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1. RESUMO

O impacto de alguns nutrientes, como os aminoacidos, na cicatrizacdo da
anastomose col6nica nao esta claro, apesar de muitos aspectos da fisiopatologia
cicatricial do célon ja terem sido descritos. Este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito de dois aminoacidos, glicina e glutamina, na epitelizacdo da
mucosa col6nica, tamanho da area de cicatriz, fibroplasia e resisténcia ténsil da
anastomose intestinal, apos retirada de 17 cm do coélon transverso e anastomose
término-terminal com pontos separados. Quarenta e cinco coelhos adultos, com
idade variando entre 24 e 28 semanas, do sexo masculino, com peso inicial médio
de 2.362 gramas, foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos, de acordo
com o tipo de alimentacdo. O estudo foi duplo desconhecido. Dois animais
morreram em cada grupo por causas diversas. Os grupos de coelhos foram
assim distribuidos:

e Grupo 1 - (n = 9) Coelhos que receberam suplementacdo alimentar com

glutamina durante sete dias antes e cinco dias apds a operacao.

e Grupo 2 - (n = 9) Coelhos que receberam suplementacdo alimentar com

glicina durante sete dias antes e cinco dias ap0s a operacao.

e Grupo 3 - (n = 9) Coelhos que receberam suplementacdo alimentar com

glutamina durante cinco dias ap0s a operacao.

e Grupo 4 - (n = 9) Coelhos que receberam suplementacdo alimentar com

glicina durante cinco dias ap0s a operacao.

e Grupo 5 - (n =9) Coelhos que nao receberam suplementacéo alimentar.



A resisténcia da anastomose foi avaliada por meio de ensaio para pressao de
ruptura por insuflacdo de ar intraluminar. O Grupo 2 foi 0 Unico grupo que
apresentou valores de ruptura superiores aos do Grupo 5 (p < 0,05). Nao houve
diferenca entre os grupos quanto aos aspectos histologicos estudados.

Concluiu-se que a suplementacdo oral com glicina, no periodo pré e pos-
operatorio, aumenta a resisténcia ténsil anastomaética colbnica apds colectomia
parcial em coelhos. A suplementacdo oral com glutamina ndo apresentou efeito

detectavel em anastomose colonica de coelhos.



2.

ABSTRACT

The impact of some nutrients, such as amino-acids on the healing of colonic

anastomoses is not clear, despite the many aspects of the pathophysiology of

healing of the colon having been described. The aim of this study is to evaluate

the effect of two amino-acids, glycine and glutamine, in the epithelialization of the

colonic mucosa, size of the scar area, fibrous as well as the tensile strength of the

intestinal anastomoses, after the removal of 17 cm of the colon and an end-to-end

anastomoses with interrupted suture. Forty five male adult rabbits varying between

24 and 28 weeks of age with the starting average weight of 2,362 grams were

randomly distributed into five groups, according to their respective type of feeding.

Two animals died in each group due to different complications. The rabbits were

divided into the following groups, according to the procedures performed on them:

Group 1 - (n = 9) Rabbits that received supplemental feeding with glutamine
for seven days before and five days after the operation.

Group 2 - (n = 9) Rabbits that received supplemental feeding with glycine
for seven days before and five days after the operation.

Group 3 - (n = 9) Rabbits that received supplemental feeding with glutamine
for five days after the operation.

Group 4 - (n = 9) Rabbits that received supplemental feeding with glycine
for five days after the operation.

Group 5 - (n = 9) Rabbits that did not receive any supplemental feeding.

The resistance of the anastomoses was evaluated through the means of assay

for pressure of rupture during intraluminal air insufflation. Group 2 was the only



group that presented rupture values above those of Grupo 5 (p < 0.05). There was
no difference amongst the groups concerning the histological aspects.

It was concluded that the oral supplementation with glycine, in the pre-and
postoperative periods increases the tensile strength of colonic anastomoses after
partial colectomy in rabbits. The oral supplementation with glutamine did not

present detectable effect on the colonic anastomoses in rabbits.



3. INTRODUCAO

A glicina € um aminoacido com estrutura molecular simples e apresenta
diversos efeitos organicos. Essa subséancia foi usado em pesquisas experimentais
como controle de outros aminoacidos, isso pode ser questionavel ja que suas
acOes ter efeito biolégico e ndo ser inerte biologicamente’. Evidenciou-se que a
glicina tem papel neurotransmissor inibitério no sistema nervoso central e atua
como moduladora na cascata inflamatéria sistémica e na microcirculagdo #4°° .
A influéncia desse aminoacido como possivel agente terapéutico, na resisténcia
anastomotica do célon, ainda nao foi investigada.

A glutamina é um aminoacido nao-essencial, sintetizado a partir de
produtos comuns do metabolismo corporal. Em algumas situa¢cdes, como trauma,
pos-operatorio de procedimentos grandes ou em presenca de sepse, as
necessidades metabodlicas podem ultrapassar a capacidade de sintese do
organismo’. Em tais circunstancias, a suplementacdo alimentar com glutamina
torna-se relevante. Os efeitos imunomoduladores que a glutamina exerce no
organismo em situacfes de estresse e 0 seu efeito como substrato energético
celular para aumentar a proliferacdo de enterdcitos, colondcitos e mondcitos
fazem crer que esse aminoacido possa exercer um papel adjuvante na
cicatrizacdo intestinal %°. Nesse sentido, seria possivel que, apés resseccéo de
segmento de intestino grosso, a glutamina contribua para a cicatrizacado
anastomotica.

Nutricdo terapéutica, imunonutricdo e nutricdo farmacoldgica sao termos
adotados para expressar efeito de alguns nutrientes'! . Fatores que interferem no

processo cicatricial motivaram muitas pesquisas. Nos dois ultimos decénios,



reconheceu-se que a administracdo de alguns nutrientes, como 0s aminodcidos,
em doses maiores que as necessidades alimentares diarias, atuam como agentes
farmacologicos™. Essas substancias podem agir por si ou interagir com diversos
medicamentos.

A anastomose intestinal recebe a atencdo de muitos pesquisadores que
tém a intencédo de diminuir o indice de complicacbes da reconstrucao do transito
intestinal. A fistula anastomaética permanece como principal causa de morbidade e

mortalidade apds ressecc¢do intestinal™?

em uma incidéncia que varia de 0,1% a
30%", dependendo de mudltiplos fatores. A mortalidade apés a resseccao
colorretal € maior quando existe deiscéncia da anastomose (22%) do que quando
ndo ha complicacdo (7%)*3. Para compreender-se melhor essa complicacdo e
eventualmente atuar para preveni-la, a investigacdo de varios aspectos ligados a
cicatrizacdo anastomotica vém sendo estudados. Entre os agentes investigados
destacam-se a técnica cirdrgica, materiais de sutura, nimero de camadas
envolvidas na sutura, tipo de sutura, invertida ou evertida; uso de grampeadores
mecanicos ou anéis biofragmentaveis; além de fatores locais e sistémicos
envolvidos na cicatrizacdo intestinal .

A cicatrizacdo dos tecidos baseia-se em complexa sequéncia de eventos,
que vao do trauma inicial a reparacdo da lesdo. De especial interesse no
processo de cicatrizacdo estdo os fibroblastos, que sdo a maior fonte de matriz

protéica envolvida na cicatrizacéo tecidual*

. Durante a sintese do colageno, a
prolina é incorporada a cadeia polipeptidica inicial, para transformar-se em
hidroxiprolina™. O conteido de colageno na anastomose intestinal tem sido

determinado pela medida de hidroxiprolina. No entanto, os resultados de diversos

trabalhos mostram medidas muito heterogéneas, como microgramas de



hidroxiprolina por grama de tecido ou microgramas de hidroxiprolina por area de
anastomose®. A diversidade de respostas, quando utilizado esse método,
questiona a sua real utilidade™®. A coloracdo com hematoxilina e eosina é uma
alternativa para avaliacdo de fibroplasia e da epitelizacdo da camada
mucosa®**. A coloracdo com Sirius red, avaliada sob luz polarizada, tem
auxiliado na diferenciacdo entre os colagenos novo e antigo®.

Um dos aspectos mais importantes da cicatrizacdo refere-se as
propriedades mecanicas do tecido de reparacao, que deve oferecer a resisténcia
necessaria para ndo se romper ao ser submetido as tensdes normais do
organismo. A medida da presséao de insuflacdo de ar ou agua no limen intestinal
€ um dos métodos de avaliacdo da resisténcia da anastomose intestinal utilizado

em pesquisas experimentais 213415

, embora essa resisténcia também possa ser
avaliada por meio de tracdo das extremidades (forca de ruptura)’®. Esses dois
métodos determinam, de modo diferente, a integridade da anastomose durante o
processo cicatricial.

No presente estudo usou-se 0 método de pressao de insuflacdo de ar, ja
utiizado para avaliar a resisténcia anastomotica em trabalhos desta linha de

pesquisa 14,15,17,18,19,20,21,22



4. OBJETIVOS

Verificar se a suplementagéo alimentar com glicina ou com glutamina, influencia
na resisténcia da cicatriz anastomoética do coélon, no tamanho da area em

cicatrizacéo, na fibroplasia e na regeneracao da mucosa coldnica.



