhado de muito trabalho.
Sem objetivos e prazos bem definidos, esperanga € pura iluséo.

Acredite em fatos, ndo em intencgdes;
Acredite em atitudes, ndo em discursos;
Acredite em posturas éticas, ndo em regras de moral para “os outros” seguirem;
Acredite em fazer acontecer, ndo em esperar que acontega;
Acredite na forga da criatividade, ndo no tamanho dos obstaculos.

O que importa sao as tentativas — e ndo os acertos.
As vezes que a gente se levanta contam muito mais do que as que a gente cai.
O prazer de continuar buscando é infinitamente maior do que o sucesso de alcangar.

Toda transformacédo comeca sempre caodtica e desconfortavel.
Os caminhos conhecidos s&o seguros e faceis,
Mas s6 conduzem aos lugares onde ja estamos — e nao desejamos ficar.

O caminho do novo é cheio de riscos, surpresas e cansaco,
Mas sempre premia os que o escolhem,
Com a chance de um dia realmente experimentarem,
A vida que imaginaram viver.

Geraldo Eustaquio de Souza
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi conhecer o efeito da nicotina na cicatrizagao da parede
abdominal de ratos lactentes. Ratas prenhas foram divididas aleatoriamente em dois
grupos; o primeiro grupo recebeu nicotina (GN) e o segundo grupo recebeu solugéo
fisiologica a 0,9% (GC), a partir da constatacdo da gravidez e durante toda a
lactagao. Utilizou-se 60 ratos lactentes Wistar, divididos igualmente em 2 grupos,
produto de mées que receberam nicotina na dose diaria de 2mg/kg de peso ao dia,
durante a gestacao e lactagdo e os demais ratos produto de maes que receberam
solucgao fisiolégica a 0,9%, durante o mesmo periodo. Cada grupo foi dividido em
dois subgrupos, com 15 animais cada, de acordo com o intervalo de tempo utilizado
para a avaliagdo. Apos o término do periodo de lactagéo (21 dias), todos os animais
foram submetidos a laparotomia transversa e submetidos ao fechamento musculo-
aponeurotico. As afericdes foram realizadas no 7.° e no 21.° dias de pds-operatério,
quando os animais foram sacrificados, 15 animais de cada subgrupo. Foram
retirados os retalhos da parede abdominal contendo a linha de sutura, os quais
foram submetidos a tensiometria (tensdo, forca maxima e forca de ruptura); ao
estudo da morfometria do colageno (colageno tipo | — maduro e colageno tipo Il —
imaturo) e ao estudo de imunoistoquimica de miofibroblastos e vasos sanglineos.
Os resultados permitiram concluir que no subgrupo nicotina sacrificado no 7.° dia de
pos-operatorio (N7), a avaliagcdo tensiométrica demonstrou, reducdo da forga
maxima (p=0,0060), da for¢ca de ruptura (p=0,0047) e da tensdo (p=0,0493). Na
avaliagcdo da morfometria do colageno do subgrupo N7 houve diminuicdo da
deposigao do colageno tipo | (maduro) (p=0,0079) e aumento da deposicdo do
colageno tipo Il (imaturo) (p=0,0079) e no estudo imunoistoquimico para o
subgrupo N7, encontrou-se a redugdo do numero de miofibroblastos (p=0,007) e do
numero de vasos sanguineos (p=0,031). Para o subgrupo nicotina avaliado no 21.°
dia de pos-operatorio, na avaliagao tensiométrica, observou-se a diminuicdo da forca
de ruptura (p=0,0007) e da tensao (p=0,0056).

Palavras-chave: Angiogénese, Cicatrizagado, Colageno, Laparotomia,
Miofibroblastos, Nicotina, Tensiometria.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyse the effects of nicotine, on the healing of
abdominal wall, weaning newborn rats were assessed. Pregnant rats were divided
into two groups, one of the groups was administered subcutaneous nicotine at dose
of 2mg/kg/day, during pregnancy and lactation (NG) and the other, control group
(CG), received saline solution at the same period of time. Sixty baby rats were
weaned at 21 days and the transverse laparotomy was performed. Each group was
divided into two subgroups (containing 15 baby rats each one), in accordance with
the date when the surgical scar was analyzed, on the 7" day of postoperative, control
subgroup C7 and nicotine subgroup N7, or 21° day of the postoperative, control
subgroup C21 and nicotine subgroup N21. The surgical scar in the healing area was
analysed by tensiometric study assessed the maximum strength, rupture strength
and tensile strength. Histological analysis using collagen morphometry and
immunohistochemistry technique for blood vessels identification and for
myofibroblasts identification. The results allowed the conclusion that the animals
which received nicotine on 7" postoperative day presented smaller of maximum
strength (p=0,0060), rupture strength (p=0,0047) and tensile strength (p=0,0493).
The collagen morphometric on 7" postoperative day study presented smaller
deposition of collagen type | (p=0,0079) and increased deposition of collagen type Il
(p=0,0079) and the immunohistochemistry analysis on 7™ postoperative day
presented smaller number of myofibroblasts (p=0,007) and smaller number of blood
vessels (p=0,031). Subgroup nicotine on 21% postoperative day presented smaller
rupture strength (p=0,0007) and tensile strength (p=0,0056).

Key-words: Angiogenesis, Collagen, Healing, Laparotomy, Myofibroblasts, Nicotine,
Tensiometry.
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUGAO

Com a crescente preocupacao e o debate permanente sobre os efeitos
nocivos do tabagismo no organismo humano, muita atengao tem sido dispensada as
consequéncias médicas adversas do ato de fumar. O custo com as doencas ligadas
ao tabaco consome consideraveis recursos destinados a area da saude em nosso
pais. As doencgas cardiovasculares e respiratérias associadas sdo bem conhecidas;
menor importancia tem sido dada as complicagdes cirurgicas associadas com o
habito de fumar (COSTA e SILVA, 1990; SACHAR, GOEL e WEISS, 1998).

O Instituto Nacional do Céancer (INCA) estima que um ter¢o dos brasileiros
adultos fumam, e aproximadamente 11,2 milhdes deles, sdo mulheres. Noventa por
cento delas tornam-se dependentes em idade jovem, e a taxa de incidéncia de
fumantes é alta nas idades entre 20 e 49 anos. O alto consumo registrado entre as
mulheres brasileiras, em idade reprodutiva, de classe econdémica e social baixas,
demonstra que elas tém menos acesso a informacgdo relativa a adverténcia do
tabaco, ou séo fortemente influenciadas (CABAR e CARVALHO, 2003).

O tabagismo na gestacdo acarreta prejuizos, devidamente reconhecidos e
relatados, para o crescimento intra-uterino da crianga. Na década de 90, do total de
gestantes, 33,5% delas eram fumantes (HORTA, 1993). O maior risco de
prematuridade e baixo peso ao nascer, em gestantes fumantes, ocorre no terceiro
trimestre, e este risco aumenta proporcionalmente ao numero de cigarros fumados
(MAINOUS, 1994).

Assim como na gestagao, as consequéncias do tabagismo materno sobre a
lactacdo e a crianga amamentada constituem somatério de efeitos prejudiciais ao

desenvolvimento do lactente (OLIVEIRA NETTO, 1991).
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Mais de 4.000 elementos quimicos ja foram identificados na fumaca do
cigarro, e muitos sao farmacologicamente ativos, mutagénicos e carcinogénicos
(BYRD, 1992).

Dentre os varios componentes do tabaco que interferem na evolugdo da
gravidez destaca-se a agao da nicotina e do monoéxido de carbono (LEHTOVIRTA,
1978; LYMPEROPOLOU et al., 1996). A nicotina € o principal componente vasoativo
da fumacga do tabaco, inodora e incolor, e quando inalada ou injetada pode liberar
catecolaminas e resultar em vasoconstricdo e diminuicdo da perfusdo tecidual
(FRICK e SEALS, 1994).

Varios estudos na literatura investigam os efeitos da nicotina sobre o
processo de cicatrizagdo. MOSELY e FINSETH (1977) foram os autores que
inicialmente relataram os efeitos indesejaveis da nicotina na cicatrizacédo tecidual,
observando retardo no processo cicatricial de ferida na mao de um fumante.

Diversos estudos relataram inibicado da proliferacdo de fibroblastos por acao
direta da nicotina, assim como a diminui¢ao da produgao do colageno (CHAMSON et
al. 1980; TIPTON e DABBOUS, 1995) e da angiogénese (DAFTARI et al., 1994).

Varios estudos clinicos e experimentais, realizados em diversas areas, tém
tentado esclarecer os efeitos deletérios do tabagismo sobre a cicatrizagao tecidual
(REUS, COLEN e STRAKER, 1992; HOLLINGER et al., 1999).

Diante dos estudos realizados para avaliar o efeito da nicotina na
cicatrizagao, observa-se que a influéncia do tabagismo materno, durante a gestagéo
e lactacdo, sobre a cicatrizacdo de feridas em lactentes, ndo foi devidamente
avaliada. Portanto, sdo necessarios estudos complementares que poderao contribuir

para o conhecimento deste importante tema.
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1.1 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo é avaliar, experimentalmente, a influéncia da
nicotina, durante a gestacao e lactagcao, no processo de cicatrizagao da parede
abdominal de ratos lactentes nascidos e amamentados por ratas que receberam
nicotina, em relacéo aos seguintes parametros:

1. tensiometria;

2. deposicao do colageno maduro e imaturo;

3. numero de miofibroblastos;

4. numero de vasos sanguineos.

18
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TABAGISMO E NICOTINA

O numero de fumantes no mundo € de aproximadamente 1,1 bilhdo, sendo o
uso do tabaco legal em todos os paises e associado as principais causas de morte
por doengas que podem ser prevenidas. Estima-se que cerca de 10 milhdes de
pessoas devam morrer por doengas relacionadas diretamente com o tabaco no ano
de 2030 e que cerca de 100 milhdes de fumantes morreram devido ao seu vicio
durante o século XX (JHA e CHALOUPKA, 2000; COOKE e BITTERMAN, 2004).

No Brasil, estimativas mostram que um em cada sete 6bitos apresenta
causa diretamente envolvida com as doengas relacionadas ao uso do tabaco, em
todas as suas formas, demonstrando a importancia da epidemia do tabagismo em
nosso meio (HIJUJAR e COSTA E SILVA, 1991).

Embora os produtos derivados do tabaco sejam consumidos ha séculos,
somente no século XX observou-se acentuado aumento no seu uso. O cigarro
constitui a forma mais importante de sua utilizagao.

HIJJAR e COSTA E SILVA (1991), em estudo sobre a epidemiologia do
tabagismo, relataram que cerca de 25% da populagéo adulta brasileira é composta
de fumantes, estando especialmente concentrados na faixa etaria entre 20 e 49
anos de idade. No Sul do pais encontra-se a maior concentracédo de fumantes, 42%
dos habitantes.

Quando Cabral chegou ao Brasil no século XVI, encontrou nativos
aspirando fumaca de rolos feitos de folhas, as quais, quando queimadas, aspiradas

ou mascadas, faziam parte do ritual religioso dos amerindios, sendo relatado seu
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uso também para fins medicinais. Estudos antropoldgicos registram que o uso do
tabaco pelos astecas, no México, data de 1.000 anos a.C. Ja no Brasil, nas
escavacgdes em Minas Gerais, foram encontrados cachimbos datados de dez mil
anos atras (COSTA e SILVA, 1990).

A disseminacao pelo continente europeu da Nicotinia tabacum, a planta do
tabaco, ocorreu pelas maos dos portugueses, que trocavam suas folhas, entéao
cultivadas em todas as aldeias, por outras mercadorias. Na Europa o produto
popularizou-se por intermédio de Jean Nicot, embaixador francés em Lisboa, que
levou o tabaco em seu retorno de Portugal, com a intengao de curar as dores de
cabeca da rainha francesa. Nessa época, o fumo tornou-se parte importante da
pratica médica européia, sendo utilizado como medicamento para cerca de 59
doencgas, entre elas a sifilis, asma, tétano e epilepsia (COSTA e SILVA, 1990; HASS,
1992). Apds a introdugao do tabaco na Europa, seguiram-se quatro fases de sua
utilizacao:

Século XVII — Surge o cachimbo e acentua-se o uso do tabaco pela alta sociedade;
Século XVIIl — O tabaco é usado sob a forma de rapé e mascado;

Século XIX — Surge o charuto;

Século XX — Surge o cigarro, dissemina-se pela produgao industrial e propaganda.

No Brasil, a manufatura de cigarros iniciou-se em 1903, no Rio de Janeiro.
No entanto, a maior parte das plantacdes de fumo no pais esta localizada nos
estados do Sul. Em 1994, o pais alcangou o posto de quarto maior produtor mundial
de tabaco (SHAFEY et al., 2002). A industrializagdo associada as mudangas sociais,
as grandes guerras e a difusdo da propaganda tornaram o cigarro um produto

socialmente aceito (COSTA e SILVA, 1990).
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Em revisao histoérica sobre a nicotina, FLETCHER (1941) relatou que a
mesma substancia foi conhecida por séculos em seu estado impuro. Sua primeira
descricao foi como de “6leo do tabaco”, publicada em 1572 pelo francés Jacques
Gohory, discipulo e primeiro editor na Franga das obras de Paracelsus, ocorrendo
cerca de 20 anos apos a introducéo do tabaco na Europa.

Nos séculos XVII e XVIII foram encontradas mengdes em farmacopéias
sobre o 6leo do tabaco, sempre obtido de alguma forma de destilagdo de suas
folhas, sendo a obra mais completa publicada em Paris no ano de 1660, por Nicolas
Le Févre, contendo descrigao da destilacdo e uso medicinal do tabaco.

Com o desenvolvimento da quimica moderna, e apoés varias tentativas de se
sintetizar o alcal6ide nicotina em laboratdrio, finalmente Melseus chegou a férmula
correta, mas somente em 1904 o suico Amé Pictet conseguiu sintetizar a droga.

BENOWITZ (1986) realizou trabalho de revisdo sobre a farmacologia da
nicotina e informou que apds a sua absorg¢éao, a droga é difundida rapidamente para
0 cérebro, quando entdo seus niveis neste 6érgado caem de maneira abrupta e a
mesma € distribuida para outros tecidos corporais. A nicotina € metabolizada
primariamente no figado, mas também, em menor extensao, pelos pulmdes e rins;
sua meia-vida é de duas horas e seus principais metabdlitos sdo a cotinina e o 1-N-
oxido de nicotina, sendo que nenhum destes parece ser farmacologicamente ativo.
Tanto a nicotina quanto seus metabdlitos sdo eliminados de maneira rapida pelos
rins (GOODMAN e GILMAN, 1987).

Os cigarros industrializados contém de 2 a 3mg de nicotina, a maior parte da

qual é absorvida pelos pulmdes (SHERWIN e GASTWIRTH, 1990).
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2.2 TABAGISMO NO PERIODO GESTACIONAL

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que um tergo dos
brasileiros adultos seja fumante, aproximadamente 11,2 milhdes deles sdao mulheres.
Noventa por cento tornam-se dependentes em idade jovem, e a taxa de incidéncia
de fumantes é alta nas idades entre 20 e 49 anos. O alto consumo registrado entre
as mulheres brasileiras de classe econdmica e social baixas (C, D e E), demonstra
que elas tém menos acesso a informacao relativa a adverténcia do tabaco, ou sao
fortemente influenciadas (CABAR e CARVALHO, 2003).

A fumacga do cigarro no ambiente € derivada de duas origens: a fumacga
central e a fumaca periférica. A fumaga central € formada quando o fumante traga o
cigarro, é produzida em altas temperaturas, acima de 950°C, e polui 0 ambiente
apos ter sido puxada através do cigarro, filtrada pelos pulmdes do fumante e em
seguida exalada (WEISS, 1983; BAKER, 1984 e SCHERER, 1990).

A fumaca periférica é produzida a temperaturas mais baixas, 350°C, durante
a queima lenta do cigarro, entre as tragadas. Cerca de 85% da fumaca do cigarro no
ambiente resulta deste tipo de fumaca, que é liberada diretamente no ambiente a
partir da queima esponténea da extremidade do cigarro. Este componente da
qgueima do cigarro difere da fumaga central inalada pelo tabagismo ativo: ela ndo é
filtrada, visto que nao passa pelo filtro do cigarro nem pela coluna de tabaco e a
nicotina nela encontrada esta incluida na fase gasosa (WEISS, 1983; LAW, et al.,
1996).

Cerca de 4.720 elementos diferentes ja foram identificados na fumacga do
cigarro (DUBE, et al., 1982; CHURG, 1985), e inclui muitos que sao

farmacologicamente ativos, mutagénicos e carcinogénicos. A composi¢cao de cada
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cigarro pode variar conforme o tipo de folha do tabaco empregado na sua
manufatura, a regido onde foi plantada, as técnicas de processamento e a
fermentagao. Aproximadamente 10% desses compostos constituem a fase
particulada da fumaca do cigarro, a qual contém nicotina e alcatrdo — produtos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos: fendis, benzopirenos, benzenos. Os 90%
restantes contém mondxido de carbono, didxido de carbono, cianetos, aldeidos e
diversos outros produtos organicos (BYRD, 1992).

O tabagismo produz efeitos deletérios sobre o organismo, causando
diferentes maleficios a saude, sendo as alteracdes do aparelho respiratério as mais
importantes. Merecem destaque a Doenca Pulmonar Obstrutiva Crdnica e a maior
incidéncia do cancer de pulmao entre os fumantes, guardando relagdo com os
indices crescentes de consumo de cigarros. Em outros 6rgaos, as doengas
associadas ao tabaco s&o variadas, tanto no tabagismo ativo quanto no passivo:
neoplasias de varios 6rgaos e tecidos, vasculopatias periféricas, insuficiéncia
coronariana, impoténcia sexual, maior incidéncia de infecgdes respiratérias agudas
em criangas, etc (HIJJAR e COSTA E SILVA, 1991).

Os efeitos agudos do tabagismo passivo na saude humana séo simples:
irritagao ocular e do trato respiratorio e aqueles relacionados ao risco de incéndio.
Cronicamente, contudo, os seus efeitos sao importantes, mais graves e, muitos
deles, de dificil comprovacao.

A avaliagao dos riscos a saude humana imputados ao tabagismo passivo
apresenta bases razoaveis para estudos epidemiolégicos, em condigdes nas quais o
risco relativo de tabagismo passivo, comparado a ndo-fumantes, é alto. Por exemplo,
em nao-fumantes casadas com fumantes, a exposi¢cao ao tabaco, baseada em

medidas de cotinina, € em torno de 1% do tabagismo ativo, para um consumo de 20
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cigarros por dia. No caso de doencga, para a qual o risco de fumar 20 cigarros por dia
seja um risco 20 vezes a mais, o risco adicional esperado para o tabagismo passivo
seria de 20% e o risco relativo seria de 1,2 (LAW, 1996).

O tabagismo na gestacao acarreta sérios prejuizos, ja devidamente
reconhecidos e relatados, para o crescimento intra-uterino da crianga. O maior risco
de prematuridade e baixo peso ao nascer, em gestantes fumantes, ocorre no terceiro
trimestre, e este risco aumenta proporcionalmente ao numero de cigarros fumados
(MAINOUS, 1994). As mulheres que fumaram durante os segundo e/ou terceiro
trimestres tiveram risco igual aquelas que fumaram durante toda a gravidez. Assim,
provavelmente, € maior durante o terceiro trimestre a fase em que o fumo mais atua
como fator de diminui¢do do desenvolvimento fetal (KIRKLAND, et al., 2000).

Geralmente o numero de cigarros fumados pela mulher diminui ao longo da
gestacdo. Nas ultimas décadas observou-se pequena redugao no percentual de
gestantes fumantes (35% em 1982 para 33,5% em 1993), também vem diminuindo a
quantidade de cigarros fumados na gravidez. Considerando apenas gestantes
fumantes, cerca de 21% delas conseguiram abstinéncia quando atingiram a época
do parto, conforme foi avaliado em estudo retrospectivo (HORTA, 1993).

O abandono do tabagismo na gravidez foi mais comum entre mulheres com
melhor escolaridade e renda (SHULTE-HOBEIN, 1992; KIRKLAND, 2000). Contudo,
este abandono parece nao ser definitivo. Em estudo que avaliou a retomada do
habito de fumar entre puérperas, os autores observaram que seis semanas depois
do parto, 26% de ex-fumantes voltaram a fumar e ao final do terceiro més pdés-parto,
43% tinham retomado o habito (MULLEN, 1990).

As alteragdes do tabagismo materno sobre o feto abrem um capitulo a parte

nas consequéncias do tabagismo sobre a saude. O feto ndo € um fumante passivo
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qualquer que inala fumaca de cigarro involuntariamente em um ambiente aéreo, ele
€ um ser altamente vulneravel, numa fase de risco para o comprometimento de seu
desenvolvimento. A mulher, quando fuma durante a gestagao, expde seu feto nao
apenas aos componentes da fumaga do cigarro que cruzam a placenta, mas
também as alteragdes na oxigenagao e metabolismo placentario, e as mudangas no
seu préprio metabolismo secundarias ao fumo (WILCOX, 1989).

Dentre os varios componentes do tabaco que interferem na evolugao da
gravidez, destacam-se a agao da nicotina e do mondxido de carbono. A nicotina age
no sistema cardiovascular, provocando liberacdo de catecolaminas na circulagéo
materna e, como consequéncia disso, ocorrem taquicardia, vasoconstricao periférica
e reducéao do fluxo sanguineo placentario (LEHTOVIRTA, 1978; LYMPEROPOLOU
et al., 1996). A agao vascular da nicotina € bem conhecida. O seu efeito agudo
causa diminuicao do fluxo sanglineo no espaco interviloso, fato este correlacionado
com o aumento da producgao de catecolaminas no sangue circulante materno. O
resultado disso é a redugao na perfusado utero-placentaria e consequente ma
oxigenagao e nutricao fetal (SUZUKI, 1980; MANDI, 1984). No feto, a nicotina reduz
a perfusao placentaria devido a sua agao vasoconstritora, além de atravessar
facilmente as barreiras placentaria e hematoencefalica, atingindo rapidamente o feto,
podendo causar danos diretos sobre o mesmo (WESTFALL, 1986).

