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EPIGRAFE

“Uma droga € uma substancia
gue quando injetada em um rato,
produz um trabalho cientifico”.

Autor andénimo, ifCorman: Colon & Rectal Surgery

... Valeu a pena? Tudo vale a pena
Se a alma néo é pequena.

Quem quer passar além do Bojador
Tem que passar além da dor.

Deus ao mar o perigo e o abismo deu,
Mas nele € que espelhou o céu.

Fernando Pessoa, Miensagem
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RESUMO

A cicatrizacdo das anastomoses do tubo digestefendede variaveis,
como técnica cirurgica, fatores locais e sistémicosdicdes gerais do paciente e uso de
agentes farmacologicos, com consequente variacadregg@iéncia de deiscéncia das
anastomoses. Drogas antiinflamatérias podem pigudi cicatrizacdo das anastomoses,
interferindo na etapa inflamatéria da cicatrizag@mbjetivo deste estudo experimental foi
avaliar os possiveisfeitos do infliximabe, um anticorpo monoclonal rgérico, humano-
murino, com acgao anti-TNé&; no processo de cicatrizacdo de anastomoses catdoam
ratos. Foram utilizados 60 ratdRattus norvergicus)istribuidos aleatoriamente em dois
grupos de 30 cada. Ambos o0s grupos foram posteziteanrandomizados em trés
subgrupos de dez animais, de acordo com o dia pérstdrio (DPO) de eutanésia (3°, 7°
ou 14°). No grupo de estudo (E), foi administradftiximabe na dose de 5 mg/kg, via
subcutanea, 48 horas antes da operacao e no grapole (C) foi administrado solucéao de
NaCl a 0,9%, volume equivalente. ApGs laparotosaanimais de ambos os grupos foram
submetidos a secc¢do do colon e imediata anastot@wa@o-terminal. Os animais foram
reoperados no 3°, 7° e 14° DPO. Realizado ressele;@ion segmento colonico decth,
contendo a anastomose e dividido longitudinalmese dois segmentos semelhantes. Um
dos segmentos foi ao acaso designado para tesesid&encia ténsil e outro para estudo
histoldgico e de deposicdo do colageno, apos psaoento e coloracdo com hematoxilina-
eosina, tricromico de MassonRicro-Sirius. A deposi¢cdo do colageno foi avaliada por
digitalizacdo de imagens e calculada atravésafisvarelmage J. Foi coletado sangue, por
puncédo, da veia cava inferior para quantificacaoltié--o sérico, pelo métod&LISA,
utilizando-se um kit especifico para ratos. A comiagdo tecidual do TNE-foi avaliada
por imunohistoquimica. Os animais que receberamflximabe perderam peso nas 48
horas entre a administracdo da droga e a operagdoanto que no grupo controle os
animais ganharam peso no mesmo periodo. Houvedliéss no grupo estudo e um no
grupo controle, sem que esta diferenca tenha gigndia estatistica e que se possa
relacionar com o uso do infliximabe. Todos os amm@de ambos 0s grupos perderam peso
no pos-operatério, porém observou-se que no 14° DPQatos recuperaram 0O peso
perdido. A resisténcia ténsil das anastomoses &omestatisticamente significante, no
grupo estudo, no 14° DPO, enquanto ndo houve dgasesignificantes no 3° e 7° dias. Nao
houve diferencas estatisticamente significativaseeos grupos na avaliacdo histolégica
bem como na histomorfométrica. Na avaliagdo do ®N&érico por ELISA houve
diferenca estatisticamente significante entre bgisyos C3 e E3 (3° DPO) e entre o grupo
de referéncia e C3. N&o houve diferenca no "BNRecidual avaliado por
imunohistoquimica. O TGB-tecidual foi maior no subgrupo E14 quando cong@@m
0 subgrupo C14 (14° DPO). O estudo sugere que anesthacdo subcutanea do
infliximabe foi efetiva, exequivel e segura. Nasaigdes que foi realizado este estudo o
infliximabe interferiu na fase inflamatéria caraczando-se por reducdo na concentracéo
de colageno e melhorou a resisténcia ténsil dastamoses na fase de remodelacéo.
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ABSTRACT