5. RELEVANCIA

O processo de cicatrizacdo tecidual vem sendo estudado em uma linha de
pesquisa ha cerca de trinta anos. Varios aspectos da fisiologia e da fisiopatologia
cicatricial ja foram publicados**°17:18:19.23.24.25

As operac¢des no intestino grosso sdo acompanhadas de complicacdes, por
vezes graves, principalmente em decorréncia de fistulas anastomoticas. Mesmo
0s paciente bem nutridos e submetidos a procedimentos tecnicamente bem feitos,
estdo sujeitos a disturbios na anastomose. As operacdes associam-se a elevada
morbidade quando ocorre cicatrizacdo defeituosa e consequente fistula. Os
avancos técnicos melhoraram os resultados das operacdes; no entanto, devem-se
compreender 0s aspectos especificos do metabolismo do doente e da
fisiopatologia da cicatrizacao.

Substratos nutricionais ou farmacolégicos podem ser capazes de atuar
como adjuvantes no processo cicatricial do intestino. Tal efeito estaria na
dependéncia da via de administracédo, das doses e do periodo de fornecimento.

A glutamina foi avaliada em outros estudos, como adjuvante na
cicatrizacdo intestinal, com resultados conflitantes na literatura. No presente
estudo, utilizou-se a resseccao intestinal que permitiu um tempo cirdrgico mais
prolongado, uma simulacdo mais proxima das operacées em humanos. Por outro
lado, a glicina ainda ndo havia sido estudada como possivel agente na
cicatrizacdo da anastomose intestinal.

Os resultados deste trabalho podem eventualmente contribuir para o
conhecimento dos efeitos desses dois aminoacidos na cicatrizacdo da

anastomose colbnica.
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6. LITERATURA

6.1 Glicina

A glicina, CH,-(NH,)-COOH, € um aminoacido ndo-essencial, com estrutura
molecular simples e baixa toxicidade, sintetizado por animais, vegetais e até
microorganismos®. E conhecida como neurotransmissora com acao inibitéria na
medula espinhal®.

Por se acreditar que a glicina era metabolicamente inerte, utilizou-se esse
aminoécido como controle isonitrogenado de outros aminoécidos>*®. No entanto,
publicacbes recentes tém mostrado amplos efeitos biolégicos da glicina quando
administrada em doses maiores'®®. Seu efeito é mediado pela ligacdo a um
receptor de glicina, localizado na membrana neuronal pds-sinaptica >.

Efeitos citoprotetores produzidos pela glicina, in vitro e in vivo, mostraram
seu impacto contra lesdes hipdxicas dos tubulos renais e dos hepatécitos “2° . A
glicina reduziu a mortalidade de ratos expostos a endotoxinas e diminuiu
concomitantemente os niveis plasmaticos do fator de necrose tumoral®’. A glicina
também reduziu as dimensfes de melanomas implantado experimentalmente em
ratos®® . No entanto ainda é desconhecido seu efeito em seres humanos.

O efeito neurotransmissor inibitério da glicina se faz por meio de receptores
ligados aos canais de cloro e é semelhante ao do acido gama-amino butirico
(GABA). A glicina hiperpolariza o neurdnio motor pés-sinaptico, por aumento da
conducao do cloro®®. Nas células de Kupffer do figado e nos leucécitos, a glicina
reduz o influxo de célcio e diminui a producéo de citocinas, de modo que esse

influxo de calcio torna-se o sinal para desencadear a cascata inflamatdria do
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organismo®. Nesse sentido a glicina é um agente antiinflamatorio,
imunomodulador e citoprotetor". Contudo, ndo encontramos estudos que

avaliassem os efeitos cicatriciais da glicina em anastomoses intestinais.

6.2 Glutamina

A glutamina (GIn), NH2-CO-CH,-CH,-CH-NH,-COOH, é o aminoacido mais
abundante no plasma dos mamiferos e constitui aproximadamente metade dos
aminoacidos livres do corpo humano. Por ser sintetizada na maior parte das
células do organismo, a glutamina é denominada aminoacido nao-essencial %%,
Diferentemente dos outros aminoacidos a glutamina apresenta dois grupos
nitrogenados: alfa-amino, CH(NH;), e um grupo amida, NH,C(O). Essa
caracteristica facilita o transporte de nitrogénio entre os diferentes tecidos e o de
amoénia, da periferia para os 6rgdos viscerais *'*2. Sua concentragéo plasmatica
varia entre 500 e 900 milimoles/litro.

Estados catabolicos, como trauma, sepse, operacdes de grande porte,
transplantes de 6rgdos, quimioterapia e radioterapia sdo associados a reducédo da

glutamina no plasma, em decorréncia de seu consumo elevado®*=>*%

. Quando a
sua disponibilidade diminui, h& risco de reducédo da barreira mucosa intestinal e
da competéncia imunitaria do tecido linféide enterocoldnico®®3"*8. Os enterdcitos
e as células do tecido linféide usam esse aminoacido para manter a integridade
da mucosa. A suplementacdo de glutamina enteral ou parenteral aumenta a

concentracdo protéica e a espessura da mucosa intestinal®®

. Alguns autores
avaliaram a influéncia da suplementacédo oral de glutamina no metabolismo do

nitrogénio e da amonia apos laparotomia e resseccao intestinal em cées. Esses
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trabalhos sugerem que o jejuno é o local de maior absorcédo e metabolismo desse

aminoacido*®*!

. Segundo esses autores, o intestino delgado contribui para o
transporte da glutamina entre os 6rgaos humanos e participa da regulacdo do
fluxo periférico de glutamina, por meio de seus mediadores.

A glutamina é um substrato energético importante para as células da
mucosa intestinal*’. Em operacdes de grande porte, como para tratamento de
aneurisma abdominal, o nivel plasmatico de glutamina diminui apés duas horas,
porém o mesmo ndo ocorre em operac¢des de menor porte, tal como o reparo de
hérnia inguinal*®. A glutamina também é um amino&cido essencial ao organismo
em pacientes vitimas de queimaduras de extensas areas de pele**. Quando
associada a nutricdo parenteral, ela aumenta o fluxo sanguineo esplancnico e
reduz a morbimortalidade da enterocolite provocada por radiacdo®, além de
auxiliar na manutencdo da homeostase acido-basica e transporte de nitrogénio®®.
As células inflamatdrias usam glutamina para sua proliferacéo, sintese protéica e
de &cidos nucléicos*’. Esse aminoacido é componente necessario para reparo
tecidual e é liberado do musculo apds trauma acidental ou cirdargico, o que pode
causar sua deficiéncia relativa tanto no masculo esquelético quanto no musculo
liso intestinal *®. Apds operages abdominais eletivas, o declinio da glutamina
muscular é restaurado somente depois de um més, sendo sua maior queda entre
0 terceiro e o quinto dia pés-operatério®®. O organismo parece beneficiar-se no
periodo de estresse oxidativo pds-operatério, quando ha suplementacao
nutricional de glutamina para manter os niveis séricos de glutationa, que € um
depurador sanguineo®.

O numero de dias em que € administrada a glutamina em estudos

experimentais varia amplamente. Ela foi utilizada entre trés a vinte e sete dias em
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pacientes submetidos a operacdes eletivas ou de urgéncia®*®?. Falta de
uniformidade entre os estudos da literatura também ocorreu com relacdo as doses
utilizadas, seja em humanos seja em animais, por via oral ou parenteral. Ha
reltatos de doses que variam entre 170 mg e 1000 mg por quilograma de peso por
dia45’46’47.

Algumas pesquisas experimentais utilizaram glutamina para avaliar seu
impacto na anastomose intestinal, sendo constatado que a resisténcia da
anastomose intestinal ndo foi maior com a suplementacéo nutricional parenteral
com glutamina em ratos desnutridos °. J& Costa e cols (2003) mostraram em ratos
normais que a suplementacdo alimentar oral pré-operatéria com glutamina por
sete dias aumentava a resisténcia das anastomoses intestinais, com maior
deposito de colageno tipo | (maduro) ®. Demetriades e cols (1999) verificaram que
a cicatrizacdo da anastomose colbnica era melhor apos a suplementacdo com
glutamina por via oral em ratos. Essa diferenca de métodos e resultados,
estimulou novas pesquisas, para avaliar o efeito desse aminoacido na

cicatrizacdo do colon.

6.3 Anastomose intestinal

A capacidade de cicatrizacdo anastomotica depende do estado geral do
paciente, destacando-se fatores nutricionais, glicémicos, volémicos, equilibrio
metabolico, uremia e sepse® . A sintese intestinal pode ser feita com sutura em
um ou dois planos, continua ou com pontos separados, grampeadores mecanicos
e anéis biofragmentaveis® . A doenca diverticular do célon e a anastomose em
regides mais distais do intestino grosso estdo relacionadas com maiores indices

de complicagbes™.
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O periodo compreendido entre a operacdo e o sétimo dia pos-operatorio €
importante, pois nessa fase ocorre a maior parte das complicacfes cirargicas,
como as deiscéncias intestinais®**°. Para compreender a fisiologia da cicatrizacdo
da anastomose e a fisiopatologia das complica¢cfes, alguns trabalhos mostraram
o efeito das técnicas cirurgicas, do numero de camadas suturadas e dos tipos de
material de sutura nas anastomoses do trato gastrointestinal. Os fios cirargicos
perdem a funcdo de sustentacdo entre sete e dez dias apos a confeccdo das
anastomoses do intestino grosso, independentemente do material utilizado. A
sutura constitui o elemento de sustentacdo das anastomoses na fase inflamatoria,
mas sua importancia diminui a medida que se inicia a fibroplasia. Estudos
experimentais revelaram que a anastomose feita com pontos separados ou sutura
continua tem efeito similar na resisténcia ténsil°’. J& a sutura, em plano Gnico,
aumentou o deposito de fibroblastos e melhorou a regeneracdo da mucosa
intestinal com menor desvitalizacdo tecidual na zona de anastomose e menor
reacdo exsudativa até o sétimo dia pés-operatério *°. A cola de fibrina teve efeito
semelhante ao do fio de seda na anastomose intestinal *°.