QUINGLEY et al., (1979) responsabilizaram a nicotina pelo aumento da
freqUéncia cardiaca fetal que ocorre ap6s o uso do cigarro pela gestante. A agéo da
nicotina seria através do aumento da produgao de catecolaminas, responsaveis por
vasoconstricao e diminuicdo da perfusao uterina. Relataram ser improvavel que esse
aumento da frequéncia cardiaca ocorra pela passagem de catecolaminas maternas

para o feto. A hipétese de a nicotina atravessar rapidamente a barreira placentaria e
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agir no sistema neuroenddcrino do feto, liberando catecolaminas no sangue
circulante, € a mais aceita (PIRANI, 1978). Mais recentemente, RAMA SASTRY et
al. (1999) verificaram que a cotinina, o metabdlito da nicotina, facilita a agéao
vasoconstritora da prostaglandina E2 e, o acumulo de cotinina na circulagao fetal,
poderia contribuir para a inducao do trabalho de parto prematuro e o aborto
espontaneo em fumantes.

O mondxido de carbono (CO), ao combinar-se com a hemoglobina materna
e fetal estabelece hipoxia na méae e no feto, e poderia ser um dos fatores
responsaveis pelo sofrimento fetal cronico nas gestantes fumantes. Estudos ja
realizados mostram que o CO em niveis elevados interfere prejudicialmente na
gestacéo, levando ao quadro de hipoxemia crénica no feto (VIGGIANO et al., 1990;
RODRIGUES-PINTO et al., 2000).

O CO é importante constituinte da fumaga do cigarro e atravessa a placenta
rapidamente por provavel difusdo simples ou facilitada, chegando a apresentar nivel
de concentracéo no sangue fetal 10% a 15% maior do que no sangue materno. A
hemoglobina possui afinidade pelo CO cerca de 220 vezes maior que pelo oxigénio.
O CO, sendo ligado a hemoglobina, aumenta a afinidade do oxigénio para a
hemoglobina remanescente. Isso desvia a curva de saturagao da oxiemoglobina
para a esquerda, o que significa que a tensao de oxigénio do sangue deve cair
abaixo dos valores normais antes que uma quantidade de oxigénio seja liberada da
hemoglobina. Este efeito pode ser particularmente importante para o feto, visto que
sua pressao parcial de oxigénio no sangue arterial € normalmente baixa,
aproximadamente 20 a 30mmHg, em comparagao com valores do adulto, de
aproximadamente 100mmHg. O CO, por deslocar o oxigénio da hemoglobina no

sangue arterial, também diminui a capacidade de transporte do oxigénio sanguineo.
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Assim, o CO interfere com a oxigenacgao tecidual de duas maneiras: pela diminuicao
da capacidade de transporte sanglineo de oxigénio e por desviar a curva de
saturagao da oxiemoglobina para a esquerda (LONGO et al., 1977).

Outros trabalhos referem que os fetos de maes fumantes apresentam
aumento na circulacao de lactatos com subsequente acidose latica e incremento
consideravel de mondxido de carbono e hiperglobulia em sua circulagdo. Essa
situagao foi comprovada por VIGGIANO et al., (1990) que obtiveram niveis de
hematdcrito e hemoglobina, dosados no cordao umbilical, expressivamente mais
elevados em conceptos de fumantes ativas do que nos conceptos de nao-fumantes

e fumantes passivas.

2.3 TABAGISMO NO PERIODO DE LACTAGAO

A lactacao constitui periodo importante para o desenvolvimento fisico e
psicolégico da crianga, e associa-se a redugao da morbi-mortalidade infantil no
primeiro ano de vida, em especial nos paises em desenvolvimento. Como na
gestacéo, o tabagismo da mulher durante a lactagao se reduziu. Nas ultimas
décadas, HAUG et al., (1998) compararam a prevaléncia de tabagismo na lactagao e
observaram queda de 38% para 26% entre 1970 e 1991. Também como na
gestacao, no periodo de lactagéo, o tabagismo tem decrescido a medida que o grau
de escolaridade e o nivel de renda maternas aumentam.

O estudo realizado por HORTA et al. (1997) mostrou que criangas cujas
maes eram tabagistas tiveram 1,34 mais chances de nao terem sido amamentadas
até os seis meses de idade. Observou-se ainda, que o padrao de resposta

relacionado com a dose foi significativo neste caso e era proporcional ao niumero de
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cigarros fumados pela mae ao dia. As maes que fumaram durante os seis primeiros
meses de vida da crianca tinham tendéncia maior de amamentar por menos tempo.

As consequéncias do tabagismo materno e familiar sobre a lactagéo e a
crianga amamentada constituem somatorio de efeitos que também |he dao
caracteristicas proprias. Além das consequéncias do tabagismo passivo da crianga,
que esta quase permanentemente com a mae dentro do domicilio, se somam as
consequéncias sobre a lactagao propriamente dita. OLIVEIRA NETTO (1991)
observou, no Rio Grande do Sul, que filhos de maes fumantes apresentavam niveis
de cotinina urinaria mais elevados, e que estes niveis eram maiores quando a mae
fumava durante a mamada. Isso reforca a importancia da via aérea e da via lactea
na exposi¢ao do lactente ao tabagismo materno, como também o fato de que esta
exposicao é significativamente mais intensa quando a mae fuma durante o
aleitamento. MASCOLA et al. (1998), procuraram avaliar a importancia,
separadamente, do aleitamento e da inalagdo passiva na exposicao de lactentes aos
produtos do tabaco. Observaram que filhos de maes fumantes que amamentam tém
niveis de cotinina dez vezes mais elevados que filhos de maes fumantes
alimentados com leite artificial, sugerindo que o aleitamento, mais do que a
exposigcao passiva a fumaca do tabaco, a partir do ambiente domiciliar, é o
determinante dos niveis de cotinina em criangas cujas maes fumam. Destaca-se que
os niveis de cotinina detectados em criancas filhas de maes fumantes que
amamentam sao equivalentes aos dos fumantes ativos.

E importante lembrar que a cotinina é apenas um marcador biolégico do
tabagismo. A identificagdo e quantificagado de outros componentes nocivos do tabaco
que possam estar presentes no leite humano de nutrizes fumantes e os seus efeitos

adversos para a saude de lactentes e criancas € pouco conhecida. A propria
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exposicao, via leite, pode estar alterada em fungao da redugao da producéo lactea e
da diminuic&o da gordura no leite materno provocadas pelo tabagismo
(WICHELOW et al., 1979).

A nicotina é o segundo componente tdéxico mais abundante no tabaco. Por ser
um alcaléide basico (pH=7,8), alcanga concentragcdes consideravelmente mais altas
no leite do que no soro, em funcédo do pH mais acido do leite. Existe correlagao entre
a concentragao de nicotina no leite e no soro e concentragdes mais altas sdo
encontradas dez minutos apds fumar. Em fung¢ao da sua curta meia vida, tanto no
soro (80 minutos), quanto no leite (95 minutos), a real concentragao da nicotina no
leite ndo depende apenas do numero de cigarros fumados por dia, mas do tempo
decorrido entre o ultimo cigarro consumido e o inicio da amamentagdo (MASCOLA
et al., 1998).

Estudos em animais mostraram que a exposi¢cédo ao tabagismo diminui a
concentracao de prolactina e inibe a producao de leite. Observacdes em mulheres
que estao lactando também indicam que o tabagismo diminui a concentragao de
prolactina (VIO, 1993; SALAZAR et al., 1998). Além disso, criangas amamentadas,
filhas de fumantes, ganham peso em velocidade menor que filhas de ndo-fumantes,
sugerindo assim que o tabagismo pode afetar a produgao de leite.

No Chile, VIO et al. (1993) estudaram a produgao diaria de leite por diluicéo
de deutério, em maes fumantes entre um e trés meses de lactagao. Observaram que
estas maes apresentavam producao diaria de leite cerca de um terco menor do que
as maes nao-fumantes. Ao medir o ganho de peso em periodo de 14 dias, notaram
que os filhos de fumantes apresentavam ganho ponderal médio 40% menor do que
os filhos de nao-fumantes. Em estudo posterior, SALAZAR et al. (1998) observaram

entre um e trés meses de idade, reducao de 15% no ganho ponderal diario, sem
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prejuizo do ganho estatural. Maes que fumavam na gestacdo mostravam periodos
significativamente mais curtos de aleitamento exclusivo (2,6 meses) em comparagao
com nao-fumantes (3,5 meses) e, também reducéo significativa do tempo de
lactacao (4,2 meses para as fumantes e 5,3 meses para as ndo-fumantes).

Tém sido aventados mecanismos hormonais e comportamentais para explicar
estes achados. Estudos em animais, tabagismo experimental ou inje¢ao de nicotina,
tém demonstrado claramente o efeito inibitério dessa droga sobre a liberacéo de
prolactina de ratas. A nicotina bloqueia o aumento da producgao de prolactina
induzido pela sucgao, o que foi demonstrado em ratas puérperas sem, contudo,
interferir na liberagao do leite (HORTA et al., 1997). Em outro estudo, no quinto dia
de lactacao, ratas que receberam nicotina apresentavam niveis de prolactina nove
vezes menor do que as nao tratadas, o que indica que o efeito da nicotina na
secrecgao de prolactina se deve a ativacao de receptores nicotinicos de neurdnios
dopaminérgicos tubero-infundibulares, liberando dopamina como inibidor de
prolactina (TERKEL et al., 1973).

Em seres humanos, observou-se que os niveis de prolactina foram 40%
menores em mulheres fumantes, e o tempo de desmame foi menor. Diferente dos
estudos com animais, os incrementos de prolactina sérica durante a mamada nao
foram significativamente diferentes entre tabagistas e ndo-tabagistas, nem foi obtida
correlagao entre os niveis de prolactina e de producéo lactea (HULIHAN-GIBLIN et
al., 1990).

Na mulher fumante, a justificativa de um unico mecanismo de natureza
hormonal interferindo sobre a producgao lactea é dificil de ser estabelecido. Maes
fumantes compartilham mais tragos demograficos com maes que ndo amamentam;

filhos de maes fumantes demoram mais tempo para sugar apdés o nascimento e
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exercem menor pressao de sucgao, o que também pode influenciar a resposta
enddcrina e a produgao lactea (HOPKINSON et al., 1992). O conhecimento
atual sobre a relacao entre niveis hormonais e produgao lactea nao deixa claro qual
seria a real relagao causal para a diminui¢cdo da quantidade de leite nas maes que
fumam. Os niveis de prolactina entre maes fumantes que desmamam ou continuam
a amamentar ndo divergem significativamente (ANDERSON et al., 1984).

Mesmo em condi¢gdes normais de lactagcéo, sabe-se que alguma prolactina é
necessaria para a lactogénese e para a lactagao continuada. Contudo, esforgos
repetidos para correlacionar producgao lactea e producdo materna de prolactina néao
tém produzido resultados consistentes (LAWRENCE, 1999).

Tanto a lactagdo, como o tabagismo, estdo associados a mudangas do
metabolismo das gorduras. WOODWARD et al. (1988) e HOPKINSON et al. (1992)
estudando o leite de maes de prematuros, encontraram redugao de 19% no teor de
gordura no grupo das fumantes. Com base nesses dados, os autores discutem se a
reducao da atividade da lipase lipoprotéica encontrada no tabagismo n&o poderia
explicar a baixa concentragédo de gordura do leite e a baixa produgao lactea de maes
fumantes.

Embora criangas de maes tabagistas tenham diferencas de comportamento
ao amamentar, tais como mais episédios de cdlica e reducao da frequéncia e
amplitude da sucgao, essas diferengas nao conseguem explicar a menor produgao
de leite entre as maes de criangas que ndo sugam. As bases fisioldgicas para
explicar a menor producéao de leite de mulheres tabagistas necessitam ser melhor

estudadas (SAID, 1984).
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2.4 PROCESSO DE CICATRIZACAO

A cicatrizagdo € processo dindmico e interativo, e envolve mediadores
quimicos, células sanglineas, matriz extracelular e células parenquimatosas.
Caracteriza-se pelo desenvolvimento do tecido de reparacdo, mediante a
aproximacado das extremidades da ferida e da deposicdo, no local da injuria,
inicialmente de tecido de granulagdo e tardiamente pela cicatriz propriamente dita
(FORREST, 1983; SINGER e CLARK, 1999).

Com a finalidade de tornar didatico, WITTE e BARBUL (1997) dividiram o
processo cicatricial em trés fases, as quais sao inter-relacionadas e sobrepostas:

fase inflamatéria, fase proliferativa e fase de maturacgao.

2.4.1 Fase Inflamatdria

Essencial na cicatrizagao, esta fase abrange desde o momento da leséo até
0 quarto ou quinto dia de evolucao, é caracterizada pelo aumento da permeabilidade
vascular, quimiotaxia de células oriundas da circulagédo para o local da injuria e pela
liberacdo local de citocinas, que sao fatores de crescimento, além da liberacdo de
mediadores quimicos.

Assim que ocorre a injuria, entra em ag¢ao o sistema de coagulagao.
Portanto, a hemostasia precede a fase inflamatéria. A ruptura dos vasos expde o
colageno as plaquetas, ocasionando a agregagcao das mesmas e a ativagao da parte
intrinseca da cascata da coagulacéo. O contato entre o colageno e as plaquetas, na

presencga da trombina, fibronectina e seus fragmentos, resulta na liberagao de varias
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citocinas e fatores de crescimento, tais como: Fator Alfa de Necrose Tumoral, Fator
de Crescimento Derivado das Plaquetas ou PDGF e Fator de Crescimento dos
Fibroblastos ou FGF. Esses mediadores quimicos levam ao aumento da
permeabilidade vascular, liberagdo de prostaglandinas e ao estimulo a migragao de
neutréfilos e fibroblastos para o sitio da injuria.

A primeira onda celular que migra para o local da ferida é composta por
neutréfilos, que atuam na fagocitose de possiveis microrganismos presentes na
ferida, assim como na lise de tecido desvitalizado, mediante a liberagdo de
proteases. Essas células apresentam vida curta, e sobrevivem somente poucas
horas apds a agressao. Na continuidade do processo, os linfocitos sdo as préximas
células a serem atraidas para o local da lesado; essas células liberam mediadores
quimicos denominados linfocinas, que tém seu papel na quimiotaxia dos fibroblastos
(WAHL, WAHL e MC CARTHY, 1978; ORGILL e DEMLING, 1988).

De acordo com estudos de FOLKMAN (1982), os linfécitos também liberam
fator que estimula a angiogénese nos tecidos em cicatrizagdo. Na sequéncia ocorre
a atracao e ativacdo de macrofagos para o sitio da leséo, pela agdo de mediadores
tais como os produtos de degradagao da fibrina, fatores plaquetarios e linfocinas;
cujas células podem ser oriundas do proprio tecido lesado ou da diferenciagao de
monocitos circulantes, e sdo consideradas as mais importantes da cascata
inflamatdéria que inicia todo o processo de cicatrizagdo. Tornam-se as células
predominantes no tecido lesado durante os primeiros dias, exceto quando, pela
presenca de tecido necrético e/ou bactérias, prolonga-se a presenga dos neutréfilos.
Outra fonte de fatores de crescimento sdo os macréfagos, os quais produzem

fatores que estimulam a angiogénese, fibroplasia e a produgao do colageno (CLARK
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et al., 1976; DIEGELMAN, COHEN e KAPLAN, 1981; ECKERSLEY e DUDLEY,
1988).

Estudos experimentais em pacientes diabéticos e tratados com
corticoesterdides demonstraram reducdo da resposta inflamatéria na fase inicial da
cicatrizacdo (WITTE e BARBUL, 1997). RISAU (1997) demonstrou que para a
formacdo adequada de novos vasos no tecido cicatricial, o processo inflamatorio

deve estar presente.

2.4.2 Fase Proliferativa

Tem inicio ao redor do quarto dia e persiste até o 14.° dia, e é caracterizada
por trés processos: angiogénese, proliferagdo fibroblastica e reepitelizagao

(HERTIG, 1935; ORGILL e DEMLING, 1988).

2.4.2.1 Angiogénese

Uma vez que a area lesada torna-se isquémica, para que ocorra a
cicatrizagao, o fluxo sanguineo deve ser restaurado mediante a angiogénese.

Por volta do quarto dia apds a lesdo, macrofagos, fibroblastos e vasos
sanguineos iniciam processo de migragao em diregao ao tecido lesado, dando inicio
a formacdo de tecido de granulagdo; os macréfagos produzem as citocinas,
necessarias a fibroplasia e angiogénese; os fibroblastos constroem a matriz
extracelular necessaria para fornecer suporte a multiplicacdo celular e os vasos
sanguineos transportam oxigénio e nutrientes necessarios a sustentagdo do

metabolismo celular (TONNESEN, FENG e CLARK, 2000).
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A hipoxia tecidual apdés a lesdo é um estimulo bem conhecido para a
neoformacdo vascular. Os macréfagos, quando na presenga de baixa tensdo de
oxigénio e expostos ao aumento do acido latico, produzem substancia conhecida
como fator de angiogénese, o qual apresenta poder de atragdo quimica para células
mesoteliais e do endotélio vascular. Outras citocinas angiogénicas sao liberadas:
PDGF liberado pelas plaquetas, Fator de Crescimento dos Fibroblastos Alfa e Beta
(FGF a e B), Fator Transformador de Crescimento Alfa e Beta (TGF a e ) e Fator de
Crescimento Endotelial (VEGF). Também séo liberadas as interleucinas um a seis,
que apresentam propriedades similares e sao produzidas por diversos tipos
celulares, de modo que diferentes fatores angiogénicos desenvolvem seu papel em
diferentes etapas do processo de cicatrizagdo (KNIGHTON et al., 1982; KNIGHTON
et al., 1983; LINGEN, 2001).

Ha dois mecanismos para a formacdo de novos vasos sanguineos:
vasculogénese e angiogénese. A vasculogénese € a formacédo de vasos pela
agregacao de células endoteliais, e apresenta importancia durante o processo
inflamatdrio. A angiogénese pode ser definida como o crescimento de novos vasos
sanguineos a partir de microvasos ja existentes (BATTEGAY, 1995).

A angiogénese € essencial no processo de cicatrizagdo, o suprimento
sanguineo abundante é necessario para suprir a grande demanda metabdlica local
necessaria para o desbridamento e fibroplasia do tecido lesado. A célula endotelial
tem papel na organizagao e regulagao da cicatrizagao, e constitui-se atualmente em
alvo primario para a manipulagao terapéutica no processo de reparo. O processo de
neoformacado vascular tem inicio nos primeiros dias apds a leséo, origina-se
predominantemente nas vénulas, enquanto uma fina camada de superficie necrética

esta presente. As células endoteliais sao estimuladas pelos fatores angiogénicos, e
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secretam proteases que degradam a membrana basal em torno do vaso, criando-se
espacos entre as mesmas. S&o abertos espagos para projegdes celulares que
migram em direcao ao tecido desvitalizado, proliferando e formando novos capilares
nas margens da ferida. Esses brotamentos capilares formam redes circulares que se
unem umas as outras, produzindo novo leito vascular. Se as margens da ferida
estdo aproximadas, os capilares podem atravessa-la, formando verdadeiras pontes
(ARNOLD e WEST, 1991).

As hemacias e o plasma comegam entdo a fluir através dos novos
microvasos levando a unido das redes capilares com redes vasculares mais
profundas. A combinagdao de uma densa camada de neovasos com fibroblastos
recebe o nome de tecido de granulagdo. Uma vez que existe a aproximagao das
bordas da lesdo, ocorre a remodelagdo capilar, devido a regressdo da demanda
metabdlica na area lesada e a secregao de fatores inibidores da angiogénese, o que
leva a formacgédo de cicatrizes maduras e relativamente avasculares (ORGILL e

DEMLING, 1988; ARNOLD e WEST, 1991).

2.4.2.2 Proliferacao fibroblastica e dos miofibroblastos

Os fibroblastos sdo as células mais comuns do tecido conjuntivo e os
principais produtores de fibras colagenas e material intercelular amorfo, e sao
responsaveis pela sintese, deposicdo e remodelacdo da matriz extracelular
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1995).

Fatores de crescimento derivados principalmente de plaquetas, macréfagos

e linfécitos, especialmente o PDGF e o FGF, estimulam os fibroblastos do tecido
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circundante a lesdo a proliferar e migrar para a area lesada (DIEGLMANN, COHEN
e KAPLAN, 1981; NEILSON, PHILIPS e JIMENEZ, 1982).

A cicatrizacdo da ferida depende de dois outros fenbmenos: a epitelizacao,
definida como a replicagdo e a mobilizacdo das células epiteliais e a formacao e
contragdo do tecido de granulagdo. Este ultimo é essencial, para manter a
continuidade tecidual, pois reduz o tamanho da lesdao e estimula a formagao da
cicatriz definitiva, e sua agdo €& completada pela epitelizacdo (CARREL e
HARTMANN, 1916; GABBIANI, 2003).

O fenbmeno da contracdo cicatricial € caracterizado pelo movimento
centripeto de aproximacao das bordas da ferida e envolve complexa interagao entre
células, matriz celular e citocinas. A partir do inicio da segunda semana da
cicatrizacdo, fibroblastos assumem o fendtipo de miofibroblastos, caracterizados
pela presenca de espessos feixes de actina-miosina, contém microfilamentos
dispostos ao longo de sua membrana citoplasmatica e apresentam sitios de ligagéao
intercelular e célula matriz (GRINNEL, 1994; SINGER e CLARK, 1999).