It has been well established that several factffiectahealing of colonic
anastomosis, resulting in the rise of morbidity amartality rate. Drugs such steroids and
anti-inflammatory non-steroids impair anastomotgaling, by affecting the inflammatory
step. The aim of this experimental study was toluata the effects of infliximab, the
mouse/human IgG1 chimeric anti-TNFmonoclonal antibody, on the healing process of
colonic anastomosis in rats. Sixty male Wistar vetse used, and were randomized in two
groups of 30 each. Both groups were further randedin to three sub-groups, each of ten
animals, according with the post-operative dayaafrifice (third, seventh and fourteenth).
The study group was subjected to infliximab suboetaisly administered at a dose of 5
mg/kg of body weight and the control group was satgd to 0.9% sodium chloride (NaCl)
solution subcutaneously administered at volumevedemt dose to infliximab, 48 hours
prior to surgery. Both groups underwent to colaection followed by an immediate end-
to-end anastomosis. Lots of five animals were dille each session on post-operative days
3, 7 and 14. A colonic segment of 4 cm containimg anastomosis in its mid portion was
resected, and divided longitudinally in two. Onetbése segments were stained with
hematoxilin-eosin, Masson’s tricromic and picrassri red and examined by light
microscopy. Deposition of collagen was evaluatediniage digitalization and calculated
by specific software (Image J). In the other segnwérthe colon, anastomotic breaking
strengths were assessed using a tensiometer. Baogbles were collected from the
inferior vena cava and underwent an enzyme-linkathunosorbent assay (ELISA) for
guantitative detection of rat TNd- Imunohistochemistry techniques were used fouéss
evaluation of TNFe and TGFB. There were 3 deaths in the infliximab group and m
the saline group and there was no statistical ogmice in this difference and we cannot
state the deaths as related to infliximab. All amsnthat received infliximab lost weight
prior to operation while all whom received salimdusion gained weight in the same period
of time. Animals of both groups lost weight in pogterative period but by the fourteenth
post-operative day there were a tendency to rectwerlost weight. The anastomosis
breaking strength was significantly higher in th#liximab group by the fourteenth post-
operative day while there were no differences bysdaand 7. There were no significantly
differences between the groups in the histology modpohometric evaluation. There were
statistic significant difference between infliximahd control groups on post-operative day
3 and reference group and control group on postabipe day 3, when serum TNFwas
measured by ELISA. There were no significantlyefiéinces in tissue TNé&-evaluation by
imunohistochemistry. TGB- concentrations were higher in infliximab group paost-
operative day 14 as compared with controls. Thiglystsuggests that the subcutaneous
administration of the infliximab was effective, $élsle and safe. In the conditions this
research was done, the infliximab interfered in thBammatory step of anastomotic
healing characterized by reduction on collagen eotration and improvement in
anastomotic breaking strengths in collagen remodediep.
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1- INTRODUCAO

A realizacédo de anastomosesaparelho digestivo € utilizada no
tratamento de diversas doencas ha mais de um séilcomplicacdes das
anastomoses colonicas sao potencialmente devaasadmm altas taxas de
morbidade e mortalidade, apesar dos avancos tegoosdnos ultimos 50
anos. Nas anastomoses colorretais, particularmemeprréncia de deiscéncia
e vazamento, que pode variar de 3 a até 38&b,maior gravidade pelo risco
de ocasionar peritonites fecais (SCHIEDEEKal, 2000; TOCCHlet al,
2000; NESBAKKENEt al, 2001; REGADAS:t al, 2005; FERREIRAet al,
2006; KONSTANTINIDIS et al, 2006; PLATELL et al, 2006; PARRA-
MEMBRIVES et al, 2007; ORTIZet al, 2007).

A cicatrizacdo das anastomoses do tubo digestamendede
variaveis, como técnica cirargica, infeccdo, fatoldecais e sistémicos,
condicbes gerais do paciente e uso de agentes daldgacos, com
consequente variacdo na frequéncia da deiscéncg atestomoses
(HAWLEY, 1973; IRVIN & HUNT, 1974; CARRICOet al, 1984;
OLIVEIRA, 1989; SOUSA, 1991; SOUSA, 1994; ALMEIDAZ006;
FERREIRA et al, 2006; PLATELLet al, 2006; KOSTANTINIDIS et al,
2006; PARRA-MEMBRIVESet al, 2007).

Pela acdo de varios fatores sintetizados por maEgoéf
plaguetas, células endoteliais e linfocitos T, ec&e do colon seguida de
anastomose, desencadeia uma sequéncia organizamapéexa de eventos
celulares e bioquimicos que resultam na reparagdeaido (CLARK, 1996;
STEED, 1997).



Os principais eventos biolégicos da cicatrizacdodepn
didaticamente, ser divididos em trés fases digjmarém, complexas e que se
sobrepde uma a outra. S&o a inflamacéo, a fibritdasu proliferativa, e
remodelagem do colageno (STEED, 1997; CLARKL, 2000; HOERet al,
2002).

O termo inflamacéo provem do latienfflamare que significa
“atear fogo”. A origem da palavra provém de um silokhieroglifico de um
papiro egipcio datado de 1500 a.C., representadausmobraseiro, que foi
traduzido como inflamacéo (SIQUEIRA JR. & DANTAS)M).