A resisténcia da anastomose intestinal € influenciada por muitas
substancias, entre as quais destacam-se 0s corticosterdides. A betametasona
(49), é prejudicial para a regeneracao da mucosa intestinal e interfere no depadsito
de fibroblastos®®. Metilprednisolona, hidrocortisona e dexametasona retardam a
sintese e a deposicdo de colageno na cicatriz intestinal®*®®2. A ictericia induzida
experimentalmente também retardou o desenvolvimento da fibrose cicatricial e
diminuiu a resisténcia da anastomose em ratos .

Por outro lado, ha substancias que sao benéficas para a cicatrizacao

intestinal, entre as quais destacam-se a vitamina C, 4cido graxo de cadeia curta®,
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% e a a vitamina A. A

o horménio do crescimento, esterdides anabolizantes
vitamina C, por exemplo, quando administrada desde o pré-operatério, aumenta a
resisténcia da anastomose jejunal ***°. A vitamina A combinada com vitamina C
pode prevenir os efeitos adversos da predinisolona em anastomoses intestinais®.

Esteroides anabolizantes melhoram a resisténcia a ruptura do intestino de coelho,

mesmo sob efeito de corticoterapia® .

6.4 Cicatrizacao

O colageno constitui uma familia de proteinas com vérias propriedades
comuns. Sua estrutura é uma sequéncia triplice repetida de aminoéacidos, ricos
em hidroxiprolina e hidroxilisina. Um terco de seus aminoacidos sédo formados por
glicina, serina, prolina, treonina e alanina. Esses aminoacidos diferem apenas no
primeiro nucleotideo do cédigo. Nas feridas em fase de cicatrizagcéo, sobressai 0
colageno tipo Il e, na cicatriz madura, o colageno tipo | ®’. Apés a migracdo das
células inflamatérias do sangue para a ferida cirurgica, os fibroblastos movem se
para a area lesada. Os fibroblastos sdo células ovais com abundante citoplasma e
atividade mitética intensa. Eles sdo vistos dois dias apds a lesdo. A partir de
célula-tronco, o fibroblasto é ativado e secreta fibronectina, proteoglicanos e
colagenos tipo | e tipo lll. As fibras colagenas sdo depositadas em paralelo aos
fibroblastos. Inicialmente, predomina o colageno Ill, que apés uma semana é
substituido pelo colageno tipo | *®%8. As fibras elasticas s&o estruturas ricas em
elastina e em ligagbes cruzadas. A microscopia eletronica, observam-se dois
componentes distintos, um nuacleo central amorfo e uma borda periférica de

microfibrilas. Essas fibras formam arcabouco de espirais ao acaso, junto com a

glicina, a prolina e a fibrilina®”. A hidroxiprolina é encontrada nos vertebrados
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exclusivamente no colageno, constituindo 4% de seu peso. Essa distribuicdo faz
desse aminoacido o marcador mais utilizado para o estudo do metabolismo do
colageno®.

Cicatrizacao € o restabelecimento da integridade de um tecido lesado. Sua
fase inflamatoria inicial leva a formacéo de exsudato rico em fibrina e fibronectina.
As células mortas e os elementos resultantes da lise tecidual sédo removidos por
células fagocitarias. O tecido conjuntivo de reparacdo € constituido por tecido
conjuntivo vascularizado, com capilares novos, fibroblastos abundantes e nimero
variavel de células inflamatérias °.

A avaliacdo da area em cicatrizacdo com coloracdo de hematoxilina e
eosina é utilizada para identificar os aspectos proprios da reacdo inflamatoria
aguda, cujo predominio € de células polimorfonucleares, assim com identificar
reacdo inflamatéria crénica, cujo predominio é de células mononucleares 8>,

O processo de cicatrizacdo das anastomoses compreende trés fases. A
fase inicial, inflamatoria, inicia-se no primeiro dia pdés-trauma e extende-se até o
quarto dia, com predominio de inflamacao e edema. Suas alteracdes morfolégicas
sdo expressivas, com diminuicdo do conteudo de colageno e edema local. Ha
liberacdo de citocinas e de fatores de crescimento, ativacdo de células migrantes,
especialmente macréfagos. Nessa fase, ha reducdo da resisténcia
anastomotica®®. Na fase inicial da cicatrizacdo, o sucesso da anastomose
depende da resisténcia conferida pelo material de sutura.

A segunda fase, fibroplasia ou logaritmica, ocorre do terceiro ao 14° dia.
Nesse periodo, ha grande aumento, ativacdo e diferenciacdo de células
endoteliais e de fibroblastos. O fibroblasto da ferida caracteriza-se por sintese

maior de colageno, quando comparada a sintese produzida pelo fibroblasto
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normal ®’. A producéo de tecido de granulacdo inicia-se ap6s 48 horas e atinge
seu pico maximo apoés sete dias. Nessa fase, as alteragcbes morfologicas séo
graduais e ocorre aumento da resisténcia da anastomose a partir do terceiro dia
apos o trauma. No periodo de fibroplasia, ha aumento transitério, em pico, com
desaparecimento rapido de colageno Il na cicatriz operatéria.

O método de coloracdo com picrossirius, utiliza luz polarizada e €
especifico para colageno. Essa propriedade vale-se de sua forma caracteristica
de agregacdo das fibras colagenas dispostas em orientacdo paralela. Fibras
fracas, de diametros variados, dispostas frouxamente exibem pequena
birrefringéncia e sdo observadas como estruturas verdes — colageno lll. Por outro
lado, fibras resistentes, firmemente agregadas em feixes e com diametros
variados sao caracterizadas por birrefringéncia intensa, aparecendo com
coloracdo amarelada ou vermelha - colageno tipo | >3°88

A terceira fase, maturagdo, extende-se do décimo ao 180° dia, sendo
caracterizada pela sintese e deposicéo progressiva de colageno definitivo do tipo
I. Nessa fase, a resisténcia € estavel, caracterizada pela reorganizacdo da parede
da alca, ocorrendo restabelecimento das camadas intestinais®*°%,

Brasken, em 1991, estudou os colagenos intestinais em anastomoses do
sigmoide de ratos, por histologia convencional, imuno-histologia dos subtipos,
histoquimica e hibridizacbes clonais com genes de anastomoses, com o objetivo
de observar o metabolismo e 0 acimulo de componentes da matriz extracelular
na cicatrizacdo da anastomose colonica. Segundo esse autor, 0s colagenos tipo |
e Il sdo depositados em trés regibes da area anastomotica, na brecha

anastomotica, na submucosa e na fascia serosa. Suas concentracdes maiores

sdo vistas no sétimo dia, com pequeno decréscimo nas duas semanas
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subsequentes. O colageno IV aumenta no terceiro dia, na origem dos vasos
novos e na area de reepitelizacdo, sendo o conteiddo maximo presente no sétimo
dia apés a anastomose 2.

A concentracao total de colageno diminui cerca de 10% até o segundo dia
poOs-operatorio, na cicatriz cirargica do intestino, depois aumenta até o sétimo dia.
Em sentido inverso, o edema decresce progressivamente até quase desaparecer
no sétimo dia pds-operatério °® Colagenos tipo | e tipo Il estdo concentrados
principalmente na submucosa e na serosa. Esses tipos de colageno atingem sua
concentracdo maxima no sétimo dia pos-operatorio e sua producdo na mucosa e

muito pequena .

6.5 Presséo de ruptura anastomotica

A pressao de ruptura mede a resisténcia de um 6rgao cavitario ao aumento
da pressdo em seu interior, até ocorrer ruptura da anastomose. Essa distensao
pode ser causada pela insuflagéo de ar'#1°19:2021.53.39.71

Durante a fase inicial da cicatrizagcdo, a pressao de ruptura permanece
baixa; entretanto, seus valores crescem ao longo da cicatrizagdo. A medida de
pressdo de ruptura, além do sétimo dia pds-operatério, é passivel de critica, ja
que a ruptura ocorre fora da regido anastomotica. A resisténcia a distensao
interna € um bom parametro para controlar a reparacdo anastomotica, quando a
ruptura ocorre ao longo da anastomose'?*3°3>6,

Segundo a lei de Laplace atensdo na parede de um cilindro é proporcional

ao produto da presséo pelo raio (T = P x r ). A for¢a ténsil de uma ferida varia

com o processo de fibroplasia. Ha elevacdo dos valores de presséo de ruptura até
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sete dias ap6s a operacéo®. Em seguida, os valores estabilizam-se até o 14° dia
poOs-operatorio.