Foi descrita a presencga, no tecido cicatricial, de fibroblastos modificados,
contendo sistema fibrilar citoplasmatico, lembrando células musculares, o que
implicaria no importante papel na contragao cicatricial (GABBIANI, RYAN e MAJNO,
1971). Em 1972, MAJNO et al., descreveram a presenga de fibroblastos com
caracteristicas intermediarias entre fibroblastos tipicos e células musculares lisas no
tecido de granulagcdo, demonstrando que o tecido de granulagdo é 6rgao contratil e
gue o mesmo requer oxigénio para exercer suas fungdes, e sugeriram pela primeira
vez o nome de miofibroblastos.

Os miofibroblastos foram definidos como células altamente diferenciadas

que apresentam organelas especializadas, e apresentam caracteristicas comuns a
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fibras musculares e fibroblastos. Estruturalmente apresentam trés elementos
morfolégicos essenciais: 1) feixes de actina paralelos ao maior eixo da célula; 2)
sitios de ligacao célula-estroma e 3) espacos para ligacao intracelular.Essas células
tém sua ativacado intermediada por citocinas PDGF e FGF, assim como por
interleucina dois (SCHURCH, SEEMAYER e GABBIANI, 1998).

SERINI e GABBIANI (1999) descreveram que os miofibroblastos séao
interconectados entre si por jungdes especiais e com a matriz extracelular pelo
chamado fibronexus, uma complexa membrana que envolve microfilamentos
intracelulares em continuidade com fibronectina extracelular. HINZ et al. (2001),
LORENA et al. (2002) e TOMASEK et al. (2002), relataram também que estas
células sao importantes produtoras de colageno dos tipos | e lll, informando existir
direta correlagao entre o nivel do principal marcador destas células, a actina a-sm e
o grau de contragdo dos miofibroblastos. No processo de cicatrizagdo normal, o
tecido de granulagdo comecga a desaparecer quando a reepitelizagédo encontra-se
em fase final, ocorrendo entdo macica apoptose dos miofibroblastos e componentes

vasculares, levando a formagao de cicatriz com baixa celularidade.

2.4.2.3 Reepitelizacdo

Esta fase envolve a replicagdo e o movimento de células epiteliais com o
objetivo de reconstituir a continuidade tecidual. Para tanto, novas células
estimuladas por citocinas liberadas entre outras células pelos miofibroblastos sao
formadas, oriundas da camada basal, e migram verticalmente para a regido da
ferida, formando inicialmente camada celular simples (ORGILL e DEMLING, 1988;

POWELL et al., 1999).
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2.4.3 Fase de Maturagao

Essa fase inicia-se em torno da segunda semana apos a leséo, e apresenta
como caracteristica marcante a deposi¢ao do colageno no sitio da lesdo. O colageno
€ composto de trés cadeias de polipeptideos. Na sua producdo ocorre a
hidroxilizacdo dos aminoacidos prolina ou lisina. Este processo é importante, pois
confere estabilidade a molécula do colageno. Clinicamente € a fase mais importante,
pois a quantidade e a qualidade desta proteina determinara a forca mecanica do
tecido remodelado (DIEGELMANN, ROTHKOPF e COHEN, 1975; WITTE e
BARBULL, 1997).

Existem mais de duas dezenas de tipos de colageno ja descritos na
literatura. Os fibroblastos sao as principais células produtoras do colageno tipo |, o
qual é o mais comum e perfaz aproximadamente 90% desta proteina no corpo dos
mamiferos. Também produzem o colageno tipo lll, que freqientemente encontra-se
associado ao primeiro. A proteina colagena representa 30% do total de proteinas
presentes no organismo humano (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1995).

O colageno tipo Il deposita-se inicialmente no tecido de cicatrizagéo, e
caracteriza-se por ser proteina imatura; mais tardiamente, com a remodelacao,
surge o tipo |, de caracteristicas maduras. Nesta fase final da cicatrizagdo ocorre a
maturagao do tecido de reparacgao, que progride gradualmente de estado altamente
celular e vascularizado até a formacao da cicatriz, com poucas células e vasos
sanguineos e com o resultado final de um tecido resistente e com fibras colagenas
com alto grau de orientacdo (CRONIN, JACKSON e DUNPHY, 1968; GAFFNEY et

al., 2002). O colageno derivado do tecido de granulagao difere do colageno do tecido
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intacto, pois apresenta maior hidroxilizacdo e glicosilagdo, o que confere aquele
didmetro maior, assim como a organizagado paralela ao tecido vizinho das fibras
colagenas nao corresponde a organizagdao dos tecidos intactos, que demonstram
padrao de “cesto trangcado” (FORREST,1983).

Ainda, a deposi¢cao do colageno do tipo Il na ferida inicia-se precocemente,
atinge seu pico em torno do 3.° dia e reduz-se progressivamente até o 7.° dia. A
presenca de colageno do tipo | aumenta progressivamente ap6s o 2.° dia por, pelo
menos, quatro a cinco semanas (EHRLICH; KRUMMEL, 1996).

Para que ocorra boa cicatrizacdo € necessario que exista equilibrio entre a
formagdo e degradagdo do colageno. Sua destruicdo € mediada pela enzima

colagenase, que por sua vez é regulada por citocinas (WITTE e BARBUL, 1997).

2.5 CICATRIZACAO NO PERIODO FETAL

O estudo da cicatrizacao fetal € intrigante e pode resultar na descoberta do
modelo ideal neste processo que poderia permitir a minima formagao de cicatriz.
Feridas fetais em idade gestacional precoce podem ser curadas sem a formagao de
cicatriz. Os fatores contribuintes para a cicatrizacao fetal sdo a presenca de poucos
neutrofilos e maior quantidade de monécitos no periodo inflamatdério da cicatrizacao,
diferentes concentragdes de citocinas, e maior proporgdo de colageno tipo Ill, em
contraste com a cicatrizacdo de adultos (DANG et al., 2003).

A comparacgao entre a cicatrizagcdo da pele de coelhos no periodo fetal e
recém-nascidos demonstrou que os fetos apresentavam infiltracido leucocitaria

minima, auséncia de tecido de granulagéo e da contragao da cicatriz, 0 que originou
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linha de pesquisas para avaliar as diferencas entre a cicatrizacao fetal e pds-natal
(SOMASUNDARAM e PRATHAP, 1970).

ADZICK et al. (1985) compararam a cicatrizagdo em fetos, recém-nascidos e
adultos quanto aos aspectos histolégico, enzimohistoquimico e dosagem da
hidroxiprolina em coelhos. Utilizando cilindro de Gore-Tex®, descrito por GOODSON
e HUNT (1982), no tecido celular subcutaneo dos fetos e maes, introduzido no 23.°
dia de gestacao (termo em 32 dias) e dos recém-nascidos, no sétimo dia de vida. O
sacrificio dos animais ocorreu no quarto, sétimo e nono dia do pds-operatorio. Foi
encontrado acumulo de hidroxiprolina inverso a idade dos animais, ou seja, maior
em fetos com redugao em recém-nascidos e adultos, sendo a diferenga significante
nos trés grupos. O estudo histolégico mostrou macréfagos no quarto dia e
fibroblastos no sétimo dia de avaliacdo dos fetos (sem neutréfilos nas amostras),
enquanto recém-nascidos e adultos apresentavam poucas células até o sétimo dia,
com posterior surgimento de macréfagos, neutréfilos e poucos fibroblastos. As
conclusdes foram que em fetos a cicatrizacdo é mais rapida as custas da
proliferacédo celular e da deposigao de colageno, apesar da relativa hipoxemia fetal,
€ que a cicatrizacdo € mais rapida em recém-nascidos do que em adultos.

Em pesquisa sobre a cicatrizacdo no periodo fetal em ovelhas, a
comparagao da deposi¢ao do colageno em fetos durante o segundo e terceiro
“trimestres” gestacionais e adultos, mediante técnica de imunoistoquimica com uso
de anticorpos anticolageno tipo I, lll, IV e VI, demonstrou todos os tipos de colageno
nas cicatrizes avaliadas. O momento do aparecimento de cada tipo e a forma de
distribuicdo variou entre fetos e adultos. No segundo “trimestre” gestacional, as
fibras de colageno estavam presentes até 72h, depositadas paralelamente ao tecido

normal em 5 dias e remodeladas dentro do padrao normal de tecido intacto em 14
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dias. Nos fetos do terceiro “trimestre”, o colageno foi detectado 72h apds o ferimento
com deposi¢ao similar ao segundo “trimestre” observada em 7 dias, porém, com
cicatriz minima aos 14 dias. O aparecimento das fibras de colageno nos adultos
ocorreu em 7 dias e havia cicatriz tipica aos 14 dias. A conclusdo foi que a
deposigao do colageno € mais rapida e segue o padrao do tecido intacto em fetos.
(LONGAKER et al., 1990).

JULIA et al. (1993) estudaram a tensao cicatricial em fetos de coelhos,
incluiram 30 animais em cada grupo, e relacionaram a resisténcia da cicatriz no
periodo fetal, neonatal e adulto. Foram estudadas a tensao, dosagem de
hidroxiprolina e histologia em trés tipos de ferida: fechada com pontos, aberta e com
uso de eletrocautério. Os resultados obtidos em fetos foram que as cicatrizes com
sutura tiveram o melhor aspecto cosmético, os ferimentos abertos e com
eletrocautério nao cicatrizaram de forma adequada e as cicatrizes continham menor
numero de células inflamatdrias e de fibras colagenas. A tenséo da cicatriz foi
significativamente menor nos fetos do que nos recém-nascidos e adultos. Também
houve diferenca estatistica entre estes, com predominio dos ultimos. A tensao da
cicatriz resultou em 20% do tecido intacto em fetos e adultos, sendo 40% em recém-
nascidos. Em adultos, a concentracédo da hidroxiprolina encontrava-se mais elevada
do que nos fetos e recém-nascidos.

O Fator Transformador de Crescimento-f (TGF-B) especificamente, com
baixos niveis de TGF-81 e TGF-82 e altos niveis de TGF-3, provavelmente, tém
papel central na formagcao da cicatriz fetal, e estudos estdo em andamento. Baixos
niveis do Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas (PDGF), alta quantidade do
fator de crescimento epidérmico e de acido hialurénico na matriz extracelular, tém

sido descritos e sugerem processo de cicatrizagdo mais eficiente em modelos fetais.
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Notadamente, a deposi¢cao de colageno em cicatrizes fetais € disposta em padrao
reticular fino, que é indistinguivel da pele n&o lesada, assim como a fibronectina
mais abundante nas cicatrizes fetais tém sido responsabilizadas por acelerar a

cicatrizagcdo em modelos fetais com ratos (MACKOOL et al., 1998).

2.6 METODOS DE AVALIAGAO DA CICATRIZACAO

2.6.1 Tensiometria

HOWES, SOQOY e HARVEY (1929) realizaram o primeiro estudo definitivo
sobre a tensdo em cicatrizagdo de feridas cirurgicas. No Brasil, NARESSE et al.
(1987), construiram aparelho para medir a intensidade da forga que pode romper
anastomoses intestinais em ratos. Com o desenvolvimento de maquinas de tragao
computadorizadas é possivel avaliar com precisao a forga de ruptura, forca maxima
e tenséo tecidual.

Segundo VAN WINKLE (1969), Tensao € medida em termos de quantidade
de forca suportada de area de seccdo e pode ser expressa em Iibras/polegada2 e
quilogramas/mm?.

Forca de ruptura é a forga requerida para romper um tecido ou parede sem
considerar suas dimensdes. Em diversos tecidos do organismo, a for¢a de ruptura
varia em um mesmo tecido, porém, a tensdo pode permanecer constante para um
mesmo tecido com as mesmas dimensoes. A forca de ruptura de uma cicatriz tende
a aumentar, mas sua tensdo pode se manter constante ou inclusive decrescer,
devido somente as mudancgas na espessura do tecido. A idade pode aumentar a

forca de ruptura, mas nao a tensdo. A forca de ruptura é a variavel ideal a ser
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estudada quando o tecido ndo € homogéneo, ou seja, quando a sua espessura nao
pode ser mensurada com total precisdo (VAN WINCLE, 1969).

A forgca de ruptura da cicatriz nunca é igual a forga do tecido intacto. A
analise temporal da forca de ruptura mostra que, apds uma semana, a ferida possui
apenas trés por cento, apds trés semanas, 20% de sua forga final e apds trés meses
apresenta 80% da forca da pele intacta, sem acréscimo apds este periodo
(LEVENSON et al., 1965; BARBUL e REGAN, 1993).

Forca maxima é a forga total exercida sobre o tecido. Tanto a forga de ruptura
como a forgca maxima sdo medidas em quilogramas-forca. Sob o ponto de vista do
cirurgidao o importante é a observagao da forgca de ruptura, no entanto, sob o ponto
de vista fisico a tensdo € a medida mais importante (VAN WINCLE e HASTINGS,
1972).

No trato digestivo, a forgca da anastomose do cdlon atinge 45% do cdélon
intacto em duas semanas e 75% em quatro meses (MAST, 1997). Estudos
comparativos da cicatrizagao fascial demonstram que esta € mais prolongada em
relagao a outros tecidos, devido a sua celularidade e vascularizacao limitada e maior
consumo de glicose pelos fibroblastos. Como resultado, o ganho de forga da fascia é
mais lento, atingindo 80% em relac&o ao tecido intacto em 14 semanas (TYRONE et
al., 2000).

Nas dissertagcdes de FERNANDEZ (1993) e COELHO (1999), realizadas em
ratos adultos e jovens, respectivamente, a cicatriz obtida aos 14 e 21 dias de pos-
operatdrio foi mais resistente a tragao do que aos 7 dias, independentemente do tipo
de incis&o utilizada.

HOLM-PETERSEN e VIIDIK (1972) estudaram a cicatrizagao de ratos jovens

(trés meses de idade) e idosos (18 meses) submetidos a incisdes dorsais. As

45



46

cicatrizes foram avaliadas no 8.° e 21.° dias de pds-operatorio. Os autores
demonstraram que no oitavo dia ndo houve diferenca entre os dois grupos, porém,
aos 21 dias, a forga maxima e de ruptura foram maiores nos ratos jovens e a
resisténcia a tragao menor.

PEACOCK (1960) avaliou a tensao da cicatriz em ratos nutridos e
desnutridos por estudo tensiométrico e observou redugéo significativa nos animais
debilitados.

O mesmo foi encontrado por COELHO (2003) que estudou o efeito da
desnutricao intra-uterina sobre a cicatrizacdo da parede abdominal dos filhotes, apds
0 desmame, cujos valores tensiométricos foram inferiores para os animais

desnutridos intra-utero.

2.6.2 Morfometria do Colageno

O colageno é formado por trés cadeias polipeptideas, as cadeias alfa, que
sao formadas por cerca de 1.000 aminoacidos. Estas sdo configuradas em hélice e
unidas por pontes de hidrogénio, sendo cada uma delas codificada por um gene,
dando origem a diversos tipos dessa proteina. As mais importantes para a
cicatrizagao sao do tipo | e lll, presentes na pele e vasos sanguineos,
respectivamente (PROCKOP et al., 1979).

JUNQUEIRA, BIGNOLAS e BRENTANI (1979) descreveram que o método
picrosirius (picrosirius-red F3BA), que em combinagdo com a microscopia de
polarizacao, é considerado o melhor método para se visualizar individualmente as
fibras colagenas, quantifica-las e determinar a sua extensdo. Nesta coloragao, os

cortes histolégicos sdo submetidos ao picrosirius para a identificagado de colagenos
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maduro e imaturo sob a técnica de luz polarizada, aliados a analise morfométrica
computadorizada. Os valores sao interpretados em porcentagem de area ocupada
especificamente por determinado tipo de colageno, utilizando-se o sistema RGB
(Red, Green, Blue), no qual sdo considerados tons de vermelho (colageno tipo I) e

para tons de verde (colageno tipo Ill).

2.6.3 Imunoistoquimica para Miofibroblastos e Vasos Sanguineos

A imunoistoquimica é o método diagndstico que tem como objetivo detectar
um antigeno tissular ou celular, mediante a utilizagdo de anticorpo especifico dirigido
contra este componente celular (TORRES et al., 1998).

WERNER (2002) definiu 0 método como sendo a aplicagéao dos principios
imunoldgicos da ligagao antigeno-anticorpo para estudo de células e tecidos. A
imunoistoquimica consiste na utilizacdo de anticorpos especificos conhecidos e
manipulados quimicamente para que, ao se ligarem aos seus antigenos celulares ou
teciduais correspondentes, devido a diversas reagdes e utilizagdo de cromdgenos,
produzam alteracdo de coloracgao visivel a microscopia 6ptica, a qual indica o
antigeno especifico e o quantifica.

Em pesquisa sobre a cicatrizagdo e angiogénese, RUITER et al. (1993) utilizaram
como técnica imunoistoquimica o anticorpo PAL-E, que é altamente especifico na
identificagcao do endotélio vascular, porém € menos sensivel do que outros
marcadores, tais como o fator VIIl e o CD 34, este ultimo ndo é expresso em
arteriolas.

No presente estudo, a quantificagdo de vasos sanguineos foi realizada por meio da

técnica de imunoistoquimica, utilizando-se anticorpo antifator VIII, também
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denominado fator de Von Willebrand, o qual foi citado por WERNER (2002) como
sendo altamente especifico para tecido vascular. A utilizacdo do fator VIII como
marcador de vascularizagao foi realizada por outros estudos (JERDAN, MICHELS e
GLASER, 1991; CHIBATA, 2003 e SKINOVSKY, 2005).

No presente estudo, a quantificagdo dos miofibroblastos igualmente foi
realizada por meio de imunoistoquimica, utilizando-se para tal anticorpo anti-a-actina
muscular lisa (actina a-sm), o qual foi produzido pela primeira vez por SKALLI et al.
(1986), cujos autores demonstraram positividade para a identificagdo dessas células,
com o uso desse método.

HINZ et al. (2001), em estudo experimental, e LORENA et al. (2002), em
estudo de revisdo sobre a importancia dos miofibroblastos no processo de
cicatrizacdo, relataram que existe correlacao direta entre o nivel de actina a-sm e a
capacidade contratil dos miofibroblastos, sendo a expressdo da mesma considerada
por SCHURCH, SEEMAYER e GABBIANI (1998) como o principal marcador

bioquimico deste tipo celular.

2.7 NICOTINA E CICATRIZAGAO

2.7.1 Estudos Clinicos
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LAMPSON (1935) estudou 20 tabagistas crénicos voluntarios e determinou o
fluxo sangliineo e a temperatura cutanea na mao dos pacientes através de aparato.
Observou que o tabagismo levou a consideravel redugéo no fluxo sanguineo
periférico, relacionando o grau e a duragao da vasoconstricdo a quantidade de
nicotina absorvida, durando em média 60 minutos.

SARIN, AUSTINE e NICKEL (1974) mensuraram a velocidade do fluxo
sanguineo digital em dois grupos de dez voluntarios, um deles composto por
fumantes de idades semelhantes, utilizando Doppler Ultrasénico de Fluxo. As
medidas foram feitas antes e apds o ato de fumar em ambos os grupos e
respeitando os mesmos intervalos de tempo. Os autores concluiram que o ato de
fumar apenas um cigarro reduz a velocidade do fluxo sanguineo digital em 42%.

MOSELY e FINSETH (1977) relacionaram o retardo na cicatrizagao de leséo
de partes moles na mao de um paciente diretamente com seu habito de fumar,
acreditando-se ser a causa deste efeito deletério a vasoconstricdo associada com a
nicotina e a isquemia decorrente. A cicatrizacdo somente ocorreu apés o paciente ter
cessado o uso do tabaco.

DAVIS e DAVIS (1979) avaliaram a taxa de agregacao plaquetaria avaliada
em 18 voluntarios, antes e 20 minutos apds fumarem 3 cigarros. Concluiu-se que
houve aumento significativo da agregacgao plaquetaria, o que indica que o fumo
aumenta a formacao de trombos e consequente isquemia.

CHAMSON et al. (1980) realizaram estudo utilizando culturas de fibroblastos
humanos, foi adicionado extrato de tabaco, e foi entdo avaliada a multiplicagao
celular. Os resultados por microscopia eletrébnica demonstraram que, com o uso de
tabaco contendo de 15 a 30umol/l de nicotina, importantes alteragdes morfolégicas

foram verificadas nos fibroblastos, tais como a diminuicdo da extensao do reticulo
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endoplasmatico rugoso e aumento do numero de mitocdndrias e vacuolos.
Concluiram que a ultra-estrutura dos fibroblastos € modificada pelo tabaco,
caracterizando toxicidade celular e inibicdo do crescimento destas células.

NADLER, VELASCO e HORTON (1983) estudaram 12 tabagistas crénicos e
12 ndo-fumantes. Apds os tabagistas fumarem o equivalente a 1mg de nicotina, pelo
periodo de 4 horas, uma unidade por hora, foi dosada a taxa de prostaglandina PG2
na urina, em ambos os grupos. Nos fumantes crénicos houve redugao significativa
da PG2, sugerindo que a produgao de prostaglandinas seja inibida pela nicotina.

REES, LIVERETT e GUY (1984) estudaram retrospectivamente 1.186
pacientes consecutivos, submetidos a cirurgia plastica facial, com retalho cutaneo,
num periodo de 7 anos (1975 a 1981). Concluiram que os pacientes fumantes
apresentaram 12,46 vezes mais chance de desenvolver isquemia do retalho do que
os nao-fumantes. Diante deste fato, os autores recomendaram, que em cirurgias
eletivas, os pacientes somente fossem operados apds terem cessado o ato de
fumar.