Inflamacao pode ser definida como reagdo da micoulacdo
induzida por lesdo aos tecidos, com a consequergeinmantacao de
elementos intravasculares, como fluidos, célulaso&culas, para o espaco
extra vascular. A agressdo tecidual estimula ardig@#® de substancias
guimicas no local afetado, denominadas de mediadap@micos da
inflamacé&o que podem ter origem plasmatica ou teti(SIQUEIRA JR. &
DANTAS, 2000).

A inflamacdo normal € um processo intrinseco datGaacao
tecidual, dai a maxim&eminflamacéo nao havera cicatrizacd€ARRICO
et al, 1984).

Segue-se de imediato a resposta inflamatéria noaxplessa
pelo aumento da permeabilidade capilar, aumentmdosoéfilos periféricos,
migracdo de monaocitos, transformacdo em macrofagiagocitose
(LEIBOVICH & ROSS, 1976), liberacdo local de citogs, como as
interleucinas 1 e 6 (ll-1 e 1I-6), o fator de nesgdumorak (TNF-o) e fatores
de crescimenta-plaquetarios, como o fator de crescimento transhotep
(TGF), de enzimas, de mediadores quimicos, como aosémate sintese do
colageno (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000).



O TGF$ é uma proteina que atua na cicatrizacao estimolland
angiogénese e esta relacionada ao desenvolvimentibitbse na cicatriz
(SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000).

Drogas com atividade antiinflamatoria, como osicosteroides
e antiinflamatérios n&o esterdides, tém despertadointeresse de
pesquisadores, devido a seu potencial de intederé&m processo cicatricial
(SOUSA, 1989; EUBANKSet al, 1997; SIRIMARCO, 2000; GOGIA 2003;
MANTZOROSet al., 2004, 2006).

Na fase proliferativa os fibroblastos e as cél@adoteliais tém
um papel relevante, migrando dos tecidos circunjasee de vénulas intactas
proximas a anastomose. Com a ativacdo de macr¢fadms células
endoteliais, e a expressdo do fator de crescimdat@endotélio vascular
(VEGF), formam-se novos capilares pelo processangggénese, iniciando-
se a formacao de tecido de granulacdo. Os fibrmislagesenvolvem grande
capacidade sintetizadora de colageno, proteinatitdive das fibras do
tecido conjuntivo dos metazoarios em geral. Esteldeconjuntivo frouxo é
rico em capilares, leucocitos e em matriz extrdaeliormada por fibras finas
de colageno (tipo lll) e proteinas estruturais fiiwsas como o &cido
hialurénico, as glicosaminoglicanas e as proteaghs (REGANet al, 1993;
SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000; REYS, 2004).

Durante a fase proliferativa, o colageno da feedaubmetido
tanto a colagendlise quanto a sintese, com predmcign da Ultima na
cicatrizacdo normal (JIBORMNet al., 1980). A quantidade de colageno
aumenta a partir do terceiro dia na evolucédo datrzacéo e, em cerca de 14
dias, suas fibras passam a predominar na matracektlar. O colageno tipo |
predomina em relacdo ao colageno tipo Ill e a makei colageno vai sendo

remodelada, por meio de aumento e estabilizacdoswues ligacdes



transversais, tornando-se dessa forma mais rasis@oalquer alteracdo em
uma fase pode resultar no retardo ou falha darizagfo da anastomose
(SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000; REYS, 2004).

O colageno, glicoproteina composta por trés cadeias
polipeptidicas em conformacdo de tripla hélice, @nsttuido pelos
aminoacidos glicina, alanina, lisina, prolina, biilisina e hidroxiprolina. A
enzima prolil-hidroxilase transforma a prolina eidrbxiprolina, que passa a
ser um aminoacido exclusivo do colageno e ¢é indsieel para a
estabilidade da tripla hélice de proteina (PROCKORVIRIKKO, 1995). A
concentracao da hidroxiprolina no tecido cicattig@ssibilita estimar o
contelido de colageno na area da anastomose.

Em condi¢bes normais, na auséncia de infeccdo ayudiguer
outro fator prejudicial, a cicatrizacdo de anaste@socolonicas € mais rapida
em relacdo a outras anastomoses do trato digestmasiderando-se a
deposicdo de coldgeno (JONSSGHH al, 1985; RAVO et al, 1988;
ALMEIDA, 2006).

Mdltiplos fatores podem atuar sobre as diferentesed da
cicatrizacao de anastomoses do tubo digestivo,osdedespecial interesse
aqueles que alteram o conteudo de colageno, penfdritem no equilibrio
entre a lise e a sintese desta proteina (OLIVEIE¥89), como a infecgao,
gue aumenta a producao de colagenase e inibetazzsacao (HAANet al,
1974; CLARKet al, 2000; CAHILLet al, 2004).