Koruda e Rolandelli (1990) fizeram uma critica sobre os parametros
utilizados no estudo da cicatrizacdo das anastomoses do trato gastrointestinal.
Eles enfatizaram que a verificacdo da resisténcia intrinseca da anastomose a
ruptura € parametro importante nessa investigacdo. A pressao de ruptura, com
insuflacéo de ar ou &gua, reflete melhor o que acontece na situacdo clinica’®. A
pressdo de ruptura com insuflacdo de ar reflete a integridade da anastomose,
embora ndo indiqgue acuradamente a cicatrizacdo anastomadtica. Parece que a
avaliacdo da tensédo de ruptura minima (medida do estiramento da amostra de
intestino) € um bom parametro para avaliar a cicatrizacdo e também traduzir a sua
resisténcia. Essa tensdo é mensurada como a forca minima necessaria para
romper alguma parte da anastomose e parece ser um bom parametro
biomecanico para avaliar a cicatrizacdo anastomotica. No presente estudo, optou-
se por realizar a medida de pressdo de ruptura dentro do abdome, ndo se
desfazendo as aderéncias®®, para tornar a situacdo mais coerente com o que

ocorre no pés-operatorio.®®
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7. MATERIAL E METODO

7.1 Etica

O projeto desta pesquisa foi aprovado pela Camara do Departamento de
Cirurgia da Faculdade de Medicina da UFMG em junho de 2005 (Anexo), € no
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) sob o numero 109\05

(Anexo).

7.2  Caracterizacéo do estudo e dos animais

O estudo foi prospectivo, com amostra distribuida aleatoriamente e duplo
desconhecido.

Foram utilizados 45 coelhos (Oryctogalus cuniculus) machos brancos raga
Neozelandés, com peso variando entre 2.005 g e 3.180 g, e idade entre 24 e 28
semanas. Os animais foram provenientes da Fazenda de Criagdo de Animais
para Experimentacdo da Escola Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais. Os seguintes dez animais foram excluidos do estudo por 6bito:

- Grupo 1, um animal morreu por problema técnico ao puncionar-se a veia cava
posterior e outro animal morreu por aspiracédo inadvertida, apos alguns minutos,
depois da administracdo de suplementacéo por gavagem;

- Grupo 2, um animal morreu por causa desconhecida no segundo dia apés a
operacdo e um outro morreu por provavel obstrucdo intestinal (aderéncias), no

terceiro dia pdés-operatério;
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- Grupo 3, um animal morreu durante o ato operatdério, com parada
cardiorrespiratéria provavelmente secundaria a intolerancia as drogas, e um outro
morreu no primeiro dia pds-operatdrio por problema técnico no biotério
- Grupo 4, um animal morreu por problema técnico no biotério no mesmo dia do
segundo coelho do grupo 3 e outro morreu por evisceracao;
- Grupo 5, um animal morreu por evisceracdo e outro foi excluido, por ter
apresentado fistula da anastomose colbnica, diagnosticada no dia da reoperacao.
Os animais foram alocados em gaiolas individuais com racéo para coelhos
(Socil ®, Belo Horizonte, Minas Gerais) e agua ad libitum. Na racdo oferecida aos
animais ndo havia glicina ou glutamina como componentes (Tabela Al do
anexos). Os coelhos foram mantidos em biotério climatizado, com fotoperiodos de
12 horas diarios. O trabalho foi realizado no Biotério Central da Faculdade de

Medicina da UFMG.

7.3  Distribuicdo dos animais e protocolo de pesquisa

Durante todo o trabalho, os pacotes com as suplementagbes de
aminoacidos receberam os nomes A, B, C, D. Somente apdés a andlise dos
resultados, foi revelada aos pesquisadores qual suplementacdo correspondeu a
cada letra. Para facilitar a compreensao do leitor, as suplementacdes de cada
grupo estao apresentadas desde o inicio, com o nome do suplemento que o
coelho recebeu.

Os 45 coelhos foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos,

cada grupo com nove animais :
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Grupo 1 - suplementacdo alimentar com glutamina (denominou-se inicialmente
suplementacao A), durante sete dias no pré-operatério e durante cinco dias no
pOs-operatorio;

Grupo 2 - suplementacdo alimentar com glicina (denominou-se inicialmente
suplementacao B), durante sete dias no pré-operatério e durante cinco dias no
poOs-operatorio;

Grupo 3 - suplementacdo alimentar com glutamina (denominou-se inicialmente
suplementacao C), apenas durante cinco dias no pés-operatorio;

Grupo 4 - suplementacdo alimentar com glicina (denominou-se inicialmente
suplementacao D), apenas durante cinco dias no pés-operatorio;

Grupo 5 - Controle, serviu como padrao de referéncia, foi submetido ao mesmo

procedimento dos grupos anteriores, porém sem suplementacao nutricional.

7.4  Administracdo da suplementacdo com aminoacidos

Os pacotes de glutamina (Novartis ®S&ao Paulo, Brasil) ou glicina
(Ajinomoto ®, Sdo Paulo, Brasil) foram preparados com 500 mg do aminoacido
por quilograma de peso corporal. Todos os pacotes foram fechados e
identificados com referéncias na embalagem, que ndo permitiram o conhecimento
do aminoacido. Houve apenas a informacdo, na embalagem, sobre o peso do
contetdo de cada pacote. Os pesquisadores ndo souberam qual foi a substancia
administrada. Durante o periodo em que 0s animais receberam nutricdo
suplementar, os grupos receberam as denominacgdes de pré e pds-operatério A e
B, poés-operatério C e D e Grupo-controle. Apds o término do experimento
cirargico (aproximadamente 10 meses), de posse de todos os dados e analises,

0S pesquisadores souberam qual substancia foi utilizada em cada grupo.
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O conteudo de cada pacote com a suplementacédo nutricional foi diluido em
5 ml de agua e administrado por gavagem a cada coelho, utilizando cateter
plastico nimero 14. Para essa administracao, os animais ficaram presos em caixa
apropriada (Figura 1), mantida a cabeca fora da caixa, por uma abertura circular
anterior.

O peso dos animais foi registrado no dia da operacédo e no sexto dia pos-
operatério, utilizando balanca com graduacdo de 10 gramas e carga maxima para

6 kg (Filizola, Sao Paulo, Brasil).

Figura 1 - Administracdo da suplementacao nutricional por gavagem.

7.5 Anestesia e técnica operatéria

Os animais permaneceram em jejum durante 15 horas antes da operacao.
N&o houve preparo mecéanico do célon.

Os animais foram anestesiados com cloridrato quetamina (1g/10ml,
Dopalen ® , Belo Horizonte). A dose intramuscular de quetamina foi 100 mg/kg,
combinada com cloridrato de xilazina (2%, 20mg/ml, Kensol ®) 0,1ml . O tempo

de anestesia variou entre 40 e 60 minutos %2,
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A laparotomia mediana teve extensdo de sete centimetros, e distou cinco
centimetros do apéndice xifoide. Retirou-se 5 ml de sangue por puncao (agulha
25 X 7 mm) da veia cava posterior para dosagem de albumina sérica (Figura 2).
Em seguida, a artéria colica média foi ligada com fio de seda 5-0, proximo a sua
origem na artéria mesentérica cranial. As artérias marginais a direita e a esquerda
da célica média também foram ligadas (Figura 3). O primeiro corte foi feito a 12
cm da transicao ileocecal. Um segmento de célon de 17 cm foi removido. A
reconstrucdo do transito colénico fez-se por meio de anastomose término-
terminal, com pontos separados seromusculares, utilizando fio de seda 6-0

(Figura 4).

10 1528

Figura 2 - Puncgao da veia cava posterior (seta), Coelho 1, Grupo 5.
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Figura 3 - Identificacdo dos pontos de referéncia anatdbmicos para a
resseccao colbnica (setas), Coelho 1, Grupo 1.

Figura 4 - Anastomose colbnica seromuscular término-terminal
com pontos separados (seta), Coelho 1, Grupo 5.
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7.6  Cuidados po6s-operatoérios

No pos-operatorio, agua e racdo foram oferecidas logo apds a recuperacao
anestésica. Os animais receberam ou ndo a suplementacdo alimentar com
glutamina ou glicina, conforme o grupo a que pertenciam, por um periodo de cinco
dias. Registrou-se o peso corporal no sexto dia ap0s a operacdo. Nesse mesmo
dia, retirou-se amostra de sangue para avaliacdo da albumina e mediu-se a
presséao de ruptura intestinal, apds a morte do animal.

7.7 Coleta de sangue para exame e morte dos animais

No sexto dia pdés-operatério, apos anestesia com a mesma dose de
quetamina e xilazina utilizada na operacao prévia, os coelhos foram pesados e,
em seguida, realizou-se laparotomia para retirada de amostra de sangue da veia
cava posterior para dosagem de albumina. Em seguida, os animais foram mortos
por seccdo da aorta abdominal. Com o coelho morto, mediu-se a pressédo de
ruptura por insuflacao de ar.

7.8 Medida da resisténcia anastomotica

Um circuito de trés vias (Figura 5), foi acoplado por uma via a coluna de
vidro com mercurio e escala milimetrada (Figura 6). Uma segunda via foi
conectada a fonte de ar (Compressor Schulz, Joinvile, Santa Catarina). O
compressor de ar tinha capacidade para infusdo 6 litros/minuto. No entanto, ele
foi calibrado em um copo com agua, para que fossem liberadas 150 bolhas de ar /
minuto. A terceira via foi introduzida na parte proximal do segmento col6nico

isolado, a aproximadamente quatro centimetros da anastomose (Figura 7). O
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célon foi ligado com dois fios de algodao, distalmente, a quatro centimetros da

anastomose 14,15,17,18,19,71.