RENAUD et al. (1984) avaliaram a taxa de agregacao plaquetaria em
relacdo aos niveis sanglineos de nicotina e carboxihemoglobina em 10 tabagistas
cronicos, 10 minutos antes e 10 minutos apds fumarem cigarros com concentragao
da droga que variou de 0,07 a 1,44mg. Observou-se aumento na taxa de agregagao
plaquetaria quando foram utilizadas concentra¢des entre 0,58 a 1,44mg de nicotina,
sem haver correlagdo com a taxa sanguinea de carboxihemoglobina.

JONES e TRIPPLET (1992) realizaram implantes dentarios em 15 pacientes,
5 pacientes fumantes e 10 ndo-fumantes. Cinco destes pacientes apresentaram

problemas cicatriciais culminando com a perda do implante em 80% (4 casos), que
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admitiram ter fumado no periodo perioperatério. Os autores concluiram que fumar é
fator de risco associado com problemas de cicatrizacao.

REUS, COLEN e STRAKER (1992) em estudo retrospectivo, compararam
104 enxertos de tecidos livres, realizados eletivamente em 93 pacientes tabagistas e
51 pacientes nao-tabagistas. Em ambos os grupos, a etiologia e sitios de recepgao
dos enxertos foram semelhantes, com excecao da doenga pulmonar obstrutiva
cronica dos tabagistas, ndo houve outros fatores de morbidade. Os autores
concluiram que houve aumento da taxa de complicacdes isquémicas na periferia dos
enxertos, no grupo de pacientes tabagistas, sugerindo ser esta complicagao
decorrente da agao vasoconstritora da nicotina.

TIPTON e DABBOUS (1995) utilizaram culturas de fibroblastos oriundos da
gengiva de um homem saudavel ndo-tabagista e nestas foi adicionada nicotina em
concentragdes entre 0,001% e 0,05%, niveis comparaveis aos encontrados na saliva
de fumantes crénicos. Foram realizadas medidas da proliferacao de fibroblastos
apos 24 horas de incubagao a 37°C e pesquisa da produgao de colageno tipo | e da
atividade da colagenase apods seis horas da incubagao. Os resultados, comparados
ao grupo controle sem adi¢cao da droga, mostraram que todas as concentragdes
testadas de nicotina causaram significativa inibicdo da proliferagao fibroblastica, a
qual é dose-dependente, sendo que nas concentragdes entre 0,05% e 0,075%
houve intensa vacuolizagéo nos fibroblastos. Apenas na concentragédo da droga de
0,05% a producéao de colageno tipo | foi inibida de modo significativo e em
concentragdes iguais ou maiores a 0,075% houve aumento significativo da atividade
da colagenase. Os autores concluiram que, in vitro, a nicotina exerce efeito inibitério

sobre a proliferagcédo de fibroblastos gengivais humanos, assim como na produgao de
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colageno tipo |, enquanto estimula a lise desta proteina pelo aumento da atividade
da colagenase.

GIANNOPOULOU, GEINOZE e CIMASONI (1999) pesquisaram os efeitos,
in vitro, da nicotina na multiplicacdo e quimiotaxia de culturas de fibroblastos
oriundos do ligamento periodontal de cinco homens voluntarios. As concentragdes
testadas da droga variaram entre 5ng por ml a 250ug por ml, o estudo foi realizado
apos 1, 3, 6, 24 e 48 horas de incubacédo, comparando-se os resultados obtidos com
grupos controle, sem adi¢gao de nicotina. No exame morfolégico das células,
encontrou-se intensa vacuolizagao nas concentragdes de 1ug e 2ug, com intensa
inibicao fibroblastica na ordem de 92% (concentragédo de 2ug por ml) a 0% (5ng por
ml). Houve inibicdo da migracao celular dose-dependente, variando de 15% com a
menor concentragéo de nicotina (50ng por ml) a até 90%, com a maior concentragéo
(5ug por ml). Concluiram que a nicotina inibe a proliferagdo e quimiotaxia dos
fibroblastos periodontais in vitro.

MOLLER et al. (2002) estudaram o efeito da abstinéncia ao fumo na taxa de
complicagdes pds-operatérias em cirurgias de quadril e joelho. Foram estudados 120
pacientes, divididos igualmente em grupos controle e abstinéncia, cujos tabagistas
cessaram ou pelo menos reduziram pela metade o ato de fumar, em periodo de seis
a oito semanas antes da cirurgia. Foram excluidos do estudo oito pacientes do grupo
controle e quatro do grupo abstinéncia, por terem sua operag¢ao adiada ou suspensa.
A taxa de complicagdes foi de 18% no grupo abstinéncia e de 52% no grupo
controle. Os autores concluiram que a abstinéncia ao fumo antes da cirurgia, por
periodo de seis a oito semanas, reduz a morbidade e a taxa de complicacbes apos

cirurgias no quadril e joelho.
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SORENSEN, KARLSMARK e GOTTRUP (2003) avaliaram a taxa de
infeccao de feridas em tabagistas e ndo-tabagistas. No estudo de 78 individuos (48
fumantes e 30 ndo-fumantes) por periodo de 15 semanas, todos os tabagistas
utilizaram 20 cigarros ao dia na primeira semana, sendo entdo separados em trés
grupos: continuaram fumando 20 cigarros ao dia, cessaram o tabagismo e
receberam disco intradérmico de nicotina ou ainda receberam disco intradérmico de
placebo. Ao término da 1.2, 4.2, 8.2 e 12.2 semanas, foram realizadas feridas por
puncdo da pele na face lateral da regido sacral dos fumantes e dos nao-fumantes.
Nos tabagistas a taxa de infeccao foi de 12%, comparada com 2% dos nao-
tabagistas. Houve menor taxa de infec¢ao de ferida naqueles que pararam de fumar
e receberam implante de nicotina, quando comparados aos que continuaram a fumar
apos 4, 8 e 12 semanas. Entre os individuos que receberam implante de nicotina ou
placebo ndo houve diferenga significativa. Concluiu-se que os fumantes apresentam
taxa de infecgao de ferida maior do que os nao-tabagistas e que periodo de
abstinéncia de quatro semanas reduz a incidéncia de infecgao nas feridas.

FANG e SVOBODA (2005) realizaram estudo in vitro, com o cultivo de
fibroblastos humanos do tecido gengival saudavel de dois pacientes. As células
foram tratadas com diferentes doses de nicotina na concentracéo de 0, 0,01, 0,1 e
0,5 uMol, por periodo de 2 horas e entao incubadas com o Fator Transformador de
Crescimento B (TGF-B1) nas concentragdes de 0, 0,25, 0,5, e 1ng por ml com ou
sem nicotina por periodo de 30 horas. Os fibroblastos foram estudados com
imunoistoquimica para pesquisa de miofibroblastos através do marcador actina
a-sm. Concluiu-se que a nicotina inibe a diferenciacao dos fibroblastos do tecido

gengival humano em miofibroblastos in vitro, suportando a hipétese de que o retardo
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na cicatrizagcdo dos fumantes pode ser devido a diminui¢gdo da contragao da ferida
ocasionada pelos miofibroblastos.

CHAN, WITHNEY e BUTLER (2006) avaliaram 163 pacientes
consecutivamente submetidas a mamoplastia redutora bilateral por periodo de 26
meses, das quais 38,5% eram tabagistas. As pacientes fumantes foram orientadas a
parar de fumar por periodo minimo de quatro semanas previamente a cirurgia.
Observou-se que as pacientes fumantes tiveram 55,4% de problemas na
cicatrizagao e o grupo de nao-fumantes 33,7%. Do total de pacientes, 75%
admitiram n&o terem cessado o habito de fumar no periodo prévio de quatro
semanas a cirurgia. Para o grupo de pacientes tabagistas que cessou o tabagismo
em periodo prévio a cirurgia de quatro semanas, o indice de complicagdes de
cicatrizacao foi de 33,3%, para o grupo que parou de fumar por periodo inferior a
quatro semanas o indice de complicagbes da cicatrizagao foi de 52,6% contra 67,7%
de complicagdes na cicatrizacido para aquelas pacientes que admitiram nio terem

parado de fumar.

2.7.2 Estudos Experimentais

Em 1975, RICHARDSON et al. realizaram estudo para avaliar os efeitos da
exposig¢ao do tabaco na microcirculagcdo mesentérica. Para tanto, utilizaram ratos
fémeas Sprague-Dawley, divididos em dois grupos, o primeiro submetido a maquina
produtora de fumaca do tabaco por periodo de dois meses e o segundo controle.
Concluiram que o uso do tabaco pode levar a redugdo da microcirculagao capilar
mesentérica em ratos, com consequente diminuicdo do aporte de nutrientes as

células intestinais.
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MOSELY, FINSETH e GOODY (1978) estudaram dez coelhos que
receberam nicotina pela via intraperitoneal, na dose de 2mg por kg de peso, duas
vezes ao dia e por periodo de cinco dias prévios a operagao e por 21 dias no pos-
operatdrio. Foram realizadas lesdes cutdneas padronizadas na orelha dos animais,
analisando-se a cicatrizagao por meio da medigcao macroscopica do tecido cruento,
em intervalos de dois dias, até o 21.° dia de evolugdo. Comparando-se ao grupo
controle, que recebeu placebo, concluiu-se que a nicotina retardou a cicatrizacdo no
intervalo do 6.° ao 10.° dia. Sugeriu-se a hipétese de que este efeito deletério
poderia ser causado por dano direto aos macrofagos e fibroblastos, por efeito
vasoconstritor, com consequente decréscimo do aporte sanglineo ou ainda por
inibicdo da epitelizagao.

NOLAN et al. (1985) realizaram estudo com o uso de retalhos pediculados,
tipo Mc Farlane, confeccionados no dorso de 344 ratos Fischer f€meas, expostos a
fumaca de cigarros por meio de maquina produtora de fumacga padronizada, pelo
periodo de 21 dias antes e sete dias apds a cirurgia. Observaram que a taxa de
necrose dos retalhos foi de 78% nos animais expostos a fumacga dos cigarros,
enquanto que no grupo controle, exposto ao ar ambiente a taxa foi de 56%.

FORREST, PANG e LINDSAY (1985) realizaram dois experimentos
utilizando ratos e cobaias. No primeiro, foram estudados retalhos cutadneos
padronizados tipo Mc Farlane em 80 ratos Sprague-Dawley. A nicotina foi aplicada
por via subcutanea em concentracdes de 2, 4, 8 ou 16mg por kg de peso ao dia,
divididas em duas aplicagdes. A aplicagao ocorreu por quatro semanas prévias a
realizacao dos retalhos e uma semana apos os procedimentos cirurgicos. A analise

foi feita 30 dias apds a cirurgia e comparada com os animais do grupo controle.
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Observou-se que o tamanho da area viavel foi significativamente menor nos animais
expostos a nicotina.

No segundo experimento, 12 cobaias Yorkshire foram divididos em dois
grupos, sendo o grupo A tratado com injegbes intramusculares de solugéo salina e o
grupo B com inje¢des intramusculares de nicotina, na dose de 8mg por kg de peso
ao dia, divididas em duas aplicacdes. A administracao foi realizada por quatro
semanas antes e uma semana apos a confecg¢ao de retalhos cutidneos padronizados
na regiao dorsal. O fluxo sanglineo na ponta dos retalhos foi estudado com o auxilio
de técnica radioativa em trés animais do grupo A e trés animais do grupo B, seis
horas apods o procedimento cirurgico. No restante dos animais a analise foi
semelhante ao primeiro exposto. Os autores concluiram que o fluxo sanglineo na
ponta dos retalhos era menor nas cobaias tratadas com nicotina, e a area viavel dos
retalhos era também menor, comparados ao grupo controle.

FORREST, PANG e LINDSAY (1987) administraram nicotina por via
subcutanea, em ratos Sprague-Dawley. Em seu primeiro experimento, 80 animais
foram divididos em cinco grupos de 16; quatro grupos receberam nicotina
subcuténea nas doses de 1, 2, 4 e 8mg por kg de peso, respectivamente, e o grupo
controle 0,2ml de solucéo salina, por quatro semanas. Foi realizado retalho cutaneo
padrao tipo Mc Farlane no dorso dos animais e, a nicotina foi mantida no pos-
operatdrio por mais uma semana. Os resultados demonstraram diminuicdo da area
de retalho viavel a partir da dose de 2mg por kg de peso, duas vezes ao dia. No
segundo experimento, 0 mesmo procedimento foi adotado, porém a administragao
de nicotina foi iniciada somente duas semanas antes da cirurgia. Nao foi encontrada
diferenca na area viavel dos retalhos entre o grupo controle e os grupo que

receberam nicotina. Concluiram os autores que os efeitos deletérios da nicotina sao
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tempo e dose dependentes, pois somente foram identificados em doses iguais ou
superiores a 2mg por kg de peso, em duas doses diarias e com uso no periodo
prévio a operacao maior do que duas semanas.

ZIMMERMAN e MC GEACHIE (1987) utilizaram microscopia eletrbnica para
quantificar as injurias ultra-estruturais do endotélio, decorrentes da exposigao a
nicotina. A droga foi administrada em 14 camundongos, na agua de beber, em dose
equivalente diaria de 5mg por kg de peso, por cinco semanas, sendo entdo os
resultados comparados com o grupo controle, composto por 12 animais nao
expostos a nicotina. O segmento vascular estudado foi composto de por¢des da
aorta, desde o arco até a bifurcagao terminal. O grupo exposto a nicotina apresentou
maior vacuolizacao citoplasmatica do endotélio, edema mitocondrial e edema
subendotelial, o que caracterizou dano na camada endotelial.

FORREST, PANG e LINDSAY (1991) estudaram a administragdo de nicotina
por uso prolongado. Utilizaram baixa dose da droga (0,6mg/kg de peso, via
subcutanea, duas vezes ao dia), administrada 24 semanas antes da cirurgia, nos
grupos A e B, cada grupo com 15 ratos. Um terceiro grupo controle, com 15 animais
recebeu solucgéo fisioldgica a 0,9%. O procedimento consistiu de retalhos cutaneos
padronizados no dorso dos animais do grupo controle e do grupo A. Nestes ultimos,
0 uso da nicotina permaneceu por mais sete dias, quando entdo os animais foram
mortos e foi realizada a avaliagao pds-operatéria. No grupo B, a nicotina foi
interrompida apos 24 semanas e a operacao foi realizada duas semanas apos. O
grupo A apresentou diminuigao da area viavel do retalho, comparado ao grupo
controle; ja o grupo B nao apresentou diferenga, comparado ao controle. Os autores
concluiram que a administragdo de nicotina por tempo prolongado foi deletéria na

viabilidade de retalhos cutaneos em ratos, reversiveis apos duas semanas da
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interrupcao da administracdo da droga. Os efeitos deletérios da administragao a
longo prazo foram similares aos encontrados quando a nicotina foi utilizada em altas
doses por periodo curto de tempo (2mg/kg, 2 vezes ao dia, por 4 semanas).

BARBOSA et al. (1995) estudaram as alteragdes de peso e histoldgicas, dos
recém-nascidos de 80 ratas gestantes Wistar, submetidas a desnutricdo e ao
estresse crbénico de nicotina. As ratas gestantes foram divididas em dois grupos,, 40
animais do grupo controle e 40 animais do grupo desnutrida (diminuicao de 50% da
ingesta alimentar). Cada grupo foi subdividido em subgrupos com 10 animais, entre
estes um subgrupo de ratas gestantes recebeu nicotina, via subcutanea, na dose de
900ug/kg de peso ao dia, a partir da constatagcédo da gravidez até o 21.° dia da
gestacdo. Outro subgrupo de ratas gestantes recebeu nicotina na dose de
2.700ug/kg, do mesmo modo. Os subgrupos foram comparados com grupos de ratas
gestantes controle, que receberam 0,15ml de solugéo fisiolégica durante 0 mesmo
periodo. As ratas gestantes desnutridas que receberam nicotina apresentaram
menor peso ao final da gestagao, a perda de peso foi proporcional a dose de
nicotina recebida. Do mesmo modo, os filhotes nascidos de ratas desnutridas que
receberam nicotina apresentaram menor peso corporal e tecidual (figado e pulmdes)
comparados ao controle. Concluiram que a nicotina utilizada pela rata gestante
desnutrida, diminui a ingesta de ragao durante a gravidez, e que se utilizada em
altas doses, assim como a desnutricdo por restricdo de rag¢do, produz desnutricao
materna, o mesmo ocorrendo no seu recém-nascido.

RIEBEL et al. (1995) realizaram estudo sobre a influéncia da nicotina na
revascularizagdo de enxertos 6sseos em 24 coelhos New Zealand. Os fragmentos
0sseos para os enxertos foram retirados da crista iliaca dos animais, sendo

implantados em defeito 6sseo criado na porg¢ao distal do fémur dos mesmos. Foram
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implantadas, no subcutaneo dos animais, minibolsas de liberagao lenta de nicotina,
as quais liberaram nicotina por um periodo de duas semanas. Seis animais foram
sacrificados uma semana, 12 animais ap6s duas semanas e o restante quatro
semanas apos cessar a liberacado da nicotina. A arvore vascular foi estudada com a
injecao de silicone e o grau de revascularizagao do enxerto foi determinado por meio
de analise computadorizada da imagem. Os resultados, comparados com animais do
grupo controle, demonstraram que os coelhos avaliados na primeira e segunda
semanas apresentaram diminuigdo de cerca de 50% no crescimento vascular, sendo
gue na quarta semana nao foi encontrada diferenga significativa. Os autores
concluiram que a nicotina inibe a revascularizacdo de enxertos 6sseos em coelhos e
que este efeito é reversivel apds quatro semanas de eliminagéo da droga.

MARITZ e DENNIS (1998) investigaram o efeito da exposi¢do materna a
nicotina durante a gravidez e lactagéo no desenvolvimento pulmonar dos filhotes.
Ratas Wistar gravidas receberam nicotina via subcutanea, na dose de 1mg por kg de
peso, desde o primeiro dia da gestagcéo até o desmame dos filhotes no 21.° dia. Os
tecidos pulmonares dos ratos neonatos foram coletados nos dias 14, 21, 35 e 42
apos o nascimento e preparados para estudo morfométrico. Os resultados obtidos
demonstraram diminuicdo na formacao de alvéolos nos pulmdes dos filhotes e
diminuicdo do numero de capilares no septo alveolar, em comparagao aos grupos
controle. Os autores concluiram que a exposicdo materna a nicotina tem efeito
deletério no desenvolvimento da area de troca gasosa nos pulmdes de seus
respectivos filhotes até o 42.° dia apds o nascimento.

VILLABLANCA (1998) realizou experimento com o objetivo de pesquisar o
papel da nicotina na arteriogénese. Para tanto, utilizou culturas de células

endoteliais provenientes de artérias pulmonares bovinas, incubando-as com nicotina,
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acrescentando ou nao hidroxiuréia (inibidor da sintese de DNA), plasma humano
pobre em plaquetas e fator de crescimento endotelial derivado de plaquetas. Os
resultados demonstraram que a nicotina estimulou, de maneira significativa, a
sintese de DNA e a multiplicacdo de células endoteliais in vitro, quando comparada a
outras substancias testadas.

SKINOVSKY (2000) realizou estudo sobre a influéncia da nicotina na
cicatrizacdo de anastomoses do intestino delgado de ratos. Utilizou 60 ratos Wistar,
divididos em trés subgrupos nicotina, que receberam a droga por via subcutanea, na
dose de 2mg por kg de peso, duas vezes ao dia e trés subgrupos controle, que
receberam solucéo fisiolégica a 0,9%. As administragdes da nicotina e/ou solugao
fisiologica iniciaram-se 28 dias previamente a realizagao da anastomose no intestino
delgado e continuaram por mais 7, 14 e 28 dias apds a cirurgia, de acordo com o
subgrupo. De acordo com avaliagado tensiométrica e histoldgica, concluiu-se que a
nicotina teve efeito deletério na cicatrizagdo das anastomoses intestinais,
provocando diminuicdo da proliferagcao dos fibroblastos no 7.° dia pds-operatorio,
menor quantidade de colageno imaturo no 28.° dia e menor forga de ruptura,
também no 28.° dia apds a realizagdo dos procedimentos cirurgicos.

HEESCHEN et al. (2001) realizaram estudo para determinar os efeitos da
nicotina na angiogénese estimulada por isquemia. Apds a ligadura unilateral da
artéria femoral de 30 camundongos, divididos em cinco grupos iguais, que
receberam nicotina intramuscular no membro isquémico por trés semanas nas doses
de 0,0003, 0,003, 0,3 e 3,0ug/kg, comparados com grupo controle. No estudo
histolégico entre os grupos, observaram que a nicotina estimulou a angiogénese na

concentracao de 0,03ug/kg; entretanto, em doses maiores do que 3ug/kg, a droga
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nao aumentou a angiogénese, sendo observada citotoxicidade com evidéncia de
edema intersticial.

JACORBI et al. (2002) propuseram que a nicotina acelera a angiogénese e a
cicatrizacdo em camundongos diabéticos através da via colinérgica enddgena para
angiogénese mediada por receptores nicotinicos acetilcolinérgicos. Estudaram
retalhos cutaneos no dorso de 65 camundongos diabéticos, sendo estes animais
divididos em grupos de cinco animais e tratados com nicotina intramuscular (107
mol/l), solugado salina, solugao agonista e antagonista dos receptores nicotinicos
acetilcolinérgicos e FGF. Os autores concluiram que a nicotina acelera a cicatrizagao
de feridas em ratos diabéticos, bem como seus efeitos na neovascularizagcado foram
semelhantes ao do FGF.