As citocinas, sdo proteinas responsaveis pela @@l da
funcdo de diferentes tipos celulares e possuenas/duncoes, dentre elas:
mediacdo da resposta imunoldgica adaptativa e flamiacdo, regulacdo da
ativacao do crescimento e da diferenciacao deditoi® e de outras ceélulas.

Citocinas exercem a sua funcéo sobre diferentes telulares, propriedade



esta denominada de pleiotropismo. Elas podem teosvéfeitos diferentes
sobre 0 mesmo tipo celular e alguns, inclusivefrecnlo simultaneamente.
Esses efeitos dependem da interacéo de citocimasexeptores de superficie
na célula-alvo (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000).

O Fator de Necrose Tumoral — alfa (TMF-€ uma citocina
presente na inflamacao, com atividade pro-inflanmt@odendo interferir na
cicatrizacao tecidual. Foi assim denominada dewadcua atividade em
provocar necrose tumorah vivo, quando injetado em ratos portadores de
tumores (MAURY, 1986; MOONEet al, 1990; SALOMONet al, 1991,
BAKER et al, 2006).

O TNF-a € expresso em varias células, mas principalmente e
macroéfagos como resposta imunologica a outrasicéeca bactérias, virus,
parasitas e ao estimulo de outras citocinas. Atereei que o TNle-
desempenhe papel importante na atividade antitumoranomodulacéo,
caquexia, choque séptico, hematopoiese, replicagéa e inflamacgao
(SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000; ISHIMURAet al, 2002; DWINELL et
al., 2003; BAKEREet al, 2006, BIOMYX TECHNOLOGY, 2007).

O papel do TNFe na cicatrizacdo ainda ndo esta totalmente
esclarecido (BETTINGERt al, 1994; STREITet al, 2006). Citocinas pro-
inflamatorias como o TNk; demonstram respostas sinérgicas ou antagonicas
em relacdo a cicatrizagdo (interferindo na faséanmdtoria e na fase de
deposicdo do colageno), dependendo da sua corg@Emt(BAKER etal.,
2006).

O infliximabe é um anticorpo monoclonal quiméri¢mmano-
murino, da classe IgG1, que se liga com alta aoeda formas sollveis e
transmembranais de TNE-mas nao a linfotoxina (TNB). O infliximabe

inibe a atividade funcional do TNd&-em varios tipos de bioensaiws vitro



(KNIGHT et al, 1993; SIEGELet al, 1995).In vivo, o infliximabe forma
rapidamente complexos estaveis com o iNkEm processo paralelo a perda
da bioatividade do TNk-(SIEGELet al, 1995; SCALLONet al, 1995).

Estudos clinicos com o infliximabe, feitos pelo dedtorio
Schering-Plough, relatam comprometimento de cikatfo como um efeito
indesejavel pouco comum(GUIA DE ADMINISTRACAO DO
REMICADE®), porém um estudo recente sugere melhora naizagio de
feridas cronicas com o uso topico do infliximab&REIT et al, 2006).

O infliximabe é eficaz na inducdo e manutencdoealapia da
doenca de Crohn fistulizante ativa e um dos comgdsibldégicos aprovados
para seu tratamento, mas com limitacbes no tocantmunogenicidade
(desenvolvimento de anticorpos anti-infliximabegqode ocorrer em alguns
casos, devido a sua fragdo murina. Também haoseld¢ reacdes de
hipersensibilidade imediata ou tardia e fendbmends-enunes, levando a
perda de sua eficacia ou mesmo impossibilitandinéiraidade do tratamento
(SANDBORN, 2003; DANESEt al, 2006; SANDBORN, 2006).

Em humanos, o uso do infliximabe no tratamento alenda de
Crohn, aumenta em quatro vezes o risco de infecgGesnicrorganismos
oportunistas (ABREU, 2006) e tem uma taxa de mdeadé de 1%, na
maioria das vezes, devido a infeccbes (COLOMB¢#Igl, 2004).

A utilizagdo do infliximabe & de grande interes$@i@ nos
pacientes portadores de doenca inflamatoéria inestEstes pacientes estédo
sujeitos a tratamentos cirdrgicos com anastomoseforina eletiva ou de
urgéncia, podendo ou ndo estar em uso do inflixen&n decorréncia disto o
estudo dos efeitos potenciais do anticorpo monatlanfliximabe na
cicatrizacdo das anastomoses torna-se importante spas implicacoes

praticas.