—= Coluna de Mercurio
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Figura 5 - Desenho esquematico mostrando o sistema de trés vias,
com insuflador de ar, coluna de mercurio com régua milimetrada e
coelho em decubito dorsal.

Figura 6 - Escala milimetrada — unidade em milimetros de mercurio —
utilizada no tensibmetro para medir a presséao de ruptura do célon.



28

A medida da pressdo foi realizada dentro do abdome. A cavidade
abdominal foi preenchida com agua, de modo que a ruptura intestinal fosse
identificada pela presenca de bolhas de ar. Nenhuma aderéncia foi desfeita junto
a anastomose intestinal e o segmento a ser estudado teve extensdo de 8 cm,
contendo a anastomose em sua por¢ao média. Marcou-se 0 ponto mais alto que a

coluna de mercurio alcancou sob o efeito da presséo de ar no circuito.

VR v e Te Tt e e

Figura 7 - Conexao entre o segmento proximal a
anastomose (seta) e o sistema tubular para
mensuragao da pressao de ruptura.

7.9 Histologia

Um segmento coldnico, de 4 cm de extensdo, contendo a anastomose em

sua porcdo média foi armazenado em solucado de formalina a 10 % em meio
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aquoso. O fragmento ressecado foi aberto longitudinalmente para ser fixado sobre
uma placa de isopor, com alfinetes coloridos; que identificaram as partes distal e
proximal do segmento. A face mucosa do fragmento intestinal ficou voltada para
cima e a face serosa ficou em contato com a placa de isopor. Em seguida, cada
placa de isopor contendo o fragmento foi colocado em recipiente individual com
formalina (Antares, Sdo Paulo) diluida a 10% em meio aquoso. O recipiente foi
rotulado com a identificacdo do animal.

Realizou-se corte longitudinal em cada fragmento, com navalha descartavel
(Bioslides, China) e retirou-se uma amostra para avaliacdo histologica. Essas
amostras foram desidratadas em concentracbes crescentes de alcool etilico
(Miyako, Guarulhos, Brasil), diafanizadas em xilol (Synth, Sdo Paulo, Brasil) e
incluidas em parafina (Parafina®-Merk, Sdo Paulo- Brasil). De cada bloco foram
retirados cortes histologicos de 5 a 7 microbmetros de espessura, com auxilio de
micrétomo rotativo (Leica 2125®, China). O tecido foi colocado sobre lamina de
vidro, de modo que uma lamina de cada amostra da anastomose foi corada com
hematoxilina e eosina (Figura 8). Outra lamina, foi corada pelo tricromio de
Masson (Figura Al de Anexos) e uma terceira, com Sirius-red (Figura A2 de
Anexos). Cada lamina foi coberta por laminula. Uma amostra de segmento
intestinal controle, sem anastomose, também foi incluida, cortada, montada e
corada, junto e da mesma maneira que as amostras das anastomoses. O
segmento controle, sem anastomose, foi preparado da mesma forma.

A reepitelizacdo da mucosa e a proliferacéo fibroblastica cicatricial da parede
foram avaliadas por um unico patologista, em analise qualitativa, de acordo com
sua intensidade, expressa em unidades variaveis com graduacao de zero a trés, e

interpretada como ausente ( 0 ), pequena ( 1 ), moderada ( 2 ) ou grande
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intensidade ( 3 )*"3. O patologista fez sua avaliagdo, em laminas codificadas com
nameros, desconhecendo qual imunonutriente foi utilizado em cada animal. A
area de cicatrizacdo com proliferacdo fibroblastica foi mensurada em duas
dimensoes, isto €, largura maxima e comprimento maximo. A medida foi realizada
com aumento entre 50 vezes e 500 vezes, utilizando lente e régua milimetrada
acoplada a ocular do microscépio optico (Nikon Alphaphot-2, Estados Unidos da
América).

Os achados histolégicos na avaliacdo do grau de proliferacdo fibroblastica
(fibroplasia), reepitelizacdo da mucosa e medida da area em cicatriz, foram
obtidos analisando todo o campo histolégico da anastomose em cada lamina,

pelas coloracdes hematoxilina-eosina (HE) e tricromio de Masson.

Figura 8 - Fotomicrografia, ilustrando a histologia do célon
integro. De baixo para cima camada serosa (seta preta),
muscular longitudinal (seta amarela), camada muscular circular
(seta azul), submucosa (seta branca) e mucosa (seta verde).
Coelho 2, Grupo 1 (hematoxilina e eosina - 50X).
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7.10 Avaliacdo estatistica

Foram avaliadas trés variaveis continuas: peso corporeo, albumina sérica e
presséo de ruptura da cicatriz. Elas foram comparadas entre os grupos pelo teste
nao paramétrico de Kruskall-Wallis, que ndo depende de as variaveis
apresentarem distribuicdo normal ou gaussiana. A pressao ruptura foi comparada
entre os grupos pelo teste Student-Newman-Keuls™ , que estabelece as
difetencas entre as médias dos valores de cada grupo estudado. As variaveis pré
e pOs-operatdrias de cada grupo foram comparadas pelo teste t pareado.

Para a avaliacdo de reepitelizagdo da mucosa e do tecido conjuntivo de
reparagao, os indicadores semiquantitativos foram agrupados em dois subgrupos.
O primeiro subgrupo juntou os animais com fibroplasia ausente ou com fibroplasia
de pequena intensidade e o segundo subgrupo juntou os animais com fibroplaisa
de intensidade moderada e com fibroplasia de grande intensidade. As variaveis
categoricas referentes ao grau de epitelizacao e de fibroplasia foram comparadas
entre os grupos pelo teste do qui ao quadrado, com correcdo de Yates, e pelo
teste de Fisher, quando o numero de variaveis foi menor que cinco. A
comparacdo da area de cicatriz entre os grupos foi realizada pelo teste de
Kruskall-Wallis.

O nivel de significancia estatistica foi estabelecido para inferior a 5% (p <
0,05).



8. RESULTADOS

8.1 Peso dos animais

No dia da operacdo, ndo houve diferenca entre o peso dos coelhos de
todos os grupos (Tabelas 1 e A7, A8, A9, A10, A11 dos Anexos). No sexto dia

poOs-operatorio, esse peso diminuiu, em todos os grupos, em meédia, cerca de 221

gramas, ou seja, 9,1% do peso inicial p < 0,001 (Tabela 1).

Tabela 1. Valores da média e do desvio padrdo da média (DPM) do peso,

comparando cada grupo de coelhos antes e apds seis dias da operagéo.

Peso(g)
Grupo Pré-operatorio Pés-operatério

Média DPM Média DPM
1 2.529,3 124,5 2.250,7 136,0*
2 2.582,9 2425 2.382,1 269,1*
3 2.297,9 177,9 2.131,4 194,8*
4 2.362,9 187,3 2.114,3 166,4*
5 2.315,7 117,5 2.100,7 124,8*

* peso menor em relacdo ao do pré-operatorio (teste t pareado, p < 0,05)

Grupo 1 - suplementacdo com glutamina no pré e pos-operatorio.

Grupo 2 - suplementacao com glicina no pré e pos-operatorio.

Grupo 3 - suplementacado com glutamina no pés-operatorio.

Grupo 4 - suplementacdo com glicina no pos-operatorio.

Grupo 5 — controle.
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8.2 Albumina

Os valores da albumina sérica no dia da operagdo nao diferiram entre os
grupos (3,29 + 0,30), no entanto seus valores no sexto dia pos-operatorio, em
todos os grupos, foram menores (2,72 + 0,18) que no dia da operacéo, p < 0,001

(Tabela 2 e A7, A8, A9, A10 e A1l - dos Anexos).

Tabela 2: Valores da média e desvio padrao da média (DPM) da albumina sérica,
comparando cada grupo de coelhos antes e apos seis dias da operacao.
Albumina(g/dl)

Grupo Pré-operatorio Pds-operatorio

Média DPM Média DPM

1 3,38 0,43 2,68 0,18*
2 3,28 0,15 2,62 0,16*
3 3,36 0,42 2,66 0,19*
4 3,19 0,20 2,74 0,20*
5 3,21 0,16 2,86 0,14*

* Valor de albumina menor em relagdo ao pré-operatorio (teste t
pareado, p < 0,05)

Grupo 1 - suplementacdo com glutamina no pré e pés-operatorio.
Grupo 2 - suplementacdo com glicina no pré e pés-operatorio.

Grupo 3 - suplementacdo com glutamina no pds-operatorio.

Grupo 4 - suplementacdo com glicina no pds-operatério.

Grupo 5 — controle.
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8.3  Pressao de ruptura anastomotica

No Grupo 2 (suplementacdo com glicina pré e pds-operatoria), a pressao
de ruptura da anastomose intestinal foi maior que no Grupo 5, controle (Tabela 3
e A2, A3, A4, A5, A6 dos Anexos), com p = 0,006. Nos demais grupos nao houve
diferenca em relagéo ao controle.
Tabela 3 — Valores da média e desvio padrdao da média (DPM) da pressao de

ruptura, dos grupos de coelhos.