PINTO et al. (2002), em trabalho experimental estudaram os efeitos da
nicotina no processo de reparo de alvéolos dentais em 80 ratos Wistar, divididos em
quatro grupos iguais, sendo a metade controle. Os animais receberam,
respectivamente, uma a duas doses subcutaneas diarias de hemisulfato de nicotina,
iniciando-se quatro semanas antes da extragao dentaria e que continuou até a
eutanasia dos ratos nos dias 3, 7, 15 e 28 dias ap6s o procedimento, comparados ao
grupo controle que receberam solugao salina a 0,9%. Foi encontrada menor
quantidade de fibroblastos e também de vasos neoformados no grupo que recebeu
duas doses diarias de nicotina, em todos os intervalos de avaliagdo. Concluiu-se que
a nicotina inibe a angiogénese na area de ossificagdo dos alvéolos dentais.

CHIBATA (2003) realizou estudo sobre a influéncia da nicotina no processo
cicatricial da parede abdominal em ratos; utilizou 60 ratos Wistar, divididos em seis
grupos, metade deles experimental e metade controle. Todos os grupos

experimentais receberam nicotina subcutanea na dose de 2mg por kg de peso, duas
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vezes ao dia, com inicio 28 dias antes do procedimento de laparotomia ao qual
foram submetidos. A eutanasia dos animais ocorreu no 7.°,14.°, e 28.° dias ap0s a
laparotomia, continuando a administragao da droga até entdo. Concluiu-se que a
nicotina provocou reducao da forca maxima no 14.° dia apds a sutura da parede
abdominal e reducgao significativa no numero de vasos sanguineos no 7.° dia apos a
realizacao do procedimento cirurgico.

MEDEIRQOS et al. (2003) realizaram estudo randomizado para avaliar o
efeito da nicotina na cicatrizagao da parede abdominal de ratos. Consistiu de 16
ratos Wistar, separados aleatoriamente em dois grupos iguais. No grupo A foi
implantado disco de nicotina no subcutaneo da regiao dorsal (dose de 5mg/kg de
peso ao dia), trocados em dias alternados. O grupo B (controle) foi implantado disco
de celulose com o mesmo didmetro e sem nicotina. A dose foi iniciada cinco dias
antes do procedimento cirurgico, que consistiu de laparotomia mediana de 5¢cm.
Tubo de silicone multiperfurado foi implantado no subcutaneo a 1cm da lesdo da
parede abdominal. No 10.° dia de pds-operatdrio foi colhido 1ml de liquido seroso do
tubo de silicone por pungéo percutanea para dosagem da pO, e 0s animais
receberam dose letal de anestésico. Foi estudado o segmento de parede abdominal
com a ferida por meio de tensiometria e histopatologia. No grupo A, a pO, do liquido
tecidual atingiu o valor de 17,75 + 3,4mmHg e no grupo B (controle) 49,75 +
6,4mmHg. A resisténcia a tensao apresentou valor de 728 + 161,75kgf no grupo A e
1241 + 232kgf no grupo B. A densidade média dos elementos histopatoldgicos foi de
105 + 17,1 no grupo A e de 146,2 + 8,8 no grupo B. Os autores concluiram apés
avaliagao da pO, tecidual, tensiometria e histopatologia, que a nicotina subcutanea

causa efeito deletério sobre a cicatrizacido de feridas da parede abdominal de ratos.
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SKINOVSKY (2005) realizou estudo sobre a influéncia da nicotina na
cicatrizacdo de anastomoses do intestino delgado de ratos. Utilizou 60 ratos Wistar,
divididos em trés subgrupos nicotina, que receberam a droga por via subcutanea, na
dose de 2mg por kg de peso, duas vezes ao dia e trés subgrupos controle, que
receberam solucéo fisioldgica a 0,9%. As administragdes da nicotina e/ou solugao
fisiologica iniciaram-se 28 dias previamente a realizagdo da anastomose no intestino
delgado e continuaram por mais 7, 14 e 28 dias apds a cirurgia, conforme o
subgrupo. De acordo com avaliagao histolégica, mediante imunoistoquimica,
concluiu-se que a nicotina teve efeito deletério na cicatrizacdo das anastomoses
intestinais, provocando menor proliferacdo dos miofibroblastos no 7.° dia de pés-
operatorio e no 28.° dia menor proliferagdo de vasos sangulineos, na area da

anastomose, quando comparado ao grupo controle.
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3 MATERIAL E METODO
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3 MATERIAL E METODO

Aplicaram-se, neste trabalho, as Normas para Apresentagcao de Documentos
Cientificos da Universidade Federal do Parana (2002). Os procedimentos
experimentais foram realizados no Centro de Pesquisas Cirurgicas do Programa de
Po6s-Graduagao em Clinica Cirurgica da Universidade Federal do Parana.

A analise estatistica inferencial foi realizada para a comparagao do peso das
ratas durante a gestacao e lactacao, e entre os filhotes, levando-se em conta os

dados do peso na lactacao, tragdo e anatomopatoldgico.

3.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Para a realizacao do presente experimento foram utilizados 90 ratos Wistar
(Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia), adultos, com 90 dias de vida,
sendo 45 ratos machos e 45 ratos fémeas, originarios do Instituto de Tecnologia do
Parana (TECPAR) em Curitiba e cujos pesos variaram de 244 a 290g, média de
260g. Das 45 ratas selecionadas como possiveis candidatas para o estudo, 25 ratas
foram selecionadas, aleatoriamente, para o grupo nicotina e as demais 20 ratas para
0 grupo controle. Foram acasaladas na proporgao de 1:1, e do total de 45 ratas,
77,8% delas (35 ratas) engravidaram. Sendo 19 ratas pertencentes ao grupo
nicotina (GN) e 16 ratas pertencentes ao grupo nicotina (GC).

As ratas de ambos os grupos e seus respectivos filhotes foram selecionados
baseando-se no critério de pelo menos sete filhotes sobreviventes, por nutriz, ao

final do periodo de lactacao.
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Foram selecionadas, de modo aleatdrio, quatro ratas pertencentes ao GN
com 43 filhotes no total, e outras quatro ratas do grupo controle (GC), totalizando 44

filhotes. (Tabela 6).

3.2 AMBIENTE DE EXPERIMENTAGAO

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com area de
superficie de 0,12m? e capacidade para cinco animais, sendo mantidos em ciclo de
12 horas de claridade por 12 horas de escuridao e na temperatura ambiente
constante de 24°C, recebendo racio balanceada padrao denominada Nuvilab CR1®
fornecida pela Nuvital de Curitiba e agua ad libitum. O periodo de adaptacgéao foi de
48 horas.

As fémeas, todas nuliparas, com peso médio de 260g, divididas de maneira
aleatdria em dois grupos; grupo nicotina (GN) com 25 ratos fémeas e grupo controle
(GC) com 20 animais, foram acasaladas na proporc¢ao de 1:1 por periodo de dois
dias. Foram consideradas prenhas ap6s o exame do introito vaginal e coleta de
material com pipeta da marca Biohit® com capacidade de 20 a 200ul para a
verificagdo da presenca de plug vaginal, ou seja, esperma cristalizado ao

microscopio, marcando o primeiro dia de gestagao.
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3.3 PERIODO DE PRENHEZ

Isoladas em gaiolas individuais, com area de 0,12m2, foram identificadas em
dois grupos conforme a solugao a ser injetada a partir do 2.° dia de prenhez.

Os grupos, GN (grupo nicotina), contendo 19 animais, recebeu aplicagao
subcutanea de nicotina, e o GC (grupo controle), com 16 animais, recebeu aplicagao

de solugao fisioldgica a 0,9%.

3.3.1 Administracédo de Nicotina ou Solucéo Fisiolégica Pré-Operatorias

Nos animais do GN foi administrada nicotina (Nicotine di-tartrate salt, Sigma,
Saint Louis, Missouri, EUA), por via subcutanea, na dosagem de 2mg por kg de peso
dia, dividida em duas doses de 1mg/kg de peso cada (12/12 horas), diluida em 0,3ml|
de solugao fisiolégica a 0,9%, ajustada para pH 7,4, durante todo o periodo
gestacional e até 21 dias da amamentacgao dos filhotes.

Nos animais do GC foi aplicada solugéo fisioldgica a 0,9%, no volume de
0,3ml, duas vezes ao dia (12/12 horas), por via subcutanea e sendo ajustada para
pH 7,4. O periodo de administragédo foi o mesmo do grupo da nicotina.

As citadas solugdes foram administradas na regiao dorsal do animal,
utilizando-se agulhas 13 x 4,5mm. (Figura 1).

A dose de nicotina ou de solugéo fisiolégica a 0,9% foi ajustada quando
necessario até imediatamente apds o parto, aos 21 dias e até o final do periodo de

amamentacao.
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FIGURA 1 — ADMINISTRAGAO DA NICOTINA SUBCUTANEA NO DORSO DO ANIMAL

As ratas prenhas foram examinadas diariamente, pesadas semanalmente e
imediatamente apds o parto, aos 21 dias. Os recém-nascidos foram amamentados
pelas respectivas maes. Foram registrados todos os dados dos animais de cada
grupo relacionados ao peso, dosagem de nicotina ou solugao fisioldgica a 0,9%

injetadas, dia do parto e numero de filhotes nascidos vivos.

3.4 PERIODO DE LACTACAO

Durante a lactacao todas as nutrizes foram alimentadas com dieta Nuvilab
CR1%e agua ad libitum e tiveram seu peso avaliado semanalmente. Em adi¢ao, os
filhotes de cada nutriz foram individualmente identificados com abracgadeiras

numeradas de nylon, posicionadas na regiao cervical (Insulok modelo T18R -
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Hellermann Tyton, Jundiai, S&o Paulo). Dados ocorridos durante a lactagao relativos
ao peso materno, numero de filhotes sobreviventes e especificos de cada filhote

foram anotados em protocolo especifico.

3.5 PERIODO DE DESMAME

Os filhotes foram desmamados no 21.° dia de vida. Do total de 87 filhotes
selecionados, pertencentes aos dois grupos: grupo controle (GC), com 44 filhotes,
produtos de maes submetidas a aplicagéo subcutanea de solugéo fisiologica a 0,9%
durante a gestacao e lactagao e grupo nicotina (GN), com 43 filhotes obtidos de
maes submetidas a aplicagdo de solugao de nicotina durante a gestacéo e a

lactagao para serem submetidos a cirurgia imediatamente apds o desmame.

3.6 CIRURGIA

Os animais foram submetidos & anestesia geral inalatéria com éter sulfurico (Eter,

Farmacia Magistral, Curitiba, Parana) puro sob campanula, sem periodo prévio de
jejum. A dose anestésica aplicada foi considerada adequada mediante observacgao
da amplitude e freqliéncia dos movimentos respiratorios do animal.

Apods a anestesia, foram anotados na ficha de protocolo o numero de
identificacdo da mae e do filhote, grupo e subgrupo de cada animal e data da
cirurgia. Apoés a tricotomia abdominal, o animal foi colocado em decubito dorsal com
os membros em extenséao fixados a mesa cirurgica, bem como a cauda. Efetuou-se,
entdo, a anti-sepsia téraco-abdominal ampla com solucéo de polivinilpirrolidona-iodo

a 10% e delimitacdo do abdémen com campos esterilizados. Demarcagao prévia da
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pele, com caneta adequada da marca Codman®, foi realizada a cada dez mm,
iniciando-se no bordo direito da incisdo a fim de manter a sutura uniforme (figura 2),
conforme técnica demonstrada por SEID et al. (1995).

A técnica cirurgica constou, em todos os grupos, de incisao transversa
supra-umbilical envolvendo todos os planos da parede abdominal, com 30mm de
extensao, iniciando-se a direita e cruzando a linha média (figura 3).

A diérese dos planos cuticular, aponeurético, muscular e peritonial iniciou-se
com incisdo de cinco mm a bisturi, realizada na borda lateral da laparotomia
transversa. Procedeu-se, entdo, a ampliacdo da incisdo com o uso de tesoura de iris
no mesmo sentido da incisdo da pele, totalizando abertura de 30mm em todos os
planos da parede abdominal (figura 3).

Sem o fechamento peritonial, foi realizada sutura continua ndo-ancorada, em
bloco, interessando a aponeurose e musculatura, utilizando-se fio multifilamentar de
poliglactina 4-0 (figura 4). Em pele, sutura subcuticular continua ndo-ancorada com
fio multifilamentar de poliglactina 7-0. A ferida cirurgica foi mantida sem curativo

(figura 5).

FIGURA 2 — DEMARCAGAO DA INCISAO TRANSVERSA DE PELE (mm)
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FIGURA 4 - SUTURA DO PLANO MUSCULO-APONEUROTICO DA INCISAO

FIGURA 5- FECHAMENTO CUTICULAR DA INCISAO TRANSVERSA

3.7 POS-OPERATORIO

No pds-operatorio imediato, foi instituido jejum de 30 minutos e manutencéo
dos animais em gaiolas separadas. Apds o periodo de recuperagao anestésica,
todos os animais foram mantidos em gaiolas com area de superficie de 0,12m? e
capacidade para cinco animais, recebendo agua e ragao Nuvilab CR1® ad libitum.

A avaliacio diaria dos animais constou da observacao do aspecto da ferida

operatoria quanto a sangramento, infec¢do, deiscéncia de pele e/ou evisceragao.

3.8 MORTE DOS ANIMAIS
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Os grupos C e N foram divididos aleatoriamente em 4 subgrupos, contendo
15 animais cada, segundo o procedimento a ser realizado (figura 6):
SUBGRUPO 7 - animais mortos no 7.° dia de pds-operatorio, sendo
dividido em C7 e N7, segundo a solugao aplicada nas méaes durante
a gestagcao e amamentagao.
SUBGRUPO 21 - animais mortos no 21.° dia de pds-operatério,
sendo dividido em C21 e N21, segundo a solugao aplicada nas maes
durante a gestagao e amamentagao.
Ap0ds o sacrificio com éter sulfurico puro sob campanula, os animais foram
avaliados quanto a presenca de alteragdes na cicatriz cirurgica, em particular a

presenca de infecgao e/ou deiscéncia de sutura.

3.9 PREPARO DOS FRAGMENTOS PARA ESTUDO

Removeu-se a parede abdominal em bloco e a cicatriz cirargica foi dividida
em dois fragmentos, sendo um maior, contendo 25mm de comprimento da cicatriz e
30mm de largura, do qual se retirou a pele e o tecido celular subcutaneo, mantendo-
se o fio de sutura da aponeurose e musculatura, encaminhado para estudo de
resisténcia a tracdo. Fragmentos menores, contendo a cicatriz com 5mm de
comprimento e 30mm de largura foram encaminhados completos para histologia

(figura 7).
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FIGURA 6 — ORGANOGRAMA DA OBTENGCAO DA AMOSTRA

45 FEMEAS
NULIPARAS
25 RATAS -GN 20 RATAS - GC
ACASALADAS 1:1 ACASALADAS 1:1
19 RATAS - GN 16 RATAS - GC
PRENHAS PRENHAS
4 RATAS -GN 4 RATAS - GC
COM 43 CRIAS COM 44 CRIAS
43 CRIAS - GN 44 CRIAS - GC
CIRURGIA CIRURGIA
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GC 7 DIAS - 15 CRIAS
GC 21 DIAS - 15 CRIAS

GN 7 DIAS - 15 CRIAS
GN 21 DIAS - 15 CRIAS

3.10 ESTUDO DA RESISTENCIA A TRACAO

De cada fragmento maior da parede abdominal foi preparado um corpo de
prova musculo-aponeuroético com recortes laterais na regiao da linha de sutura,
segundo técnica descrita por NASH (1961) e KNOLMAYER et al. (1996). A regidao da

linha de sutura foi medida em mm para o calculo da area de secgao.
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FIGURA 7 — RETALHO PARA ESTUDO DA TRAGCAO E ANATOMOPATOLOGICO

Os corpos de prova foram acondicionados em geladeira térmica e
encaminhados de imediato para a analise a fresco, no sentido transverso a linha de
sutura, em maquina de tragdo computadorizada (figuras 8 e 9), marca EMIC
(Equipamentos e Sistemas de Ensaio, Sdo José dos Pinhais, Parana) modelo DL —
500 MF, com garras autotravantes e capacidade para 500kgf, no Centro de
Pesquisas Cirurgicas do Programa de Pés-Graduagao em Clinica Cirurgica da
Universidade Federal do Parana.

A célula de carga utilizada foi para 10kg e a sensibilidade de 50 gramas. A
velocidade da tragao utilizada foi de 100.000 mm/min. A temperatura ambiente foi
mantida constante em 24°C, com umidade relativa do ar em 50%.

Os parametros avaliados foram:

a) Forca maxima, definida como a forga maxima suportada pelo tecido antes

do inicio de sua ruptura,

b) Forca de ruptura, que é a for¢a requerida para romper completamente um

tecido ou parede sem considerar suas dimensdes e
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c) Tenséo, que é medida em termos de quantidade de forga suportada por

unidade de area de seccdo. E dependente das dimensées do tecido e permite

comparagao mais adequada entre corpos de prova retirados de espécimes

diferentes. Pode ser dada em libras/polegada2, quilogramas/m2, quilogramas/mm?2 .

FIGURA 8 — MAQUINA DE TRACAO UTILIZADA NO EXPERIMENTO

75



76

FIGURA 9 - ESTUDO DE TRAGAO EM CORPOS DE PROVA DOS GRUPOS CE N

Na figura 10 apresenta-se exemplo de estudo tensiométrico
computadorizado do corpo de prova, sendo que a seta A representa: a forca maxima
suportada antes do inicio da ruptura e a seta B, representa: a for¢a requerida para

romper o corpo de prova por completo.

FIGURA 10 — EXEMPLO DE ESTUDO TENSIOMETRICO COMPUTADORIZADO DO
CORPO DE PROVA, EIXO X — DISTANCIA (MM) E EIXO Y — FORCA
(KGF) SETA: (A) FORCA MAXIMA E (B) FORCA DE RUPTURA
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Seta A: Forga Maxima - forga suportada pelo corpo de prova antes do inicio da ruptura.

Seta B: Forga de Ruptura — forga requerida para romper o corpo de prova por completo.

3.11 ESTUDO ANATOMOPATOLOGICO

3.11.1 Processamento Histoldgico

Os fragmentos menores, contendo a cicatriz com 5mm de comprimento e
30mm de largura, foram imersos em formol tamponado a 10% e preparados em
bloco de parafina.

Os cortes de 4um foram preparados com coloragéo picrosirius (picrosirius-
red F3BA) para identificacdo de colagenos maduro e imaturo por técnica de
microscopia por luz polarizada e analise morfométrica computadorizada, a qual
quantifica a percentagem de deposi¢céo de cada tipo especifico de colageno. Nesta
técnica analisaram-se os cortes histologicos através de microscopio Optico da marca
Zeiss®, em aumento de 200 vezes, em trés campos distintos aleatoriamente,
utilizando-se fonte de luz polarizada. As imagens foram captadas por camera Sony®
CCD 101 (Sony®, Téquio, Japao), transmitidas a um monitor colorido Trinitron
Sony®, congeladas e digitalizadas através de placas Oculus TCX. Finalmente foi
realizada a analise das imagens através do aplicativo Optimas 6.0 para Windows em
computador da linha Pentium®. A calibragdo do sistema foi baseada na densidade
optica dos pontos de resolugao (pixels) que formam as imagens, selecionando-se o
valor limite de melhor resolugéo. No sistema RGB (Red, Green, Blue) foram
considerados valores para preto (fundo), para tons de vermelho (colageno tipo I) e

para tons de verde (colageno tipo Ill). Nos cortes histolégicos analisados,
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determinou-se 0 campo microscopico sobre a linha de sutura, em trés campos
distintos, obtendo-se entdo as médias aritméticas. Calculou-se a percentagem da
area ocupada pelas fibras que continham colageno dos tipos | e Il em relagéo a
area total examinada, pelo software Image Pro Plus (Media Cybernetics, Califérnia,
EUA).

A coloragao com hematoxilina-eosina foi realizada para avaliagao geral e
identificagao da linha de sutura propriamente dita, a qual orientou a coloragao

imunoistoquimica. (Figura 11).

3.11.2 Coloracao Imunoistoquimica

Para o estudo imunoistoquimico utilizou-se a técnica descrita por HSU
(1981). Foram utilizadas laminas silanizadas para se evitar o descolamento dos
cortes histolégicos durante a coloracéo. Os cortes foram submetidos a
desparinizacao e hidratacao, sendo entdo imersos em tampéao citrato, pH 6,0, para
recuperagao antigénica em banho-maria a 98°C; em seguida foram imersos em
tampao fosfato e submetidos a bloqueio da peroxidase endégena em metanol com
peréxido de hidrogénio a 3%. Na sequéncia, aplicaram-se os anticorpos primarios
antifator VIII na diluigdo de 1:200 (Policlonal, Cédigo 0082, DakoCytomation —
Capinteria, Califérnia, EUA) e anti-a-actina muscular lisa (Monoclonal, Cédigo
MO0851, Dako Cytomation, Carpinteria, Califérnia, EUA), em laminas separadas,
incubando-as overnight a temperatura de 4°C. Ap6s banho em tampéao fosfato,
seguiu-se a aplicagao de anticorpo biotinilado por 30 minutos, a temperatura

ambiente. Apds novo banho em tampéo fosfato, seguiu-se a aplicagdo do complexo
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estreptavidina — peroxidase por 30 minutos, ainda a temperatura ambiente. Foi entao
realizado mais um banho em tampéao fosfato e revelagado da reacao imune com
diaminobenzina, seguido de contracoloragdo com hematoxilina. Na sequéncia, os
cortes foram desidratados e montados com balsamo e laminulas de vidro.

A positividade da coloragao imunoistoquimica foi identificada nas areas de
pigmentacao acastanhada. Controles positivos e negativos foram utilizados.

As laminas foram analisadas, continham apenas um cddigo, sem a

identificacdo dos grupos dos animais.