2- OBJETIVO



2- OBJETIVO

Avaliar os possiveis efeitos do anticorpo monodl@pameérico,
humano-murino, o infliximabe, na cicatrizacdo dastomoses colonicas em

ratos.
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3 — MATERIAL E METODO

O estudo foi realizado nos Laboratoérios de CiruEgiperimental
da Area de Clinica Cirdrgica, de Patologia e denlopatologia da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia — UnB elnstituto de Patologia
Tropical e Saude Publica - Disciplina de Patolo@eral - da Universidade
Federal de Goias - UFG.

O protocolo da pesquisa foi avaliado e aprovado @eimité de
Etica no Uso Animal — CEUA, do Instituto de CiérciBioldgicas da
Universidade de Brasilia — UnB em 31 de outubrc®20@6 e pela Area de
Clinica Cirargica da Faculdade de Medicina (FM)uhaversidade de Brasilia
— UnB.

Na redacdo do trabalho foram adotadas as Normaa par
Apresentacdo de Documentos Cientificos do Institttaranaense de
Desenvolvimento Econémico e Social (IPARDES) davdrsidade Federal
do Parana e da Associacéo Brasileira de Normascesc(ABNT).

Na editoracao foram utilizados esftwaresIPARDES.DOT e o
Microsoft Word.

3.1- ANIMAL DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizadossessenta ratoRattus norvergicuslinhagem
Wistar, machos, aparentemente sadios, com pesorabipicial entre 215 e
390 g e 60 e 90 dias de vida.
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Os animais foram fornecidos pelo Laboratério Biodgda,
Planaltina — DF, alimentados com dieta padrao dsorédorio (racéo
peletizada para pequenos roedores marca Biotecelm@lobase Nutricao
Animal — (Basequimica Produtos Quimicos Ltda — Agidas, SC) e agua a

vontade.

3.2- DISTRIBUICAO E ALOCACAO DOS ANIMAIS
EM GRUPOS

Os animais de experimentacéo foram distribuidosi@isgrupos

com trinta ratos cada, designados estudo (E) eater{C).

Grupo E

Administrado dose Unica de 5mg/Kg de infliximabegicad®& -
Ind. Quimica e Farmacéutica Schering-Plough S.#A,de Janeiro - RJ), via
subcutanea (dorso a direita), 48 h antes da operaca
Preparo da droga:

O conteudo de um frasco com 100 mg de poé liofitizatb
infliximabe foi dissolvido em 10 ml de agua destdaEm seguida, a solugao
foi diluida em 90 ml de solucédo de NaCl a 0,9%fgzemdo um volume total
de 100 ml.

Grupo C
Administrado dose Unica, volume equivalente, deucsm de
NaCl a 0,9% (Equiplex Industria Farmacéutica Ltdaciania — GO), via

subcutanea (dorso a direita), 48 h antes da operaca
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Subgrupos

Os animais dos grupos E e C foram distribuidos eds t
subgrupos de dez animais, denominados E3, E7 eeEC8, C7 e C14,
correspondendo, respectivamente, ao 3°, 7° e h4pad-operatorio em que
foram submetidos a reoperacéo e eutanasia.

Os animais foram distribuidos de forma aleatoriativeada por
sorteio, uma a uma, por seis fichas semelhantestifidadas pelas siglas E3,
C3,E7,C7,E14 e C14.

Ao final do sorteio para determinacao dos subgrupssnimais
tiveram a sua cauda marcada com canetas coloriglagtbprojetor para
identificacéao.

ApOs a marcacao, 0s animais tiveram seus pesosicaeem
balanca eletrénica, modelo AS5500 C (Marte Balangag\parelhos de
Precisdo Ltda. — S&o Paulo, SP) e, em seguidabesa a solucdo de
infliximabe ou a solugcéo de NacCl.

As operacOes foram realizadas em sessdes, por detesnco

animais, 48 horas apos receberem a medicacéo lageabp.

3.3- PRE-OPERATORIO

Os animais permaneceram no alojamento de anirdais
Laboratorio de Cirurgia Experimental, confinados gaiolas, em lotes de
cinco, com regime de doze horas de luz artifidd@hQOmin a 18nh00min) e
doze horas de escuro, recebendo dieta padrao alatiéio e agua a vontade,

apos periodo de vinte dias de aclimatacao.
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Jejum pré-operatorio de seis horas.
Imediatamente antes da inducdo anestésica, tiveeas pesos

aferidos e anotados.

3.4-ANESTESIA E TECNICA OPERATORIA

Os procedimentos anestésicos e cirirgicos nosasiforam
supervisionados por médico-veterinario do Labomtode Cirurgia
Experimental e estdo de acordo com os principi@®£temanados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)

As operacgbes foram realizadas com material cirardimpo,
desinfetado com solucdo de glutaraldeido (C5H802fmaantes de cada
sessao.