Presséo de ruptura(mm/Hg)

Grupo
Média DPM
1 161,4 38,6
2 218,6* 50,7
3 127,9 59,4
4 206,4 48,5
5 127.,8 82,1

* Pressao de ruptura do Grupo 2 maior que do Grupo 5 e maior que
do Grupo 3 (teste Student-Newman-Keuls, p < 0,05)

Grupo 1 - suplementacdo com glutamina no pré e pds-operatorio.
Grupo 2 - suplementacao com glicina no pré e pos-operatorio.

Grupo 3 - suplementacao com glutamina no pés-operatorio.

Grupo 4 - suplementacdo com glicina no pos-operatorio.

Grupo 5 - controle.
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8.4  Morfologia

8.4.1 Macroscopia

Observou-se, no momento da afericdo da medida da resisténcia intestinal a
insuflacdo de ar, que a regido anastomotica foi envolvida por aderéncias (Figura
9). A presencga de sinal de fistula ou abscesso na anastomose foi motivo de

exclusdo do animal (Coelho 8, Grupo 5) do estudo (Figura 10).

8.4.2 Microscopia (Epitelizacdo de mucosa)

Pode-se observar em todas as laminas restos alimentares, células gigantes
multinucleadas, fio de sutura, reacdo inflamatdéria, ulcera mucosa ( area da linha
de anastomose, ndo epitelizada e recoberta por fibrina), areas de necrose, tecido
de granulacéo e reacdo granulomatosa de corpo estranho’.

A comparacdo da intensidade da epitelizacdo da mucosa ndo revelou
diferenca entre os grupos (Tabelas 4 e A2, A3, A4, A5 e A6 dos Anexos).
Predominou pouca intensidade de epitelizacdo de mucosa em todos 0s grupos,
exceto no Grupo 3, que apresentou distribuicdo similar entre ausente e pequena e

moderada e grande.



10 1443

Figura 9 — Aderéncias (seta) entre o ceco (estrela), a anastomose e algas de
intestino delgado, Coelho 4, Grupo 3.

5. g’ _
L SN

Figura 10 - Fistula anastomotica de colon (seta), Coelho 8, Grupo 5.
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Tabela 4 - Numero de coelhos por grupo que apresentou epitelizagdo da mucosa,

de acordo com sua intensidade.

Ausente + Pequeno Moderada + Grande

GRUPO p
N N
1 5 2 1,0
2 6 1 1,0
3 3 4 0,26
4 5 2 0,52
5 6 1

p — nivel de significancia

Grupo 1 - suplementacdo com glutamina no pré e pos-operatorio.
Grupo 2 - suplementacao com glicina no pré e pos-operatorio.
Grupo 3 - suplementacdo com glutamina no pés-operatério.
Grupo 4 - suplementac¢do com glicina no pos-operatorio.

Grupo 5 — controle.

8.5  Tecido conjuntivo de reparacéo (Fibroplasia)

A intensidade da fibroplasia nédo foi diferente entre os grupos, ainda que o
Grupo 3 (glutamina poés-operatoério) tenha mostrado tendéncia de predominio de
fibroplasia de intensidade moderada e grande (Tabela 5 e A2, A3, A4, A5 e A6
dos Anexos).

Na cicatrizacdo anastomoética, a camada muscular estava interrompida,
devido a seccado cirdrgica (Figura 11). Na regido da anastomose intestinal,

encontrou-se infiltrado inflamatoério, predominantemente de polimorfonucleares,
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neoformacédo vascular e reacdo granulomatosa do tipo corpo estranho ao fio de

seda, com presenca de células gigantes em alguns casos (Figura 12). Havia

tecido de granulacao (células inflamatérias, neoformacéo vascular e fibroblastica)

em toda a espessura da parede e participando da cicatrizacao.

Tabela 5: Caracterizacdo da fibroplasia, em ausente, pequena, moderada e

grande intensidade. Comparacao entre os grupos de coelhos.

Ausente + pequeno  Moderada + grande p
GRUPO N N
Grupol 5 2 0,28
Grupo2 1 6 1,0
Grupo3 0 7 0,46
Grupo4 4 3 0,59
Grupo5 2 5

p - nivel de significancia

Grupo 1 - suplementagdo com glutamina no pré e pds-operatorio.

Grupo 2 - suplementacdo com glicina no pré e pés-operatorio.

Grupo 3 - suplementacdo com glutamina no pas-operatério.

Grupo 4 - suplementag¢do com glicina no pos-operatorio.

Grupo 5 — controle.
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Figura 11 - Corte histologico mostra limites da area em cicatrizagéo,
interrupcdo da camada muscular (setas pretas) e fio de seda (seta
amarela). HE — 50X.

Figura 12 - Células gigantes multinucleadas, tipo corpo estranho, na
area de cicatrizacdo. HE — 400X.
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8.6 Medida da area de cicatriz

A comparacado dos valores da média com seu desvio-padrdo relativo a area de
cicatrizacdo nédo apresentou diferenca entre os grupos estudados (Tabelas 6 e
A2, A3, A4, A5 e A6 dos Anexos).

Tabela 6 - Apresentacdo da média e desvio padrdo da média (DPM) da area de

cicatriz em milimetros, entre os grupos de coelhos.

Grupo Média DPM
1 38,3 23,4
2 449 41,3
3 15,5 9,6
4 32,4 22,3
5 23,5 12,6

Kruskal-Wallis, p = 0,165
Grupo 1 - suplementacdo com glutamina no pré e pés-operatorio.

Grupo 2 - suplementacao com glicina no pré e pés-operatorio.
Grupo 3 - suplementacao com glutamina no pés-operatorio.
Grupo 4 - suplementacao com glicina no pés-operatério.

Grupo 5 — controle.



41

7. DISCUSSAO

A escolha do coelho como animal de experimentag&o para este trabalho foi
feita em fungéo da semelhanga anatdémica de seu intestino grosso com o humano,

além de ser um animal de facil manuseio®®">"®

, € que aceita sem agressividade
0s cuidados pré-operatoérios e pés-operatorios.

A glicina é um aminoacido de estrutura molecular simples, cuja dose
recomendada pode variar entre 50 mg e 500 mg de aminoacido por quilograma de
peso corporal ao dia*>®. Neste trabalho optou-se pela dose de 500 mg por
quilograma de peso corporal pois, foi a dose usada em estudo anterior® e caso
nao fosse encontrado efeito algum, esse fato ndo poderia ser atribuido a
guantidade insuficiente de aminoacido.

A glicina tem sido utilizada como controle de outros aminoacidos em
estudos experimentais. No entanto, algumas de suas propriedades
imunomoduladoras e antiinflamatérias ja foram estudadas #*’""®. Acredita-se
gue sob demanda aumentada, como no pds-trauma, altas doses de glicina teriam

efeito farmacolégico *>°7°.

Logo, a glicina ndo deve ser considerada um
aminoacido sem efeito biolégico e ndo deve ser usada como controle de outro
aminoacido®. No estudo de Costa e cols, 2003, a glicina néo teve efeito benéfico
na cicatrizacdo da anastomose intestinal, ao contrario da glutamina, que melhorou
a cicatrizagdo. Nao encontramos na literatura estudo que mostrasse impacto
positivo da glicina na cicatrizag&o intestinal.

Ao realizar um estudo duplo desconhecido, teve-se a intengcéo de minimizar

possiveis tendéncias ou interferéncias e permitir uma coleta de dados sem prever
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resultados, ja que a glutamina € considerada um aminoacido com multiplas
funcoes.
A glutamina, quando utilizada em doentes graves, diminui o risco de

complicacfes infecciosas, como pneumonia, abscesso intra-abdominal, infeccao

44,46,51

da parede abdominal, infeccdo do trato urinario O suporte nutricional

perioperatério reduz a morbidade e o tempo de permanéncia hospitalar®®®t. A
alimentacéo enteral reduz a incidéncia de complica¢cGes infecciosas. Ha indicios
também de que imunonutrientes podem produzir imunoestimulagcdo no paciente
submetido a grandes operacdes °'. No entanto, esse beneficio da glutamina néo
foi observado por Schulman e cols (2005)*.

46,51,52

A melhor dose de glutamina ndo é bem definida , variando de 170 mg

a 1000 mg por quilograma de peso corporal ao dia. No entanto, parece que a
dose de 500 mg por quilograma de peso ao dia é segura® e eficaz, motivo pelo
qual optou-se por essa dose no presente estudo,., Com essa dose, ndo se
observou efeito adverso em ratos, de acordo com Costa e cols (2003). O numero
de dias em que se deve oferecer a suplementacéo nutricional varia amplamente

8,9,46,52

na literatura Optou-se por utilizar, a semelhanca de trés estudos

experimentais prévios, a suplementacdo nutricional durante sete dias que

antecedem & operacé&o e os primeiros cinco dias pés-operatérios®®*°.

O preparo mecanico do intestino néo foi realizado pelos autores, ja que ha

evidéncias na literatura, que mostram ser 0 preparo mecanico intestinal ineficaz

em relacdo aos indices de complicacdes da anastomose 882

Ao contrario de outros trabalhos em que somente colotomia foi realizada

I 8,9,10

para avaliar o efeito da glicina e da glutamina na cicatrizac&o intestina , heste

estudo efetuou-se colectomia, que € um procedimento mais demorado, provoca
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repercussfes sistémicas maiores pela extensdo do trauma. Escolheu-se a
anastomose com fio de seda e fechamento em plano seromuscular com pontos
separados, por ser essa a maneira como o0 autor realiza a anastomose colbnica
na pratica cirurgica.