3.12 AVALIAGAO DO COLAGENO, MIOFIBROBLASTOS E VASOS SANGUINEOS

3.12.1 Morfometria do Colageno

Os cortes histoldgicos foram estudados em microscdpio da marca Olympus®
sob fonte de luz polarizada, com aumento de 200 vezes em trés campos aleatorios
na area de cicatrizacado e foram captadas por camara Sony® CCD iris, sendo
enviadas ao monitor Sony® Trinitron colorido, digitalizadas e analisadas pelo
aplicativo Image Pro Plus (Media Cybernetics, Califérnia, EUA) em computador do
tipo Pentium®, que calcula a percentagem de deposig¢ao do tipo especifico de
colageno. A analise foi realizada no Laboratério de Anatomia Patolégica do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

A calibragem do sistema foi baseada na densidade 6ptica dos pontos de

resolugao (pixels) que formam a imagem. Todas as laminas foram avaliadas sob as
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mesmas condi¢cdes de regulagem, dentro dos parametros exigidos pelo referido
aplicativo.

A percentagem de area ocupada pelo colageno tipo | — maduro (fibras
espessas e fortemente birrefringentes com coloragdo avermelhada) e pelo colageno
tipo 1l — imaturo (fibras finas e dispersas, fracamente birrefringentes com coloracao
esverdeada) foi calculada para cada animal (figura 12), considerando-se que esta
percentagem era proporcional a quantidade de cada tipo de fibra presente nos
cortes histologicos (JUNQUEIRA, COSSERMELLI e BRENTANI, 1978).

Com base nas percentagens de colageno tipo | e tipo Ill, COELHO (2003)
criou o indice da maturagao do Colageno - IMaC definido como a razdo entre essas
percentagens. Este indice varia entre zero (percentagem de colageno tipo 1=0 e
percentagem de colageno tipo I11=100) e mais infinito (percentagem de colageno tipo
=100 e percentagem de colageno tipo 111=0). Valores maiores do que um indicam
que a percentagem de colageno tipo | € maior do que a percentagem de colageno

tipo Ill, como pode se verificar na equacéao 1.

EQUACAO 1 — INDICE DA MATURACAO DO COLAGENO (IMaC)

IMaC= % de Colageno Tipo | - Maduro

% de Colageno Tipo Il - Imaturo
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FIGURA 11 — EXEMPLO DE FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DE

PAREDE ABDOMINAL DE RATO CORADO PELO PICROSIRIUS (200X)
L Nt _‘1‘ ik "y r s J\ .. ;.‘ \ -

FIGURA 12 — EXEMPLO DE FOTOMICROGRAFIA DE CORTE HISTOLOGICO DE
PAREDE ABDOMINAL DE RATO CORADO PELO PICROSIRIUS (200X),
IDENTIFICANDO COLAGENO TIPO | NA COLORAGAO AVERMELHADA
E COLAGENO TIPO Il NA COLORAGAO ESVERDEADA
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3.12.2 Numero de Miofibroblastos

A identificacdo dos miofibroblastos foi realizada contando-se as células
coradas positivamente pela coloragdo imunoistoquimica com anticorpo monoclonal
anti-a-actina muscular lisa em campo de grande aumento (objetiva de 40X), em trés
campos distintos aleatoriamente na linha de sutura da parede abdominal,
correspondendo a uma area de 17.726um?, expressas em médias aritméticas. As
imagens digitalizadas foram capturadas e analisadas pelo programa Image Pro Plus
(Media Cybernetics, Califérnia, EUA), para Windows, por meio da ferramenta
Measures, calibrada previamente para objetiva de 40 vezes. Utilizou-se um sistema
constituido por microscépio 6ptico OIympus® BX50 (Olympus®, Toquio, Japao),
acoplado com camera de video Sony® DXC-970MD (Sony®, Téquio, Jap3o),
conectado a computador da linha Pentium® e monitor colorido de alta resolucéo da
marca Samsung® (Samsung®, Coréia do Sul).

A contagem foi realizada analisando-se as imagens individualmente,

marcando-se os miofibroblastos por meio da ferramenta Manual Tag (figura 13).
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FIGURA 13 — EXEMPLO DE FOTOMICROGRAFIA DOS MIOFIBROBLASTOS CORADOS EM
MARROM PELA TECNICA AVIDINA-ESTREPTAVIDINA-PEROXIDASE-DIAMINO-
BENZIDINA UTILIZANDO-SE ANTICORPO ANTI-a-ACTINA MUSCULAR LISA,

OS MIOFIBROBLASTOS APRESENTAM FORMATO POLIGONAL, COM PROJE-
COES CITOPLASMATICAS E NUCLEOS VESICULOSOS, MAGNIFICAGAO
ORIGINAL 400X (SETA)

3.12.3 Numero de Vasos Sanguineos

A identificacdo dos vasos sanguineos foi efetuada contando-se o numero de
estruturas circulares coradas positivamente pelo anticorpo policlonal antifator VIII,
que revela as células endoteliais da camada intima dos vasos. A contagem foi feita
na area da sutura da parede abdominal em aumento de 40 vezes, em trés campos
distintos aleatoriamente, em area de 17.726um?, expressas em médias aritméticas.
Imagens de toda esta regido foram capturadas por sistema acoplado ao microscopio
ptico Zeiss® Axioscop (Carl Zeiss®, Alemanha), e constituido por uma camera de

video Sony® DXC-970MD (Sony®, Toquio, Japao). (Figura 14).
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FIGURA 14 — FOTOMICROGRAFIA DOS VASOS SANGUINEOS COM A INTIMA CORADA
EM MARROM REVELANDO POSITIVIDADE PARA ANTIFATOR VI, PELA
TECNICA DA BIOTINA-ESTREPTAVIDINA-PEROXIDASE-DIABINOBENZI-
DINA, ANTIFATOR VIil, MAGNIFICAGAO ORIGINAL 100X (SETA)

3.13 ANALISE ESTATISTICA

O estudo estatistico foi realizado em oito ratas, quatro ratas do grupo
controle e outras quatro ratas do grupo nicotina, e em 60 filhotes selecionados
aleatoriamente dos grupos controle e nicotina, 30 filhotes pertencentes ao grupo
controle (GC), subdivididos em grupos C7 (contendo 15 animais sacrificados no 7.°
dia de pos-operatorio e grupo C21 contendo 15 animais sacrificados no 21.° dia de
pos-operatorio).

Outros 30 filhotes pertencentes ao grupo nicotina (GN), subdivididos em
grupos N7 (contendo 15 animais mortos no sétimo e N21 com 15 animais mortos no

vigésimo primeiro dia de pds-operatério).
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A analise de maes foi efetuada através do teste t de Student para comparar
os desempenhos médios dos dois grupos C e N (Testes de Hipoteses para duas
medias Ho: un= pc X Ha: pn = pcycom relagéo as caracteristicas medidas nas méaes
nos periodos de gestacao e lactagao, assim como o numero de filhotes nascidos em
cada grupo.

Em relagéo as crias, a analise foi efetuada através do teste de Fisher-
Snedecor, comparou-se a variagdo do peso na lactagao, e os corpos de prova foram
comparados quanto a tensao, forga de ruptura e a forga maxima. A analise
anatomopatoldgica cotejou os dados de morfometria do colageno, numero de
miofibroblastos e numero de vasos sanguineos. Considerando-se a estrutura
hierarquica dos dados, selecdo de mées e depois selecao de filhotes em cada méae
escolhida, com medidas ao longo do tempo (dados longitudinais) a modelagem mais
apropriada foi a de Modelos Lineares Hierarquicos Condicionais (ANOVA), ao nivel
de significancia de 5%.

Nestes modelos, independentemente do numero de ratos utilizados, quem
determina o numero de repeticdes para o teste de médias € o numero de maes

(LITTEL et al., 1996).
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DAS MAES

4.1.1 Peso das Maes na Gestagao

87

A tabela 1 apresenta a evolucdo da média do peso corporal das quatro ratas

do grupo controle (GC) e de outras quatro ratas do grupo nicotina (GN) durante a

gestacdo. A média do peso inicial das ratas gestantes do GC foi semelhante a média

do peso inicial das ratas do GN (259,50 + 21,469 vs. 265,50 + 8,70g, p=0,6228).

Os grupos completaram o periodo gestacional com média de peso final

similar (376,50 + 20,879 vs. 368,00 + 10,42g, p=0,4937).

A variagdo média dos pesos das ratas na gestagao e lactagédo esta expressa

na tabela 1.

TABELA 1 — MEDIAS DE PESO DAS RATAS DOS GRUPOS C E N NA GESTAGAO (g)

VARIACAO DO PESO MEDIDA (g)
GRUPO N Média + EP Valor de p

Semana 1 C 4 26,00 + 4,29

0,5094
(Dia 8 — Dia 2) N 4 21,75+ 4,29
Semana 2 C 4 66,75+ 4,35

0,3668
(Dia 14 — Dia 8) N 4 60,75+ 4,35
Semana 3 C 4 24,25 + 2,51

0,2757
(Dia20—-Dia14) N 4 20,00 + 2,51
Total C 4 117,00 + 6,46

0,1638
(Dia 20 — Dia 2) N 4 102,50 + 6,46

NOTA: EP= Erro padrao

C: Grupo Controle, N: Grupo Nicotina
Utilizou-se o teste de t de Student.

4.1.2 Peso das Maes na Lactagao
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Na lactagao, as ratas do GN apresentaram média de peso final similar as

ratas do GC (310,50 + 18,579 vs. 317,50 26,749, p=0,6822).

Na comparagéao da média do ganho de peso, também houve semelhanga

entre os grupos (33,50 £ 17,29¢g vs. 38,50 + 15,15g, p=0,6788). (Tabela 2).

TABELA 2 — MEDIAS DE GANHO DE PESO DAS RATAS DOS GRUPOS C E N NA LACTAGAO (g)

VARIACAO DO PESO MEDIDA (g)
GRUPO N Média + EP Valor de p

Semana 1 C 4 16,50 + 7,99

0,4328
(Dia 7 — Dia 0) N 4 7,00 +7,99
Semana 2 C 4 17,25+ 5,22

0,7955
(Dia 14 — Dia 7) N 4 15,25 + 5,22
Semana 3 C 4 4,75+ 2,80

0,1512
(Dia 21 — Dia 14) N 4 11,25+ 2,80
Total C 4 38,50 + 8,13

0,6788
(Dia 21 — Dia 0) N 4 33,50 + 8,13

NOTA: EP= Erro padrao
C: Grupo Controle, N: Grupo Nicotina
Utilizou-se o teste de t de Student.

4.2 ANALISE DOS FILHOTES NA LACTACAO

4.2.1 Peso dos Filhotes na Lactacao

Os resultados do peso, no periodo de lactagdo, dos 30 filhotes do grupo

controle (GC) e de outros 30 filhotes do grupo nicotina (GN), estdo resumidos na

tabela 3 e os valores individuais apresentados no apéndice.

A comparagao da média de peso entre GC e GN foi: ao nascimento

(p=0,4544), aos 7 dias de vida (p=0,3447), aos 14 dias (p=0,6056), no desmame

(p=0,4264) e no ganho de peso do periodo total da lactagao (0,4475). (Tabela 3).
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TABELA 3 — MEDIAS DE PESO DOS FILHOTES - GRUPOS C E N NA LACTAGAO (g)

VARIACAO DO PESO MEDIDA (g)
GRUPO N Média + EP Valor de p
C 30 7,27 +0,42
Peso ao nascimento 0,4544
N 30 6,80 + 0,42
C 30 15,33+ 0,42
Peso aos 7 dias 0,3447
N 30 13,49+ 0,42
C 30 26,82 + 1,65
Peso aos 14 dias 0,6056
N 30 25,55+ 1,65
C 30 39,51 +£3.04
Peso no desmame 0,4264
N 30 35,84 + 3,04
Ganho de peso C 30 32,24 +2,78
0,4475
(desmame — nascimento) N 30 29,04 £2,78

NOTA: EP= Erro padrao
C: Grupo Controle, N: Grupo Nicotina
Utilizou-se o teste de Fisher-Snedecor.

Nas tabelas e graficos a seguir estdo apresentados os resultados obtidos
com a aplicagédo dos modelos hierarquicos da analise dos filhotes no 7.° e 21.° dias

de pdés-operatério dos subgrupos C7, N7, C21 e N21.

No presente estudo ndo houve caso de infecgao e/ou deiscéncia da ferida

operatdria.

4.3 VARIAVEIS DE FORGA E TENSAO

Os resultados obtidos nos estudos de tracdo estdo sumarizados na tabela 4.

Cada variavel sera apresentada separadamente.
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DOS SUBGRUPOS C7,N7, C21 E N21

TABELA 4 — MEDIAS DAS VARIAVEIS DE FORGA (Kgf) E TENSAO (Kgf/mm?)

MEDIDA
VARIAVEL GRUPO N Média + EP Valor de p
Forca Maxima c7 15 0,568 + 0,011 0.0060
(Kgf) N7 15 0,391 + 0,011 ’
c21 15 1,111 £0,015
0,0952
N21 15 1,051+ 0,015
Forca de Ruptura C7 15 0,577 + 0,009 0.0047
(Kgf) N7 15 0.393 + 0,009 ’
c21 15 0,581 + 0,003
0,0007
N21 15 0,421 + 0,003
Tensao c7 15 0,036 £ 0,001
(Kgf/mm?) N7 15 0,029 + 0,001 0,0433
c21 15 0,066 + 0,007
0,0056
N21 15 0,053 + 0,007

NOTA: EP= Erro padrao
C7 e C21= Controle 7 e 21 dias, N7 e N21= Nicotina 7 e 21 dias
O valor p em negrito indica a rejeigdo da hipétese nula no nivel de
significancia de 5%.
Utilizou-se o teste de Fisher-Snedecor.

4.3.1 Forga Maxima

média foi menor para o GN comparado com o GC, diferenca estatisticamente

Para os animais sacrificados no 7.° dia de pds-operatério, a forca maxima

90

significante, (0,391 + 0,032Kgf vs. 0,586 + 0,041Kgf, p=0,0060). (Tabela 4 e Grafico

1),

A média da forca maxima dos animais sacrificados no 21.° dia de pos-

operatdrio foi similar para o GN comparado com o GC (1,051 £ 0,013Kgf vs. 1,111 %

0,022Kdgf, p=0,0952). (Tabela 4 e Grafico 1).
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GRAFICO 1 — MEDIAS + DP DA FORCA MAXIMA DOS
SUBGRUPOS C7, N7, C21 E N21 (Kgf)

X
. @
—h

" p=0,0952

(o] o — —
o9 ] w o -

Forca maxima
o
-"“-I

0,6
0,5

. Cartrale
047 | micctina

o
w

c7 N7 c21 N21

C7 e C21: Grupo Controle 7 e 21 dias
N7 e N21: Grupo Nicotina 7 e 21 dias

4.3.2 Forga de Ruptura

Para o subgrupo sacrificado no 7.° dia de pds-operatorio, a forga de ruptura
meédia foi menor para o GN em relacédo ao GC, diferenga estatisticamente
significante, (0,393 + 0,032kgf vs. 0,577 £ 0,051kgf, p=0,0047). (Tabela 4 e Grafico
2).

Para o subgrupo sacrificado no 21.° dia de pos-operatorio, a for¢a de ruptura
média foi menor para o GN em relacdo ao GC, diferenga estatisticamente
significante, (0,421 + 0,004kgf vs. 0,581 = 0,002kgf, p=0,0007). (Tabela 4 e Grafico

2).
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GRAFICO 2 — MEDIAS + DP DA FORCA DE RUPTURA DOS
SUBGRUPOS C7, N7, C21 E N21 (Kgf)

0,65

0,60 r

Forca de ruptura
o o
Fa [}
[4)] o

o
.
o

. Controle

I nicotin

c7 N7 C21 N21

C7 e C21: Grupo Controle 7 e 21 dias
N7 e N21: Grupo Nicotina 7 e 21 dias

4.3.3 Tensao

A tensao média, para os animais sacrificados no 7.° dia de pds-operatério,
foi menor para o GN comparado com o GC, diferenga estatisticamente significante,
(0,029 + 0,002kgf/mm? vs. 0,036 + 0,005kgf/mm?, p=0,0493). (Tabela 4 e Grafico 3).

Para os animais sacrificados no 21.° dia de pds-operatério, a tensdo media
foi menor para o GN comparado com o GC, diferenga estatisticamente significante,

(0,053 + 0,002kgf/mm? vs. 0,066 + 0,002kgf/mm?, p=0,0056). (Tabela 4 e Grafico 3).
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GRAFICO 3 — MEDIAS + DP DA TENSAO DOS SUBGRUPOS
C7,N7, C21 E N21 (Kgf/mm?)
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4.4 AVALIACAO DO COLAGENO

Os valores resultantes da analise da deposi¢ao do colageno estao

resumidos na tabela 5.

TABELA 5 - PERCENTAGENS MEDIAS DA DEPOSICAO DO COLAGENO TIPO I E llI
DOS SUBGRUPOS C7, N7, C21 E N21

MEDIDA
COLAGENO GRUPO N | Média+EP [ Valordep
Tipo 1 (%) c7 15 46,58 + 3,28
0,0079
N7 15 24,15+ 3,28
c21 15 72,11£3,15
0,062
N21 15 60,43 3,15
Tipo Il (%) c7 15 52,75+ 3,28
0,0079
N7 15 75,84 + 3,28
C21 15 27,88+3,15 0.062
N21 15 3951+3,15 ’
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NOTA: EP= Erro padrao
C7 e C21= Controle 7 e 21 dias, N7 e N21= Nicotina 7 e 21 dias
O valor p em negrito indica a rejei¢do da hipétese nula no nivel de
significancia de 5%.
Utilizou-se o teste de Fisher-Snedecor.

4.4.1 Deposicao do Colageno Tipo |

Para os animais mortos no 7.° dia de pds-operatério, o depodsito médio do
colageno tipo | foi menor para o GN comparado ao GC, diferenga estatisticamente
significante, (24,15 £ 9,17% vs. 46,58 £ 15,42%, p=0,0079). (Tabela 5 e Grafico 4).

Para os animais mortos no 21.° de pos-operatorio, o colageno tipo |
depositou-se em menor quantidade no GN comparado ao GC, com diferenca
marginalmente significativa, (60,43 +* 10,80% vs. 72,11 = 13,45%, p=0,062).
(Tabela 5 e Gréafico 4).

GRAFICO 4 — MEDIAS + DP DA DEPOSIGCAO DO COLAGENO TIPO |
DOS SUBGRUPOS C7, N7, C21 E N21
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C7 e C21: Grupo Controle 7 e 21 dias
N7 e N21: Grupo Nicotina 7 e 21 dias
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4.4.2 Deposicao do Colageno Tipo Il

No subgrupo sete dias, o deposito médio do colageno tipo Il foi maior para
o grupo GN comparado ao GC, com diferenga estatisticamente significante, (75,84
1+ 9,17% vs. 52,75 + 14,66%, p=0,0079). (Tabela 5 e Grafico 5).

Para o subgrupo 21 dias, a deposicdo média do colageno tipo Ill foi maior
no GN comparado ao GC, com diferenca marginalmente significativa,
(39,51 £10,77% vs. 27,88 + 13,48%, p=0,062). (Tabela 5 e Grafico 5).

GRAFICO 5 — MEDIAS + DP DA DEPOSICAO DO COLAGENO TIPO Ill DOS
SUBGRUPOS C7, N7, C21 E N21
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C7 e C21: Grupo Controle 7 e 21 dias
N7 e N21: Grupo Nicotina 7 e 21 dias

4.4.3 indice da Maturagdo do Colageno (IMaC)

A média do indice da maturagdo do colageno (IMaC) na cicatriz cirurgica,
aos sete dias, foi menor para o GN em relagdo ao GC, com diferenga marginalmente

significativa, (0,34 £ 1,20 vs. 1,05 £ 0,67, p=0,058). (Grafico 6).
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Aos 21 dias, a média do indice da maturagdo do colageno (IMaC) foi

semelhante entre GN e GC (1,81 + 0,30 vs. 4,18 £ 4,23, p= 0,1712). (Grafico 6).

GRAFICO 6 — MEDIAS + DP DO iINDICE DA MATURACAO DO COLAGENO
(IMaC) DOS SUBGRUPOS C7, N7, C21 E N21
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C7 e C21: Grupo Controle 7 e 21 dias
N7 e N21: Grupo Nicotina 7 e 21 dias

4.5 AVALIACAO DOS MIOFIBROBLASTOS E DOS VASOS SANGUINEOS

Os resultados obtidos na avaliacdo imunoistoquimica estdo sumarizados na

tabela 6. Cada variavel sera discutida separadamente.
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TABELA 6 —,MEDIAS DO NUMERO DE MIOFIBROBLASTOS E DE VASOS
SANGUINEOS DOS SUBGRUPOS C7, N7, C21 E N21

MEDIDA
VARIAVEL GRUPO N Média + EP | Valordep
Numero de C7 15 21,87 1,75
miofibroblastos N7 15 .93+ 1,75 0,007
C21 15 12,00+ 1,50
N21 15 7,47 1,50 0121
Numero de vasos Cc7 15 13,4 £1,27
sangliineos N7 15 833+127 0,031
C21 15 12,93 +0,91 0.09
N21 15 9,47 + 0,91 ’

NOTA: EP= Erro padrao

C7 e C21= Controle 7 e 21 dias, N7 e N21= Nicotina 7 e 21 dias

O valor p em negrito indica a rejeicdo da hipétese nula no nivel de

significancia de 5%.