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizgoide mesmo
cirurgido, utilizando-se técnica asséptica e obsude a seguinte
padronizacéo de etapas (OLIVEIRA, 1989):

» Anestesia inalatoria por éter etilico --Kg),0 - (VETEC — Vetec Quimica
Fina Ltda. Duque de Caxias - RJ), seguido de asiasteom xilazina
(Calmiun, Agener Unido Saude Animal - Unido QuimiEarmacéutica
Nacional S/A, Embu-Guacu — SP) na dose de 10 nagkgciada a quetamina
(Francotar, Virbac Saude Animal — Eurofarma Lahkbraes Ltda., S&o Paulo
— SP) na dose de 100 mg/kg, administrados vianmtsaular, na face medial
da coxa direita do animal, por médico veterinamestesista. No trans-
operatorio, doses adicionais de anestésico foramnegtradas, conforme a
necessidade (MEZADRt al, 2004).



15

* Imobilizagéo do animal em decubito dorsal solbfaegp de madeira revestida

com Férmic8 e fixacdo de seus membros com esparadrapo;
* Tricotomia da parede abdominal anterior;

» Anti-sepsia da pele do abdome com solucdo degeemae iodo-
polivinilpirrolidona e alcool a 70%;

* Laparotomia mediana de trés cm de extensao amudagyenitélia;

» Exposicéo do colon distal (FIGURA 1);

FIGURA 1 — EXPOSICAO DO COLON A SER OPERADO.
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» Malaxacgdo divergente caso 0 segmento a ser apefaeésentasse conteudo
fecal,

e Seccado colica: 2,5 cm proximal a reflexdo pedtn com tesoura reta
(FIGURA 2);

FIGURA 2 — SECCAO DO COLON COM TESOURA RETA.

* Reconstrucdo do transito colénico com anastontésaino-terminal em
plano Unico, com sutura continua, englobando tedasamadas da parede
intestinal, com fio de polipropileno 6-0 e agulh@indrica de 1,3 cm,
(Prolen&, ETHICON — S&o José dos Campos — SP) (FIGURA8)3 e
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« Depois de completado a anastomose realizou-s& despermeabilidade da
anastomose por injecédo de solugcao de NaCl a 0.8&bseringa de 1 ml, sob

pressao, na luz intestinal (FIGURA 5);

FIGURA 3 — ANASTOMOSE TERMINO-TERMINAL COM PONTOS B
REPARO (A) E ANASTOMOSE DA BORDA POSTERIOR COM SURA
CONTINUA (B).

FIGURA 4 — ANASTOMOSE DA BORDA POSTERIOR (A) E
ANASTOMOSE COMPLETA COM SUTURA DA BORDA ANTERIOR
DO COLON (B).
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FIGURA 5 — INJECAO DE SOLUCAO DE NaCl A 0,9% NA LUPO
COLON PARA TESTAR A IMPERMEABILIDADE DA ANASTOMOSE
(A) E DEMONSTRANDO QUE NAO HOUVE VASAMENTO DA
SOLUCAO DE NaCl A 0,9%ELA ANASTOMOSE (B).

* Sintese da parede abdominal em dois planosn@epd com sutura continua
simples interessando peritdnio, musculo e aponeunas linha média e o
segundo com sutura continua em barra grega inéer@ss pele — ambos com
fio de polipropileno 5-0 e agulha cilindrica de &1, (Prolen® ETHICON —
Séao Joseé dos Campos — SP) (FIGURAS 6 E 7).

FIGURA 6 — PRIMEIRO PLANO DE FECHAMENTO DA PAREDE
ABDOMINAL (MUSCULO APONEUROTICO), SUTURA CONTINUA
COM FIO DE POLIPROPILENO 5-0 (A) E SUTURA EM BARRBREGA

DA PELE COM O MESMO FIO (B).




19

FIGURA 7 — FIOS DE POLIPROPILENO, 5-0 E 6-0, UTIIADOS NO
FECHAMENTO DA PAREDE E DA ANASTOMOSE (A) E
COMPLETADA A SUTURA EM BARRA GREGA DA PELE (B).

3.5- EVOLUCAO POS-OPERATORIA

ApOs a recuperacao anestésica, 0s animais foramsacis em
gaiolas em grupos de cinco, com agua e racao ad®niAnalgesia pos-
operatdria com morfina na dose de 5 mg/kg via ddinea a cada 8 horas,
nas primeiras 24 horas. As maravalhas das gaiolasnf esterilizadas em
autoclave e trocadas duas vezes por semana (FIGURAS). Os animais
foram observados, diariamente, quanto ao aparetimelas seguintes
alteracdes: apatia, ericamento de pélos, diarrdistensdo abdominal,
hematomas ou sinais inflamatorios na ferida cinargla parede abdominal.
Cada um desses indicadores foi analisado e ctamdifi em escores: (0)
ausente; (+) leve; (++) moderado; (+++) marcantig;te-+) intenso.
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FIGURA 8 — ALOJAMENTO DOS ANIMAIS E GAIOLAS COM AGW E
RACAO AD LIBITUM (A) E (B).