A cicatrizacdo anastomotica € influenciada pelo grau de resposta
inflamatoria primaria, pelo grau de maturacao do colageno e grau de epitelizacao
mucosa %%, A diminuicdo do edema anastomético, o aumento do depdsito de
fibroblastos e o aumento da sintese de colageno caracterizam a fase de

58,59,68

fibroplasia , que é a etapa de cicatrizacdo de interesse neste estudo. A

coloracdo com hematoxilina e eosina foi também usada em estudos

anterior.esl4,15,17,22,57,58,59,63,76

, para determinacdo de fibroplasia, epitelizacdo e
determinacado do tamanho da area de cicatriz.

Demetriades e cols'® (1999) observaram maior quantidade de vasos
sanguineos novos e maior atividade fibroblastica em ratos que receberam
glutamina durante cinco dias ap6s colotomia. McCauley e cols® (1991) mostraram
que o peso da mucosa colénica, comparando ratos mal-nutridos que receberam
nutricdo parenteral suplementar com glutamina, foi semelhante ao grupo de ratos
com suplementacdo sem glutamina.

Costa e cols (2003), usando coloracdo hematoxilina e eosina, observaram
maior concentracdo de mondcitos na area de anastomose no grupo de ratos que
recebeu glicina como suplemento alimentar. Com a coloracdo Sirius red,
observou-se maior concentracdo de colageno maduro no grupo de ratos que
recebeu suplementacéo enteral suplementar com glutamina. No presente estudo,

a epitelizacdo mucosa, a area de cicatrizacéo e a fibroplasia ndo foram diferentes

Nnos grupos que receberam suplementacdo com glicina ou glutamina.
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Apesar de os autores terem utilizado a coloracdo Sirius red em uma lamina
para cada animal, ndo houve acesso ao método apropriado para avaliacdo das
laminas por meio de monitor de imagem que avaliasse quantitativamente as fibras
de colageno. Ja existem pesquisadores no laboratério de Anatomia Patoldgica
empenhados na aplicacdo do método com Sirius red, e em breve o material deste
experimento podera ser avaliado por essa técnica.

Para analisar a variavel continua, pressao de ruptura, foram estudados os
cinco grupos de coelhos. A comparacéo pelo teste ANOVA avaliaria em conjunto
todos os cinco grupos e um valor de p < 0,05 indicaria que existe diferenca entre
si, mas nao revelaria quais médias eram diferentes. Outra opcéo teria sido utilizar
0 grupo-controle como padréo e fazer a comparagdo dos outros quatro grupos
com ele. Entretanto, essa comparacao multipla poderia interferir nos pressupostos
de independéncia entre os testes, além de alterar o erro tipo | (valor p ou erro
alfa).

Neste trabalho, quatro comparacgfes resultariam na probabilidade de que
nenhum dos testes isoladamente apresenta significancia (p = 0,814). Uma forma
de corrigir essa distor¢cdo seria utilizar o método de Bonferroni, que consiste em
dividir o valor de significancia usual (0,05) pelo nimero de comparacdes, que,
neste caso, resultaria em p = 0,0125. No entanto, a diferenca sO seria
considerada como significativa se o valor de p fosse menor que 0,0125. Outra
opcao seria utilizar testes desenvolvidos especialmente para a comparacao de
varios grupos, como o Student-Newman-Keuls. Esse teste mantém o valor do erro
tipo | em 5% e apresenta “grupos” de meédias que nao diferem entre si. Portanto
além de apresentar quais variaveis diferem do controle, esse teste revela quais

diferem entre si, em todos grupos’”.
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A resisténcia mecanica da anastomose tem sido determinada basicamente
por dois métodos. O primeiro é a medida de resisténcia a ruptura longitudinal, em
que a forca de ruptura a tracdo permite analisar a resisténcia de uma
anastomose, quando é submetida a forca variavel em sentido axial, perpendicular
em relacdo a linha de sutura. Aléem de esse método ter sido sujeito a critica por
ser dificil aplicar forca uniforme em toda a circunferéncia intestinal*?>, ha
desvantagens pela existéncia de forcas de atrito, que surgem com o deslizamento
dos componentes mecanicos, que podem ser somadas ou subtraidas do valor
medido®®. H4 também a influéncia da contratura da peca examinada, que ndo tem
propriedade mecanica homogénea, devido aos varios componentes do tecido
examinado. Outro incoveniente desse meétodo é ndo simular adequadamente uma
situacao real “in vivo”, pois ndo ha condicdo que provoque tracdo longitudinal de
anastomose®,

O segundo método avalia a resisténcia da anastomose por aumento da

pressao intraluminar. A pressao de ruptura a distensédo é um teste de resisténcia a

14,15,18,20,63 10,64,65

instilacdo de gas ou liquido , em uma alca intestinal ocluida e
insuflada até romper a anastomose ou a parede do intestino adjacente a ela. A
pressdo de ruptura determina a integridade e a resisténcia da anastomose em
relacdo ao restante da parede do 6rgéo. Optou-se, neste trabalho, por utilizar a
medida de pressao de insuflacdo de ar, por reproduzir uma situacao clinica mais
real, pois a distensdo das anastomoses ocorre por dilatacdo luminar do intestino e
nao por sua tracdo longitudinal. Variaveis, como a extensdo dos segmentos
intestinais, o diametro do segmento intestinal, o dia pds-operatério em que 0s

segmentos foram estudados e a velocidade de infusdo do liquido interferem no

resultado desse exame. Nesse sentido, teve-se o cuidado de homogeneizar todos
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0s parametros estudados, tanto com relacdo aos animais, quanto a operacao e
caracteristicas do segmento de célon %,

O valor da presséao de ruptura tem sido mensurado com o intestino fora do
abdome do animal 4151718202183 Entretanto, neste trabalho, preferiu-se avaliar a
resisténcia ténsil colonica dentro do abdome, néo se retirando as fezes do limen
intestinal e ndo manipulando as aderéncias. E possivel que as aderéncias
contribuam para aumentar a resisténcia ténsil do intestino, proporcionando
vedacéao de falhas na anastomose, além de aumentar a capacidade de drenagem
linfatica®. Essas aderéncias podem funcionar como protetores do tamponamento
mecanico em eventuais areas de vazamento da anastomose®. O método de
avaliacao do intestino dentro do abdome, sem manipulacédo das aderéncias, ja foi
estudado previamente °*®°. Deve-se ressaltar que as aderéncias sdo encontradas
ao redor de todas as anastomoses. Assim sendo, os valores de resisténcia
encontrados séo dignos de serem considerados como reais em situacdes clinicas.

Trés estudos utilizaram suplementacdo alimentar com glutamina e
avaliaram a resisténcia da anastomose. McCauley e cols, 1991, mediram a
insuflacdo de solucéo salina para avaliar a pressédo de ruptura dentro do abdome
do animal. Esses autores observaram que a glutamina ndo melhorou a
cicatrizacdo da anastomose col6nica’. Em outro trabalho, Demetriades e cols,
1999, utilizaram a pressdo de ruptura com infusdo salina e encontraram valores
de press&o de ruptura maiores no grupo que recebeu glutamina enteral *°. No
terceiro estudo, Costa e cols, 2003, por meio da tensdo de ruptura, verificaram
que a glutamina melhorou a cicatrizagao intestinal.

Na presente pesquisa, realizou-se um estudo duplo desconhecido, com

uma operacdo de maior porte que os trabalhos anteriores (colectomia parcial)
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mediante pressao de ruptura com insuflacdo de ar, dentro do abdome. O grupo
que recebeu suplementacdo nutricional com glicina por via oral teve maiores
valores de pressao de ruptura, portanto esse aminoacido aumentou a resisténcia
ténsil da anastomose intestinal. E possivel que a glicina tenha melhorado a
microcirculacdo na anastomose ou modulado a inflamacao local nos dias iniciais
apos o trauma, reduzindo a intensidade da colagendlise nas fases iniciais de
reparacao dos tecidos e de fibroplasia.

Ao término deste experimento, constatou-se que a suplementacéo
nutricional pode ser util no pdés-operatério. Para prosseguir nesta linha de
pesquisa, deve-se ponderar sobre o controle da infusdo de ar ou agua, nos
métodos de pressdo de ruptura. Outra alternativa de controlar essa pressao
poderia empregar bombas de infusdo como, as utilizadas para injecdo continua
de liquidos intravenosos. As doses de nutrientes que nao tiverem efeito
comprovado, como foi o caso da glutamina, podem ser eventualmente
aumentadas.

O numero de dias para a administracdo do nutriente também pode ser
reavaliados, utilizando, por exemplo, a glicina no pré-operatorio em periodo mais
curto, para avaliar-se um possivel beneficio com menor nimero de dias de
suplementacao nutricional no pré-operatorio. Existe a expectativa de que o
suporte nutricional seja considerado no manejo dos pacientes cirargicos, para

diminuir os indices de complicacdes pds-operatdrias e cicatriciais.