Utilizou-se o teste de Fisher-Snedecor.
4.5.1 Numero de Miofibroblastos

Para o grupo de animais sacrificados no 7.° dia de pds-operatério,

observou-se que no GN a média do numero de miofibroblastos foi menor em
relacdo ao GC, diferencga estatisticamente significante, (9,93 + 3,06 vs. 21,87 +
9,07, p=0,007). (Tabela 6 e Grafico 7).Para o grupo de animais sacrificados no

21.° dia de pés-operatério, o numero de miofibroblastos no GN foi similar em

relacdo ao GC (7,47 £ 3,96 vs. 12,00 + 7,21, p=0,121). (Tabela 6 e Grafico 7).
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GRAFICO 7 - MEDIAS + DP DO NUMERO DE MIOFIBROBLASTOS
DOS SUBGRUPOS C7, N7, C21 E N21
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4.5.2 Numero de Vasos Sanguineos

Para os animais sacrificados no 7.° dia de pds-operatorio, o GN apresentou
média do numero de vasos sanglineos menor em comparagao ao GC, diferencga
estatisticamente significante, (8,33 * 4,43 vs. 13,4 + 5,33, p=0,031). (Tabela 6 e
Grafico 8).

Nos animais sacrificados no 21.° dia de pds-operatorio, o GN apresentou
média do numero de vasos sanguineos similar em comparacao ao GC (9,47

+ 2,42 vs. 12,93 £ 4,35, p=0,090). (Tabela 6 e Grafico 8).
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GRAFICO 8 — MEDIAS + DP DO NUMERO DE VASOS SANGUINEOS
DOS SUBGRUPOS C7, N7, C21 E N21

20

Numero de vasos sangiiineos

| - Contrale

B nicotins

Cc7 N7 Cc21 N21

C7 e C21: Grupo Controle 7 e 21 dias
N7 e N21: Grupo Nicotina 7 e 21 dias

4.6 ANALISE DOS GRUPOS C E N NO INTERVALO 7 E 21 DIAS

A seguir estao apresentados os resultados obtidos na comparacgéo entre
os animais do grupo controle (GC), sacrificados no 7.° dia de pds-operatoério (C7) e
no 21.° dia de pos-operatorio (C21). Também a comparagao entre os animais do
grupo nicotina (GN), sacrificados no 7.° dia de pds-operatorio (N7) e no 21.° dia de

pos-operatorio (N21). (Tabela 7).

4.6.1 Forca Maxima

Houve aumento da média da forga maxima do C7 para C21 (0,586

+0,041Kgf vs. 1,111 + 0,022Kgf, p<0,0001).
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A média da forga maxima aumentou do N7 para N21 (0,391 + 0,032Kgf vs.

1,051 + 0,013Kgf, p=0,039).

4.6.2 Forca de Ruptura

Os valores da média de forga de ruptura aumentaram do C7 para C21 (0,577
+ 0,051Kgf vs. 0,581 + 0,002Kgf, p<0,0001).
Houve aumento do N7 para N21 na média da forga de ruptura (0,393 +

0,032Kgf vs. 0,421 + 0,004Kgf, p=0,0484).

4.6.3 Tensao

A média da tens&o aumentou do C7 para C21 (0,036 + 0,005Kgf/mm? vs.

0,066 + 0,002 Kgf/mm?, p<0,0001). Houve aumento da média da tensdo do N7 para

N21 (0,029 + 0,002Kgf/mm? vs. 0,053 + 0,002Kgf/mm?, p<0,0001).

4.6.4 Deposicao do Colageno Tipo |

Houve aumento na média da deposig¢ao do colageno tipo | do C7 para C21

(46,58 +15,42% vs 72,11 £ 13,45%, p=0,0049).

A média da deposi¢ao do colageno tipo | aumentou do N7 para N21 (24,15

+9,17% vs. 60,43 + 10,80% , p=0,0013).
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4.6.5 Deposicao do Colageno Tipo Il

Houve diminui¢do na média da deposi¢ao do colageno tipo Ill do C7 para
C21 (52,75 + 14,66% vs. 27,88 + 13,48%, p=0,0049).

A média da deposicao do colageno tipo Il decresceu do N7 para N21
(75,84 £ 9,17% vs. 39,51 + 10,77%, p=0,0013).

4.6.6 indice de Maturacdo do Colageno (IMaC)

Houve semelhanga na média do IMaC do C7 para C21 (1,05 £ 0,78 vs. 4,19
+ 0,78, p=0,1051).
A média do IMaC foi similar do N7 para N21 (0,34 + 0,25 vs. 1,81 £ 0,25,

p=0,526).

4.6.7 Numero de Miofibroblastos

Houve diminuicdo na média do numero de miofibroblastos do C7 para C21
(21,87 £ 9,07 vs. 12,00 + 7,21, p=0,013).

A média do numero de miofibroblastos foi semelhante do N7 para N21 (9,93
+ 3,06 vs. 7,47 + 3,96, p=0,345).

4.6.8 Numero de Vasos Sanguineos

Houve semelhanga na média do numero de vasos sanguineos do C7 para
C21 (13,4 £ 5,33 vs. 12,93 + 4,35, p=0,780).
A média do numero de vasos sanguineos foi similar do N7 para N21 (8,33 +

4,43 vs. 9,47 + 2,42, p=0,507).
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TABELA 7 — COMPORTAMENTO DAS VARIAVEIS NO INTERVALO
7 A 21 DIAS DOS GRUPOS CEN

INTERVALO 7 — 21 DIAS
VARIAVEL GC GN

Forga Maxima T 1
Forca de Ruptura 1 0
Tensao T 1
Colageno Tipo | 1 0
Colageno Tipo Il ! !
IMaC = =
Miofibroblastos ! =

0
N

Vasos Sanguineos

1: aumento, |: reducéo, =: semelhanca
GC: Grupo Controle
GN: Grupo Nicotina
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5 DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

5.1 METODO

5.1.1 Escolha do Animal de Experimentacao

A escolha do rato como animal para a realizacdo do experimento foi feita
pelo fato de ser de pequeno porte, apresentar boa resisténcia ao meio ambiente, ser
de facil aquisicdo e manuseio, ndo requerer alojamento individual, e permitir a
padronizagao de variaveis como raca, idade e sexo.

Alguns autores observaram semelhangas anatbmicas e fisioldgicas entre
ratos e humanos. Em particular o estudo da parede abdominal dos ratos apresenta
semelhangas anatdmicas com a parede abdominal humana (NISHIHARA e
PRUDDEN, 1958).

A utilizagdo de animais de ambos os sexos no estudo, pelo tempo maximo
de 42 dias de vida, foi embasada no estudo de HUGHES e TANNER (1970), que
compararam as variaveis antropométricas desde o nascimento até a vida adulta, e
concluiram nao haver diferencas relacionadas ao sexo antes dos 50 dias de vida

para a variavel peso.

5.1.2 Escolha da Parede Abdominal

A utilizacdo da parede abdominal para o estudo foi escolhida pela

importancia do fechamento deste segmento nas laparotomias, em especial as
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transversas por serem o tipo de incisdo mais utilizado em recém-nascidos e
criancas. E um tipo de incis&o anatémica que segue as linhas de forca da pele.

Com relacdo a técnica utilizada no fechamento, continua ou interrompida,
optou-se neste estudo pela sutura continua baseado no trabalho de SEID et al.
(1995), os quais afirmaram que a sutura continua apresenta maior forga necessaria
para a ruptura da aponeurose devido a distribuigdo homogénea da for¢ca ao longo de
toda a area suturada. O tipo de sutura continua também foi adotado nos estudos de
TRIMBOS et al. (1992), que compararam os tipos continua e interrompida para o
fechamento da aponeurose em humanos. Esses autores ndo encontraram diferenca
significativa em relagao a deiscéncia, concluindo que a sutura continua é melhor por
ser realizada com mais rapidez e produz menor reacao de corpo estranho.

No presente estudo manteve-se o fio de sutura durante o estudo
tensiométrico. Segundo ADAMSONS e ENQUIST (1963), em estudo realizado em
porcos no qual a sutura nao foi removida para a avaliagao da tensdo, a permanéncia
do fio de sutura promove maior resisténcia a tragao. Esta afirmacéo foi justificada por
TERA e ABERG (1976), que justificaram o achado pelo fato de haver sustentacéo da
sutura nos tecidos proximos a incisdo, onde os pontos foram ancorados. Por outro
lado, a retirada do fio antes do estudo tensiométrico implicaria em destruicdo
tecidual, com aumento da fragilidade da linha de sutura.

Outro fator de importancia € o tipo de fio a ser utilizado. A aplicagao de fios
de sutura interfere no processo de cicatrizagao. O fio de sutura ideal é aquele que
produz a menor reatividade bioldgica possivel. Ha evidéncias de que os fios
monofilamentares inabsorviveis provocam menor reacdo tecidual e, como
consequéncia, menor interferéncia no processo cicatricial (CHAIB, LING e

VASCONCELOS, 1972; HASTINGS et al., 1975). No presente estudo optou-se pelo
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fio multifilamentar de poliglatina por ser o tipo de material com o qual habitualmente
é feito o fechamento das laparotomias no plano musculo-aponeurético em humanos.

A verificagdo quanto ao estado da ferida cirdrgica foi descrita em
experimento realizado por SMITH e ENQUIST (1967), realizado em ratos, com a
finalidade de determinar a importancia das infeccbes na cicatrizagcdo de
laparotomias, pois aqueles autores observaram menor resisténcia a ruptura nas

feridas infectadas.

5.1.3 Uso da Nicotina

A utilizacdo da nicotina em animais de experimentacao pode ser realizada
de varios modos: oral, intraperitoneal, endovenosa, minibolsas implantadas no
subcutaneo, via inalatéria e por meio de inje¢des subcutaneas.

Nos estudos de BALFOUR (1980); LAU, SPEAR e FALK (1994), a via oral
foi a escolhida, porém FORREST, PANG e LINDSAY (1991) relataram que esta via
traz o inconveniente de que os animais podem diminuir a ingestdo de agua contendo
a nicotina, pelo sabor desagradavel e também pelo aparecimento de ulceragdes
hemorragicas na mucosa gastrica.

O uso intraperitoneal foi utilizado no estudo de RAO, MORRISON e
O'BRIEN (1983), no entanto oferece o risco de contaminag¢ao da parede abdominal
pela acao direta da nicotina na ferida operatéria, interferindo na analise dos
resultados.

A via endovenosa foi utilizada nos trabalhos de MARKS, STITZEL e
COLLINS (1987) e VALENTINE et al. (1997). Entretanto, de acordo com FORREST,

PANG e LINDSAY (1991), a utilizagdo desta via por periodo prolongado de tempo
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requer o implante de cateter na veia jugular dos animais, aumentado a morbi-
mortalidade dos mesmos durante o experimento.

Outra opcédo apresentada por MEDEIROS et al. (1997), é o implante
subcutaneo de disco de nicotina. Apresenta a vantagem da acuracia no montante de
droga aplicada, porém seu tempo util € pequeno e necessita de trocas periddicas,
além do custo elevado.

A via inalatéria é outra opcgado. Foi utilizada por HAAG, LARSON e
WEATHERBY (1960); CRAIG e REES (1985), porém o uso desta via expbde os
animais a todos os produtos da fumacga, e com freqléncia os niveis plasmaticos de
nicotina n&o sao similares aqueles encontrados nos humanos tabagistas.

A via subcutdnea de inje¢des diarias de nicotina demonstrou ser bem
tolerada pelos animais e com rapida absor¢do da droga, com niveis plasmaticos
detectados em cinco minutos (FORREST, PANG e LINDSAY, 1985). Esta forma de
aplicagao subcutanea de nicotina é descrita por varios autores (FORREST, PANG e
LINDSAY, 1985; FORREST, PANG e LINDSAY, 1987; FORREST PANG E
LINDSAY, 1991; BOZARTH, PUDIAK e KUOLLE, 1998; SKINOVSKY, 2000;
CHIBATA, 2003; SKINOVSKY, 2005).

A dose utilizada neste estudo (2mg por kg de peso em duas administragdes
diarias) foi baseada em amostras plasmaticas de humanos tabagistas crdnicos.
Segundo RICHARDSON et al. (1977), é equivalente ao consumo de 60 cigarros ao
dia.

FORREST, PANG e LINDSAY (1991) concluiram que o tabagismo influencia
na cicatrizagdo, quando o mesmo nao cessa por pelo menos duas semanas antes

da cirurgia.
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BARBOSA et al. (1995) avaliaram o efeito da nicotina subcutanea em ratas
desnutridas, durante a gestagao, e observaram diminuicédo no peso tanto das ratas
gestantes, quanto de seus recém-nascidos.

O efeito da exposicdo materna a nicotina, por via subcutanea durante o
periodo gestacional e de lactagao, foi avaliado quanto ao desenvolvimento pulmonar
no periodo neonatal, e concluiu-se que nos filhotes cujas maes foram expostas a
nicotina, houve diminuigcdo do numero de capilares dos septos alveolares (MARITZ e
DENNIS, 1998).

Quanto ao tempo de exposicdo a droga, para se mensurar com total
seguranga, utilizou-se o tempo de gestacdo médio dos ratos, a partir da constatacao
da prenhez e durante todo o periodo de lactagéo (21 dias), de tal modo que os
filhotes estiveram expostos via placentaria e pela lactacdo com doses similares e

continuas de nicotina.

5.1.4 Variaveis Estudadas e Tempo de Aferigao

A cicatrizacdo ideal de uma ferida esta relacionada com a proliferacao
fibroblastica e deposigdo de colageno e outros elementos do tecido conectivo. A
fibroplasia e a sintese do colageno iniciam-se nas primeiras 24 horas do ferimento,
seguindo-se em 48 a 72 horas pela migragdo endotelial. Ao redor do 4.° dia ha a
producdao de fatores de crescimento que estimulam tanto a fibroplasia como a
neovascularizagao (ORGILL e DEMLING, 1988).

A forca ténsil esta relacionada com a multiplicacdo e maturagdo dos
fibroblastos. Segundo HARVEY (1929), é necessario periodo de aproximadamente

quatro dias para a maturagcado dos fibroblastos. No presente estudo, os intervalos
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utilizados para avaliar a angiogénese, formacédo dos miofibroblastos, deposicdo do
colageno e tensiometria foram 7 e 21 dias ap6s o procedimento operatério. Dados
da literatura relatam que a boa cicatrizacido de uma ferida, com desenvolvimento de
forca ténsil adequada, esta intimamente relacionada a proliferacdo e deposi¢cao do
colageno e outros elementos do tecido conectivo. A maioria dos dados disponiveis
na literatura sugere que a sintese de colageno atinge seu nivel maximo nos
primeiros 7 a 14 dias apo6s a lesao, ocorrendo o pico de deposi¢cdo dessa proteina no
sitio de cicatrizacdo do 21.° ao 28.° dia de evolugao (PEACOCK, 1962; MADDEN e
PEACOCK, 1968; DIEGELMANN, ROTHKOPF e COHEN, 1975; ORGILL e
DEMLING, 1988). Os miofibroblastos sdo encontrados no tecido de cicatrizagao
entre o quarto e sexto dias apds a injuria, com maior proliferagdo entre o 8.° e 30.°

dia do processo de cicatrizagdo (CORNELISSEN, STOOP e HOOF, 2000).

5.1.5 Avaliacao Microscépica

Os cortes histolégicos corados pelo picrosirius permitiram detectar o tipo de
colageno, bem como a sua quantificagdo nas amostras estudadas. Comparando-se
diversos métodos de coloragéo para analise do colageno, concluiu-se que o corante
picrosirius € mais seletivo, de facil execucao e interpretacdo, sendo especifico para
o estudo do colageno tecidual, pois a quantidade de corante aderido é proporcional
a quantidade da proteina presente, possibilitando o seu uso para a quantificagao da
mesma (SWEAT, PUTCHLER e ROSENTHAL, 1964; JUNQUEIRA, COSSERMELLI
e BRENTANI, 1978).

Nas preparagdes coradas pelo picrosirius, ao microscoépio de luz polarizada,

as fibras colagenas mais espessas, fortemente birrefringentes e que apresentam
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coloracdo em tons de amarelo a vermelho, representam o colageno tipo I; as fibras
mais finas e dispersas, fracamente birrefringentes e que apresentam coloragao
esverdeada representam o colageno tipo Ill. Tais propriedades conferem ao
picrosirius caracteristicas de exceléncia para a diferenciagao histolégica do colageno
(JUNQUEIRA, COSSERMELLI e BRENTANI, 1978). A analise computadorizada,
com o desenvolvimento de softwares especificos para a determinagao do percentual
de area ocupada, pelo tipo especifico de colageno, permite quantificar a deposigéao
de cada um destes, de maneira objetiva e precisa.

Em estudo sobre a angiogénese na cicatrizagao de feridas, RUITER et al.
(1993) utilizaram como antigeno a técnica imunoistoquimica de PAL-E, que é
altamente especifica para endotélio de vaso sanguineo, porém o fator VIl e o CD 34
apresentam maior sensibilidade e sdo expressos também em arteriolas. No presente
estudo, a contagem dos vasos sanguineos foi feita pela técnica imunoistoquimica
através do antigeno do fator VIII.

Para o estudo dos miofibroblastos igualmente foi realizado estudo de
imunoistoquimica, utilizando-se para tal anticorpo anti-a-actina muscular lisa (anti-a-
sm), estudado pela primeira vez por SKALLI et al. (1986), que demonstraram

positividade para a identificacdo dessas células.

5.2 DISCUSSAO DOS RESULTADOS
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5.2.1 Peso dos animais

No presente estudo, o peso das ratas foi avaliado semanalmente no periodo
gestacional e de lactagéo. Os grupos nicotina (GN) e controle mantiveram médias de
ganho de peso semelhantes.

BARBOSA et al. (1995) ao avaliarem o efeito da nicotina, em ratas
desnutridas no periodo gestacional, concluiram que a nicotina diminui a ingesta
alimentar. A avaliacdo do peso, semanalmente dos animais, permitiu o controle do
estado nutricional, uma vez que KOBAK et al. (1974) e COELHO (2003) estudaram a
relagdo entre a deficiéncia de proteinas e a tensdo das cicatrizes abdominais em
ratos e concluiram que os animais desnutridos necessitavam de menor forca para
ruptura da parede abdominal.

O peso dos filhotes, no presente estudo, avaliado no periodo de lactacéao,
demonstrou valores similares desde o nascimento até 21 dias para os grupos
nicotina (GN) e controle (GC). Esses resultados demonstram que, uma vez que o
ganho de peso foi similar entre os grupos, provavelmente as alteragdes
tensiométricas e histolégicas observadas no presente estudo nao foram relacionadas
a modificagdes do estado nutricional. Esses dados reforcam a influéncia da nicotina

nos resultados obtidos.

5.2.2 Tensiometria

LINDSTEDT e SANDBLOM (1975) avaliaram a tensdo das cicatrizes em
humanos e a compararam com a de outros animais. Concluiram que em porcos e

coelhos a tensao é maior do que a dos humanos, sendo equivalente nos ratos, o que
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permite que estes sejam utilizados para estudos experimentais e seus resultados
transferidos para o uso pratico em humanos.

No presente estudo, para os animais mortos no 7.° dia de pds-operatoério, os
valores da forca maxima, forca de ruptura e tensdo se mostraram menores para 0s
animais do grupo nicotina (GN), diferenga estatisticamente significante
respectivamente, para forga maxima (p=0,0060), forca de ruptura (p=0,0047) e
tensao (p=0,0493).

Para os animais sacrificados no 21.° dia de pds-operatorio, os valores de
forgca de ruptura e tensdo foram menores para os animais do grupo nicotina (GN),
com valores estatisticamente significantes, para forga de ruptura (p=0,0007) e para
tensao (p=0,0056). A variavel forga maxima no 21.° de pés-operatorio foi semelhante
entre os grupos controle e nicotina.

Esses resultados demonstram que o uso crénico da nicotina, durante a
gestacédo e lactacdo em ratos, associa-se a reducéo da forca ténsil de laparotomias
transversas nos filhotes.

Quando foram comparados os momentos 7 e 21 dias, observou-se aumento
de todas as variaveis tensiométricas (forca maxima, forga de ruptura e tensao) nos
grupos controle e nicotina, porém as variaveis do grupo nicotina mantiveram-se com
valores inferiores ao controle, valores estatisticamente significantes. Outros autores
observaram resultados similares, SKINOVSKY (2000) em estudo sobre o efeito da
nicotina na anastomose intestinal de ratos adultos, observou que no 28.° dia de po6s-
operatoério houve diminuicdo da forga de ruptura. CHIBATA (2003) ao estudar o
efeito da nicotina na cicatrizagao da parede abdominal em ratos adultos, ao avaliar a
tensiometria, concluiu que no 14.° dia de pds-operatorio ha diminuicdo da forca

maxima. MEDEIROS et al. (2003) concluiram em sua pesquisa que a nicotina exerce
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efeito deletério sobre a parede abdominal. Ha diminui¢cao da resisténcia a tensao no
10.° dia de pods-operatério, assim como decréscimo da pO, do liquido tecidual
proximo a area da ferida.

No presente estudo, a diminuicdo dos valores da tensiometria para os
animais do grupo nicotina foi relacionada ao efeito deletério da nicotina, onde a
agregacao plaquetéria, diminuicdo da angiogénese, diminuicdo na proliferacédo de
miofibroblastos, influenciaram na formagédo do colageno e nos resultados obtidos
(REUS et al., 1984; SHERWIN e GASTWIRTH, 1990, PINTO et al., 2002; CHIBATA,

2003; SKINOVSKY, 2005).

5.2.3 Deposigao do Colageno

A derme intacta é composta por 85% de colageno do tipo | e 15% do
colageno do tipo Ill. No tecido de granulagédo, ha aumento progressivo do colageno
do tipo lll, em até 30% na fase inflamatdria, o qual, em conjunto com a fibronectina,
constitui a matriz inicial. A partir do 4.° dia de pds-operatério ha decréscimo rapido
do colageno tipo lll, sem exercer influéncia importante na resisténcia da ferida
(KRUMMEL, 1986; EHRLICH, 1996).