FIGURA 9 — ROTULO DE IDENTIEICAQAO DAS GAIOLAS (A)E
GAIOLA COM CINCO ANIMAIS NO POS-OPERATORIO (B).

',
!
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!
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Em caso de 0Obito, os animais foram submetidos anexest
mortempor dois examinadores independentes que desconhactpie grupo

ou subgrupo o animal pertencia e néo foram repostos
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3.6- REOPERACAO E ANALISE OPERATORIA

* Os animais sobreviventes foram reoperados nos (hieeviamente

determinados (3°, 7° e 14° dias).

* Antes da inducdo anestésica tiveram seus peseamemte aferidos e
anotados.

» Anestesia como descrito previamente.
» ApGs a anestesia, foi ressecada uma area retardpubarede abdominal de
cinco por seis centimetros, englobando a cicatazlaparotomia anterior

(FIGURA 10).

FIGURA 10 - SEGMENTOS DE PAREDE ABDOMINAL CONTEND®
LINHA DE SUTURA AO CENTRO (A) E (B).
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« Exame da cavidade peritoneal, para analise dgsirges ocorréncias:
aderéncias, obstrucao intestinal mecanica, abs;essmatomas, peritonite,
deiscéncia ou vazamento da anastomose. Cada indiftadclassificado em
escores: (0) ausente; (+) leve; (++) moderado; (+Hrarcante; e (++++)
intenso (FIGURA 11).

FIGURA 11 — CAVIDADE PERITONEAL EXPOSTA PARA ANALIE,
APOS A RETIRADA DO SEGMENTO DE PAREDE (A) E (B).

* Resseccdo de segmento intestinal demdcontendo a anastomose em sua
porcao central (FIGURA 12).

» Abertura pela borda mesentérica e fixacdo emlpartio, ficando exposta
a superficie mucosa. A peca foi seccionada ao emigentido longitudinal.
Um fragmento escolhido ao acaso foi submetido sie t@e resisténcia ténsil

no dinamdmetro padronizado (FIGURA 13).
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FIGURA 12 — SEGMENTO DO COLON RESSECADO PARA ANAIBS
CONTENDO A ANASTOMOSE AO CENTRO (A) E APOS A ABERRA
LONGITUDINAL DO SEGMENTO PELA BORDA MESENTERICA. OS
DOIS SEGMENTOS PARA TESTE DE RESISTENCIA TENSIL RRA
EXAME HISTOLOGICO E MORFOMETRICO (B).

FIGURA 13 — SEGMENTO DE COLON ABERTO COM A ANASTOMEE
AO CENTRO PARA TESTE DE RESISTENCIA TENSIL (A) E
SEGMENTOS DE COLON ABERTOS COM ANASTOMOSE AO
CENTRO, DEMONSTRANDO ULCERACAO DE MUCOSA EM UM DOS
SEGMENTOS, PARA EXAME HISTOLOGICO E MORFOMETRICO)B
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» O segundo fragmento foi fixado em formol tampanadl10% para exame

histopatologico, morfométrico e quantificacdo di&geno (FIGURA 13).

. Com o0 animal vivo, realizado coleta de sangue sermga de Inl, por de
puncao sob visdo direta da veia cava inferior,rdagacao, separacéo do soro
e congelamento a — 80°C para posterior dosagemiBex TFIGURA 14).

FIGURA 14 — EXPOSIGAO DA VEIA CAVA INFERIOR DURANTEA
REOPERACAO (A) E COLETA COM SERINGA, DE ML DE SANGUE
DA VEIA CAVA INFERIOR PARA DOSAGEM QUANTITATIVA DO
TNF o (B).

* Em seguida, os animais foram submetidos a eutapasa seccdo da veia

cava inferior e abertura da cavidade toracica.
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3.7- EXAME HISTOLOGICO E MORFOMETRIA

As pecas ciruargicas, apos fixagdo em formol a 1f@¥am
processadas e coradas pelos métodos de hematedknea (HE), tricromico
de Masson e Vermelho da SirRi¢ro-Sirius Rell

Para analise das condicbes de cicatrizacdo, osingegu
indicadores foram utilizados:

Fibroblastos: Quantidade
Disposicao: horizontalizaggenovelamento
Maturacao

Fibrose

Vascularizagao

Infiltrado mononuclear

Infiltrado polimorfo nuclear

Abscesso

Ulceracao

» A avaliacdo histologica da cicatrizacao foi rzatia por microscopia optica
por observador que desconhecia a que grupo ouugudgertencia o material.
Cada indicador foi analisado e classificado emresco
Fibroblastos:

Quantidade: (0) ausente; (+) discreta; (++) moderado; (+++)
acentuada.