48

8. CONCLUSOES

A glicina administrada no periodo perioperatério, aumenta a resisténcia
anastomotica do colon, sem mudancas em seu aspecto morfolégico macro ou
microscépico. Em presenca de glutamina, ndo foram detectadas alteracfes

morfoldgicas ou de resisténcia anastomaética coldnica.
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12.  ANEXOS

Tabela Al - Racgao para coelho, componentes por quilograma do produto.

Componentes Quantidade
Carbonato de calcio N&o mencionado
Farelo de soja N&o mencionado
Farelo de trigo N&o mencionado
Milho integral moido N&o mencionado
Cloreto de sédio N&o mencionado
Feno de Coast Cross N&o mencionado
Melaco N&o mencionado
Acido Pantoténico 1,27 mg
Cobre 2,75 mg
Ferro 28 mg
Selénio 0,06 mg
Vitamina B12 1 mg
Vitamina E 5mg
Vitamina P 2,96 mg
Cobalto 0,04 mg
lodo 0,52 mg
Manganés 28,5 mg
Vitamina A 3.750 UI
Vitamina D3 700 UI
Vitamina K 0,25 mg
Zinco 27,3 mg

N&o contém glicina.

N&ao contém glutamina.
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Tabela A2: Medida da pressdo de ruptura, epitelizacdo da mucosa, intensidade

de fibroplasia e dimensdes da area (Comprimento X Largura) de cicatriz dos

coelhos do Grupo 1 (glutamina no pré e pés-operatorio).

Presséo de Tecido de Cicatriz:
Epitelizacdo da ~  Comprimento X
Coelho ruptura regeneracao .
(mmHg) mucosa (fibroplasia) Largura - (éarea
em mm®)
Coelho 1 130 Pequena Moderada 11 X 1,2 (13,2)
Coelho 2 175 Moderada Moderada 16 X 2 (32)
Coelho 3 130 Pequena Moderada 4 X5,5(22)
Coelho 4 130 Pequena Moderada 15 X 5 (75)
Coelho 5 230 Pequena Moderada 7 X 3(21)
Coelho 6 190 Pequena Pequena 10 X 4 (40)
Coelho 7 145 Moderada Moderada 13 X 5 (65)

Tabela A3 - Medida da pressao de ruptura, epitelizacdo da mucosa, intensidade
de fibroplasia e dimensdes da area (Comprimento X Largura) de cicatriz dos

coelhos do Grupo 2 (glicina no pré e pos-operatorio).

~ : Cicatriz:
Presséao de e a Tecido de .
Coelho ruptura Epitelizacéo da regeneracio Comprimento X
(mmHg) mucosa (fibroplasia) Largura - (area
em mm?
Coelho 1 > 300 Pequena Grande 20 X 6 (120)
Coelho 2 175 Moderada Pequena 5,5 X 3,1(16,5)
Coelho 3 230 Pequena Grande 18 X 4,8 (86,4)
Coelho 4 250 Pequena Pequena 9,5 X3,3(31,3)
Coelho 5 150 Pequena Moderada 9X2(18)
Coelho 6 190 Moderada Pequena 7 X 2,9(20,3)
Coelho 7 235 Pequena Moderada 5X4,2(21)
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Tabela A4 - Medida de pressao de ruptura, epitelizacdo da mucosa, intensidade
de fibroplasia e dimensfes da area (Comprimento X Largura) de cicatriz dos

coelhos do Grupo 3 (glutamina no pés-operatoério).

~ . Cicatriz:
Presséo de e Tecido de |
Epitelizacdo da ~ Comprimento X
Coelho ruptura regeneracao .
(mmHg) mucosa (fibroplasia) Largura - (area
em mm?)
Coelho 1 50 Grande Pequena 2X1(2)
Coelho 2 35 Moderada Pequena 3X3(9
Coelho 3 170 Pequena Pequena 5X5(25)
Coelho 4 150 Pequena Moderada 4 X 4,4(17,6)
Coelho 5 150 Moderada Grande 5X 3,7 (18,5)
Coelho 6 160 Moderada Grande 6,5 X 4,4 (28,6)
Coelho 7 180 Pequena Grande 4 X2 (8)

Tabela A5 - Medida da pressao de ruptura, epitelizacdo da mucosa, intensidade
de fibroplasia e dimensdes da area (Comprimento X Largura) de cicatriz dos

coelhos do Grupo 4 (glicina no pos-operatorio).

Presséo Tecido de Cicatriz:
Epitelizacdo da ~ Comprimento X
Coelho de ruptura regeneracao .
mucosa . . Largura - (area em

(mmHg) (fibroplasia) mm?)
Coelho 1 190 Pequena Grande 17 X 4 (68)
Coelho 2 260 Pequena Pequena 10 X 4,5 (45)
Coelho 3 130 Pequena Peguena 5X2(10)
Coelho 4 240 Pequena Moderada 7 X1,5(10,5)
Coelho 5 260 Moderada Grande 11 X 4,6 (50,6)
Coelho 6 185 Moderada Pequena 6 X 3,4 (204)

Coelho 7 180 Pequena Pequena 6 X 3,18 (22,8)
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Tabela A6 - Medida de pressao de ruptura, epitelizacdo da mucosa, intensidade
de fibroplasia e dimensdes da area (Comprimento X Largura) de cicatriz dos

coelhos do Grupo 5 (controle).

Coelho Presséo de Epitelizacao Tecido de Cicatriz:
ruptura(mmHg) da mucosa regeneracao Comprimento X
(fibroplasia) Largura -
(4rea em mm?)
Coelho 1 70 Pequena Moderada 8 X4(32)
Coelho 2 190 Pequena Moderada 11 X 3,5 (38,5)
Coelho 3 30 Moderada Pequena 45X 2(9)
Coelho 4 30 Pequena Pequena 6 X 2,5 (15)
Coelho 5 205 Pequena Moderada 11 X 4,6 (506)
Coelho 6 185 Pequena Pequena 6 X 3,4 (20,4)
Coelho 7 190 Pequena Pequena 6 X 3,8 (20,4)

Tabela A7 - Peso corporal (g) e concentracdo de albumina sérica (g/dl), dos
coelhos do Grupo 1 (glutamina pré e pds-operatorio) no dia da operagdo e no

sexto dia pos-operatorio.

Coelho Peso Albumina
Pré-operatério  Pd6s-operatorio Pré-operatério Pés-operatoério
1 2.540 2.325 3,4 2,7
2 2.450 2170 3,1 2,7
3 2.630 2255 3,4 3,0
4 2.380 2070 3,3 2,6
5 2.725 2415 4,3 2,7
6 2.570 2400 3,2 2,4
7 2.410 2120 3,0 2,7
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Tabela A8 - Peso corporal (g) e concentracdo da albumina sérica (g/dl), dos
coelhos do Grupo 2 ( glicina pré e pos-operatorio) no dia da operagado e no sexto

dia pés-operatdrio.

Coelho Peso Albumina
Pré-operatério  Pé6s-operatorio Pré-operatério Pds-operatoério
1 2.420 2.270 3,3 2,5
2 2.890 2.770 3,7 Hemolise
3 2.420 2.250 3,3 Hemolise
4 2.230 1.940 3,3 2,4
5 2.850 2.570 3.1 2,8
6 2.590 2.345 3,2 2,7
7 2.680 2.530 3,5 2,7

Tabela A9 - Peso corporal (g) e concentracdo da albumina sérica (g/dl), dos
coelhos do Grupo 3 (glutamina pés-operatorio), no dia da operacdo e no sexto dia

pdos-operatorio

Coelho Peso Albumina
Pré-operatério  Pds-operatério Pré-operatério Pd6s-operatério
1 2.555 2.430 3,4 2,9
2 2.310 2.040 4,1 2,5
3 2.150 1.840 3,1 2,9
4 2.080 2.060 2,9 2,6
5 2.170 2.070 3,0 2,6
6 2.490 2.320 3,3 2,4
7 2.330 2.160 3,7 2,7
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Tabela A10 - Peso corporal (g) e concentracdo da albumina sérica (g/dl), dos
coelhos do Grupo 4 (glicina pGs-operatoério), no dia da operacdo e no sexto dia

pds-operatorio.

Coelho Peso Albumina
Pré-operatério  Pé6s-operatorio Pré-operatério Pds-operatoério
1 2.190 1.890 3,2 3,0
2 2.650 2.310 3,0 2,7
3 2.110 1.900 2,5 2,5
4 2.390 2.120 3,0 3,0
5 2.290 2.200 3,6 2,6
6 2.530 2.270 3,1 2,6
7 2.380 2.110 3,0 2,8

Tabela A1l - Peso corporal (g) e concentracdo albumina sérica (g/dl), dos

coelhos do Grupo 5 (controle), no dia da operacéo e no sexto dia pos-operatorio.

Coelho Peso Albumina
Pré-operatério  Pds-operatério Pré-operatério Pd6s-operatério
1 2.210 1.950 3,1 2,9
2 2.290 2.090 3,1 2,9
3 2.520 2.225 3,3 3,1
4 2.390 2.260 3,4 2,7
5 2.170 1.960 3,0 2,9
6 2.350 2.180 3,2 2,8
7 2.280 2.040 3,4 2,7
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Figura Al:Fotomicrografia mostra corte histologico de colon integro. Tricromio de

Masson —50X.

Figura A2: Fotomicrografia mostra corte histol6gico de colon integro. Sirius red —

50X.