O colageno do tipo | esta presente na ferida em 24 horas no pés-operatério e
aumenta progressivamente, proporcionalmente ao ganho de forca de ruptura da
cicatriz, até a sua maturagéo. De acordo com WITTE e BARBUL (1997), a sintese do
colageno mantém-se por periodo minimo de quatro semanas apds o ferimento.
GRECA et al. (2002) estudaram retalhos de submucosa de intestino delgado para

ampliacédo vesical e observaram que no 30.° dia de pds-operatério havia deposi¢ao
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predominante de colageno tipo | na propor¢ao média de 70% do total de colageno
da cicatriz.

No presente estudo houve diminuicdo da deposigdo do colageno tipo |
(maduro) na cicatriz dos animais do grupo nicotina (GN), no 7.° dia de pds-operatério
(p=0,0079) valor estatisticamente significante. No 21.° dia de pds-operatdrio houve
diminuicdo marginal da deposi¢ao do colageno tipo | (maduro), (p=0,062). Houve
aumento na deposi¢cao do colageno tipo | (maduro) no intervalo entre 7 e 21 dias,
para ambos o0s grupos, com aumento mais pronunciado para o grupo nicotina
(p=0,0013). Pode-se inferir, baseado nesses resultados, que a redugdo da
deposigao do colageno tipo | associou-se a redugao da resisténcia ténsil na ferida.

O colageno tipo Il (imaturo), no presente estudo, apresentou maior
deposigdo no grupo nicotina (GN) para os animais sacrificados no 7.° dia de pos-
operatorio (p=0,0079). Nos animais estudados no 21.° dia de pds-operatério, o GN
apresentou valores maiores de colageno tipo Il (imaturo), (p=0,062), porém
marginalmente significativos. O colageno tipo Ill decresceu no intervalo entre 7 e 21
dias de pds-operatdrio, para ambos os grupos, de modo menos pronunciado no GN
(p=0,0013).

SKINOVSKY (2000) relatou que a nicotina diminui o depdsito do colageno
tipo Il no 28.° dia de pés-operatério da cicatrizacao de feridas.

O indice da maturagdo do colageno (IMaC), criado por COELHO (2003) é
obtido pela razdo da quantidade do colageno maduro (tipo 1) pelo colageno imaturo
(tipo 1l). Valores maiores do que um indicam que a percentagem de colageno tipo | é
maior do que a percentagem de colageno tipo lll.

No presente estudo o IMaC foi menor para o grupo nicotina (GN) no 7.° dia

de pds-operatério, no entanto a comparacdo entre as médias foi apenas
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marginalmente significativa (p=0,058), provavelmente pelo aumento do colageno tipo
Il neste grupo.

Para os animais sacrificados no 21.° dia de pds-operatério o IMaC foi
semelhante entre o grupo nicotina (GN) e o grupo controle (GC).

Na avaliagao do IMaC no intervalo entre 7 e 21 dias, no presente estudo,
houve similaridade da maturagédo do colageno entre os animais do grupo nicotina
(GN) e controle (GC).

A diminuicdo dos valores de IMaC foi descrita por COELHO (2003) ao
avaliar a desnutricdo intra-utero em filhotes, como fator causal da diminuicdo deste
indice, ou seja, maior propor¢céo da deposicdo do colageno imaturo na cicatrizagao

de ratos lactentes desnutridos na gestacgao e lactacéo.

5.2.4 Numero de Miofibroblastos

CHAMSON et al. (1980) em estudo in vitro, concluiram que, a microscopia
eletrénica, a ultraestrutura dos fibroblastos € modificada pelo tabaco, caracterizando
toxicidade celular e inibicdo do crescimento destas células.

No presente estudo observou-se que a nicotina utilizada no periodo
gestacional e de lactagao influenciou na proliferacédo do numero de miofibroblastos e
na cicatrizacdo dos filhotes sacrificados no 7.° dia de pds-operatério. Houve menor
formagdo de miofibroblastos nos animais do grupo nicotina (GN), diferenca
estatisticamente significante (p=0,007). Para os animais sacrificados no 21.° dia de
pods-operatorio, houve semelhanga entre os grupos controle e nicotina no niumero de

miofibroblastos.
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No intervalo entre 7 e 21 dias de pds-operatoério, do presente estudo, o grupo
nicotina (GN) apresentou similaridade no numero de miofibroblastos na cicatriz.
Enquanto o grupo controle (GC) apresentou diminuicao, diferenga estatisticamente
significante (p=0,013).

Varios estudos relacionam a nicotina como inibidora da proliferagcdo dos
fibroblastos, os quais quando estimulados sofrem modificagcado de seu fendtipo. Esta
modificacdo pode ser ocasionada pela acdo da nicotina em outras células e/ou
mediadores quimicos envolvidos na multiplicagao dos fibroblastos, como linfécitos e
eventualmente macréfagos (GABBIANI et al.,, 1972; NEHER, 1974; MOSELY,
FINSETH e GOODY, 1978; CHAMSON, FREY e HIVERT, 1982; TIPTON e
DABBOUS, 1995; GIANNOPOULOU, GEINOZE e CIMASONI, 1999; FANG e
SVOBODA, 2005; SKINOVSKY, 2005)

Segundo CHAMSON, FREY e HIVERT (1982) e TIPTON e DABBOUS
(1995), os miofibroblastos sao células produtoras de colageno, predominantemente
do tipo I, e a sua diminuicdo poderia estar relacionada a menor sintese desta
proteina.

Portanto, a nicotina causa a diminuicdo da proliferagcao de miofibroblastos, a
diminuicdo da deposicdo do colageno tipo | e diminuicdo na resisténcia ténsil da

cicatriz.

5.2.5 Numero de Vasos Sangulineos

Angiogénese é a formagao de novos vasos sanglineos por meio de um
processo em que sao formados brotos capilares em resposta a estimulos quimicos

externos. Isso ocorre durante a embriogénese, no crescimento de tumores sélidos e
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na cicatrizacdo de feridas. O desenvolvimento de neovasos € essencial na
cicatrizacido e esta relacionado a fatores locais, mediadores quimicos, matriz
extracelular, gradientes metabdlicos e forgas fisicas e desse modo esta variavel foi
incluida no estudo (ARNOLD e WEST, 1991; PETTET, BYRNE, MCELWAIN e
NORBURY, 1996).

A angiogénese esta relacionada com a liberagao de fatores de crescimento
produzidos por diversas células envolvidas no processo de cicatrizagao. A fibroplasia
e a sintese do colageno iniciam-se nas primeiras 24 horas apos o ferimento,
enquanto nas seguintes 48 a 72 horas ocorre a migragao endotelial. A partir do
quarto dia, os macréfagos produzem fatores de crescimento que estimulam tanto a
proliferagéo fibroblastica como a neovascularizagao (ORGILL e DEMLING, 1988).

Referente a influéncia da nicotina utilizada no periodo gestacional e de
lactacdo sobre a cicatrizacdo da parede abdominal dos filhotes, no presente estudo,
verificou-se que houve diminuicdo na formagao de vasos sanglineos nos animais
sacrificados no 7.° dia de pos-operatério, valor estatisticamente significante
(p=0,031). Para os animais sacrificados no 21.° dia de pds-operatdrio a neoformagao
vascular, entre os grupos foi similar, sob o efeito da nicotina.

No intervalo entre o 7.° e 0 21.° dias de pds-operatério, no presente estudo,
houve semelhanga na angiogénese para os animais do grupo nicotina (GN) e para
0s animais do grupo controle (GC).

De acordo com os trabalhos de ZIMMERMAN e MC GEACHE (1987),
realizados por microscopia eletrénica, a nicotina causa alteragdes da luz de vasos
sanguineos, causando vacuolizagao citoplasmatica, edema mitocondrial e edema
subendotelial. RIEBEL et al. (1995) concluiram que a nicotina causa diminui¢ao do

crescimento vascular em enxertos o6sseos da ordem de 50%. Entretanto,
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dependendo da dosagem pode causar o estimulo na angiogénese e em doses
superiores a 0,03 pg/kg ndo aumenta a angiogénese.

PINTO et al. (2002) observaram que a nicotina diminui a formacgédo de
fibroblastos e de neovasos na ossificacao de alvéolos dentais, e concluiram que a
nicotina inibe a angiogénese. CHIBATA (2003) observou que a nicotina reduz a
angiogénese na sutura da parede abdominal no 7.° dia pds-operatério e
SKINOVSKY (2005) observou menor proliferagdo de vasos sanglineos em
anastomoses intestinais de ratos, sob o efeito da nicotina, no 28.° dia de pods-
operatario.

Ha relagdo importante entre o fluxo sangliineo da microcirculagao, a taxa de
oxigénio e a cicatrizagcao da ferida. O uso da nicotina cria estado de andxia cutanea
principalmente de extremidades (SHERWIN e GASTWIRTH, 1990; MEDEIROS et
al., 2003).

Contraditoriamente VILLABLANCA (1998) foi o primeiro a relatar que em
estudo experimental, in vitro, a nicotina estimula a sintese de DNA e a multiplicagao
de células endoteliais, quando comparada a outras substancias testadas. Outro
trabalho de HEESCHEN et al. (2001) também demonstrou que a nicotina induz a
angiogénese estimulada por isquemia tanto, in vitro como in vivo, porém causa
citotoxicidade em doses maiores. JACOBI et al. (2002) em estudo de retalhos de
camundongos diabéticos, concluiram que a nicotina acelerou a angiogénese.

Diante dos varios resultados, novos estudos serdo necessarios para que o

efeito da nicotina sobre a angiogénese seja claramente compreendido.
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5.3 CONSIDERACOES FINAIS

5.3.1 Nicotina e Cicatrizagao

A nicotina exerce acgado prejudicial a cicatrizacdo, comprometendo a
circulagao sanguinea no sitio da injuria, levando a consequente diminuicdo do aporte
de oxigénio no local, seja pelo estimulo a liberacdo de catecolaminas ocasionando
vasoconstricdo, ou seja pela inibicdo da liberagdo de prostaglandinas, as quais tém
acao antiagregante plaquetaria, com a consequente formacdo de microtrombos
(WATTS, 1960; NADLER, VELASCO e HORTON, 1983; FRICK e SEALS, 1994). No
presente estudo foi demonstrada importante inibicdo da angiogénese.

A proépria inibicdo do numero de miofibroblastos encontrada no presente
estudo pode ter sido ocasionada pela influéncia da nicotina na proliferacao
fibroblastica e na produgcdo de colageno através da inibigdo na proliferacédo de
linfécitos e macréfagos, células moduladoras da atividade fibroblastica (NEHER,
1974; WAHL, WAHL e MC CARTHY, 1978).

Os resultados do presente estudo também podem ter sido obtidos pela acéo
intracelular direta da nicotina sobre os miofibroblastos, inibindo sua proliferacdo e/ou
a produgao de colageno (TIPTON e DALBOUS, 1995; GIANNOPOULOU, GEINOZ e
CIMASONI, 1999).

Diante do exposto, infere-se que diversos podem ser 0s mecanismos em
que a nicotina prejudica o processo de cicatrizagao. Estes mecanismos merecem ser
esclarecidos por estudos futuros que avaliem outros momentos, doses diferentes e
métodos de investigacdo mais aprimorados, como a influéncia dos fatores de

crescimento celular no processo de cicatrizacao.
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6 CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

A nicotina utilizada em ratas na dose de 2 mg/kg de peso ao dia, durante
a gestagao e lactacao, influencia na cicatrizacdo da parede abdominal de seus
respectivos filhotes, quando o procedimento cirurgico € realizado logo apds o

desmame, porque:

1. reduz a forca maxima, a forca de ruptura e a tensdo na fase de

cicatrizacdo no 7.° dia de pds-operatério, € no 21.° dia de pds-operatorio

reduz a forca de ruptura e a tensao;

2. diminui a deposigao de colageno tipo | (maduro) na fase de cicatrizagao no

7.° dia de pods-operatorio e aumenta a deposicdo de colageno tipo il

(imaturo) nesta mesma fase;

3. diminui a proliferacdo do numero de miofibroblastos na fase de

cicatrizacdo no 7.° dia de pds-operatorio;

4. diminui a angiogénese na fase de cicatrizagao no 7.° dia de pds-operatério.
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APENDICE 1 - SELECAO DOS FILHOTES SEGUNDO O GRUPO DA MAE E
DATA DO SACRIFICIO

NUMERO DE FILHOTES

Grupo Mae 7 dias 21 dias Total
C GC8 7 7
C GC12 8 8
C GC9 8 8
C GC10 7 7
N GN9 7 7
N GN15 8 8
N GN3 7 7
N GN7 8 8

Total 30 30 60

GC: Grupo Controle
GN: Grupo Nicotina
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APENDICE 2 - PESO DAS RATAS NA GESTAGAO E LACTAGAO DOS GRUPOS CE N

GRUPO PESO NA GESTACAO (g) PESO NA LACTACAO (g)
Ratan® | Dia2 Dia8 Dia14 Dia20 | Dia0 Dia7 Dia14 Dia21
C8 290 311 385 405 296 314 332 347
C9 259 284 349 375 286 294 317 328
C10 245 274 349 371 281 292 304 311
Cc12 244 273 326 355 273 264 272 284
N3 270 278 335 354 270 268 280 289
N7 254 289 360 379 274 286 323 325
N9 264 282 340 368 267 279 289 301
N15 274 300 357 371 277 321 331 327
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APENDICE 3 - VARIAVEIS DOS FILHOTES DOS GRUPOS C E N SACRIFICADOS NO 7.° DIA

DE POS-OPERATORIO

ANIMAIS SACRIFICADOS NO 7.° DIA DE POS-OPERATORIO - GRUPOS CONTROLE E NICOTINA

" ) IMUNO-

GRUPO PESO NA LACTACAO (g) MDC (%) ISTOQUIMICA TENSIOMETRIA
Raton®| Dia0 Dia7 Dia14 Dia21| Tipol Tipolll | MNM MNVS T FM FR
C8-1 742 165 2453 4525 5052 4947 15 16 0,032 0556 0,579
C8-2 7,54 17,73 27,04 40,63 40,72 5927 15 12 0,042 059 06
c8-3 7,89 1878 27,73 3305 30,44 6955 35 8 0,044 0,57 0,589
c8-4 8,87 17,04 33,76 44,18 4824 5175 28 9 0,028 055 055
C8-6 8,18 17,69 28,74 4241 67,53 3246 15 14 0,04 058 0,59
c8-7 753 16,74 2559 5367 36,11 63,88 17 15 0,046 068 0,68
c8-8 6,73 16,74 231 4059 60,24 39,75 22 9 0,032 053 0,54
Cc12-2 716 20,22 3312 4465 4363 56,63 33 10 0,032 0579 0,69
C12-3 8,34 19,58 31,38 4958 29,04 70,95 36 7 0,042 0587 0,59
C12-4 815 20 32,01 4862 2574 64,37 30 25 0,039 0578 0,59
C12-6 743 17,54 30,11 4546 26,07 73,92 13 19 0,028 0556 0,591
C12-7 8,58 20,07 32,84 50,12 4518 54,81 10 20 0,038 0,6 0,589
C12-8 9,28 17,36 30 52 66,12 33,87 22 11 0,032 0,59 0,584
C12-9 841 1964 31,69 50 59,03 40,96 27 8 0,03 0521 0,53
C12-10 816 19,34 31,01 47,46 7043 29,56 10 18 0,039 0,581 0,49
NO-1 8,08 12,15 2844 42118 2528 74,71 10 0,031 0422 042
N9-2 7,86 14,2 30,26 40,63 16,86 83,13 10 12 0,03 0408 04
N9-3 741 1475 3161 3977 26,04 7395 10 11 0,029 0,382 0,38
N9-7 7,72 19,91 29,99 40,33 47,58 52,41 15 3 0,032 0426 042
N9-8 6,95 16,35 30,19 37,44 20,48 79,51 10 6 0,029 04 0,39
N9-9 8,16 1373 2944 459 10,67 89,32 16 5 0,027 0342 0,34
N9-10 6,98 11,59 2927 3821 1374 86,25 7 19 0,03 04 0,395
N15-2 599 1227 21,39 2947 2351 76,48 15 7 0,031 042 0,39
N15-3 6,64 1253 21,69 3153 26,72 7327 10 9 0,027 04 0,397
N15-4 9,04 14,74 2377 3757 2898 71,01 7 8 0,027 04 0,377
N15-5 8,29 13,07 2225 339 1577 8422 8 4 0,032 042 041
N15-7 6,21 11,38 20,61 30,63 1898 81,01 8 5 0,028 0,39 0,379
N15-8 8,51 1563 2429 34,38 2347 76,52 7 15 003 039 04
N15-9 8,84 16,32 2452 3567 2939 70,6 9 5 0,03 04 0,439
N15-11 6,27 126 2123 2917 34,76 65,23 7 10 0,024 03 0,32

MDC: Média da Deposicao do Colageno

MNM: Média do Numero de Miofibroblastos

MNVS: Média do Numero de Vasos Sanglineos

T: Tensao
FM: Forca Maxima

FR: Forca de Ruptura
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APENDICE 4 — VARIAVEIS DOS FILHOTES DOS GRUPOS C E N SACRIFICADOS NO 21.° DIA DE
POS-OPERATORIO

ANIMAIS SACRIFICADOS NO 21.° DIA DE POS-OPERATORIO - GRUPOS CONTROLE E NICOTINA

" . IMUNO-
GRUPO PESO NA LACTACAO (g) MDC (%) ISTOQUIMICA TENSIOMETRIA

Raton®| Dia0 Dia7 Dia14 Dia21| Tipol Tipolll | MNM MNVS T FM FR
C9-1 6,55 11,29 22,93 2989 86,35 13,64 9 18 0,065 1,124 0,583
C9-4 7,78 14,44 27,96 32,71 87,91 12,08 7 10 0,064 1,126 0,584
C9-5 6,73 11,99 24,34 30,58 4533 54,66 5 10 0,067 1,128 0,586
C9-6 584 10,82 21,71 3162 70,79 29,2 13 20 0,067 1,127 0,589
C9-7 741 12,7 2551 30,34 66,42 33,57 9 6 0,063 1,126 0,587
C9-8 7,76 1441 27,36 2937 6583 34,16 15 19 0,066 1,127 0,586
C9-9 6,67 11,71 24,05 2892 9425 574 21 8 0,069 1,129 0,584
C9-10 6,09 10,98 21,95 32,17 67,94 32,05 13 11 0,071 1,129 0,586
C10-1 6,42 11,85 2129 3443 5948 40,51 12 15 0,065 1,095 0,584
C10-2 539 11,2 2261 39,94 90,79 9,2 5 10 0,066 1,091 0,583
C10-4 6,06 14,44 27,96 36,92 71,99 28 5 9 0,067 1,09 0,581
C10-5 7,01 11,99 2434 3745 6429 357 5 18 0,064 1,099 0,585
C10-6 6,32 10,86 1942 331 7359 264 12 15 0,067 1,09 0,584
C10-8 746 12,7 2551 3577 585 4149 18 12 0,067 1,093 0,581
C10-9 567 14,41 27,36 3444 7818 2181 31 13 0,063 1,095 0,582
N3-1 6,57 13,34 26,43 3545 5173 48,26 10 13 0,056 1,035 0,419
N3-3 522 13,03 2528 32,34 61,14 3885 5 9 0,054 1,036 0,414
N3-4 6,09 10,83 21,83 30,07 60,07 39,92 10 10 0,049 1,032 0,416
N3-5 4,87 12,85 24 3239 51,95 48,04 2 6 0,048 1,031 0415
N3-7 6,59 14,96 26,92 3513 66,88 33,11 4 13 0,052 1,036 0,418
N3-8 6,35 10,82 21,84 3444 8484 1515 10 12 0,052 1,041 0417
N3-9 6,16 12,34 23,86 32,61 70,96 29,03 6 10 0,053 1,043 0415
N7-1 713 14,53 276 3761 5329 46,07 10 8 0,05 1,061 0,422
N7-2 6,22 11,65 24,05 34,66 47,37 52,62 2 10 0,053 1,058 0,425
N7-6 6,25 1426 26,59 39,32 5511 44,88 10 12 0,056 1,057 0,426
N7-7 345 13,06 2514 3522 66,78 3321 7 6 0,055 1,056 0,424
N7-8 6,92 13,04 2497 358 4556 5443 2 8 0,052 1,062 0,425
N7-9 715 14,46 27,56 37,84 5451 4548 7 7 0,054 1,064 0,428
N7-10 7,37 13,96 259 3877 7409 259 15 7 0,054 1,063 0,425
N7-11 4,99 10,07 22,82 3456 6223 37,76 12 11 0,056 1,068 0,422

MDC: Média da Deposicao do Colageno

MNM: Média do Numero de Miofibroblastos

MNVS: Média do Numero de Vasos Sanglineos

T: Tensao
FM: Forga Maxima

FR: Forga de Ruptura
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APENDICE 5 - PROTOCOLO DE ESTUDO DAS MAES

MAE GRUPO:
N.°

DATA NASCIMENTO:

N.° FILHOTES:

EVOLUCAO GESTAGAO:

EVOLUCAO LACTACAO:

PESO NA GESTACAO(g)

PESO NA LACTAGAO(g)

Dia2 | Dia8

Dia 14

Dia 20

Dia O

Dia 7

Dia 14

Dia 21

DOSE(ml)

DOSE(ml)
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APENDICE 6 - PROTOCOLO DE ESTUDO DOS FILHOTES

142

GRUPO: ANIMAL N.° ; DATA CIRURGIA: SACRIFICIODIA: PO
EVOLUCAO:
PESO NA LACTACAO (g) MDC (%) IMUNO- TENSIOMETRIA
ISTOQUIMICA
DiaO | Dia7 | Dia14 | Dia21 | Tipo! | Tipo lll| MNM | MNVS FM FR

MDC: Média da Deposigao do Colageno
MNM: Média do Numero de Miofibroblastos
MNVS: Média do Numero de Vasos Sangliineos

T: Tenséo
FM: Forga Maxima
FR: Forga de Ruptura
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