Disposicao:horizontalizacéo X enovelamento.

Maturacao: (0) ausente; (+) discreta; (++) moderado; (++cerauada.
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Fibrose: (0) ausente; (+) discreta; (++) moderado; (++cerauada.
Vascularizacaa (0) ausente; (+) discreta; (++) moderado; (++cerduada.
Infiltracdo mono e polimorfo nuclear: (0) ausente; (+) infiltracao focal; (++)
infiltracdo multifocal; (+++) infiltracao difusa.

Abscessosim X néo.

Ulcera: (0) ausente; (+) discreta; (++) moderado; (++c8rauada.

* As laminas foram examinadas para quantificacadedaidade de colageno e

dos elementos da reacé&o inflamatoria.

3.8 - DEPOSICAO DE COLAGENO

Andlise quantitativa por histomorfometria do ga@ao presente
nas regides peri-anastomoticas foi realizada pelliagdo das laminas
coradas peldPicro-Sirius através de sistema digital de analise de imagens.
Observou-se a area total dos campos por microsdepiaz com objetiva de
10X e a analise foi realizada por um observadordgseonhecia de que grupo
ou subgrupo de animais a lamina provinha. A caplasaimagens foi obtida
através de camera digital Sony S85 (Toquio — Jam@wmplada a um
Microscopio de luz Zeiss Axion Star (Carl Zeissivis— Alemanha). O sinal
de video foi digitalizado em 8 bits em computadesgwal fotebook— HP-
Pavilion ze2000). Todas as imagens tiveram umauedo de 1280 x 960
pixels e foram analisadas através shftware Image J(Wayne Rasband,
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Research Services Branch, National Institute of ti@inHealth, Bethesda,
Maryland, USA) por observador diferente do que @a@s imagens e que
desconhecia de que grupo ou subgrupo de animaisiagens provinham
(FIGURA 15).

A andlise da presenca de colageno, quanto ao apargo das
formas jovem (tipo Ill) e madura (tipo 1), foi remda através da coloracao de
Picro-Sirius (Vermelho da Siria) das laminas contendo a regido
perianastomotica e leitura das mesmas por micrasode luz polarizada
(JUNQUEIRA, 1979, 1982; MONTES, 1991).

FIGURA 15 — SISTEMA DIGITALIZADOR DE IMAGENS.
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3.9 - RESISTENCIA TENSIL DA ANASTOMOSE

Avaliacdo por andlise computadorizada dos dadomlashtem
tensibmetro de for¢ca constante, com capacidadewd@&a de 2.500N, maquina
de ensaio vertical Versa Test (Mecm&siviersa Test United Kingdon
acoplada a dinamoémetro digital AGF (Panambro In@i3tEcnicaS.A.— SP)
de segmento colbnico de @m com anastomose central, conservado em
solugao de NacCl 0,9%, fixado no aparelho por swadds livres (FIGURAS
16, 17 E 18).

A velocidade do teste de ruptura foi de 25 mm/raio. valor de
ruptura foi expresso em Newtons (N). O dinaméméicaferido antes de
cada série de medidas.

FIGURA 16 — TENSIOMETRO DE FORGA CONSTANTE ACOPLAD®
DINAMOMETRO DIGITAL (A) E MAIOR DETALHE DO
DINAMOMETRO (B).
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FIGURA 17 — POSICIONAMENTO DO SEGMENTO DE COLON AER
TESTADO NO TENSIOMETRO COM A LINHA DE ANASTOMOSE AO
CENTRO (A) E (B).

FIGURA 18 - SEGMENTO DE COLON JA POSICIONADO NO
TENSIOMETRO (A) E ROTURA DO SEGMENTO DE COLON TESD®

(B).
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3.10- QUANTIFICACAO DO TNF- a

Foram coletados em seringaml de sangue, por puncgao da veia
cava inferior e em seguida transferido para umahitio (Microtimef) com
gel separador. Apos centrifugacao por 5 minuto8AKRPM em temperatura
ambiente o soro foi transferido para outro micrdotu(Ependof) e
imediatamente armazenado a - 80°C. A dosagem tptavatido TNFe no
soro de ratos foi realizada por meio de ensaio @@omimatico — Instant
ELISA, de acordo com protocolo referendado (MAURYL986;
ECONOMOU, et al, 1989; SMITH et al, 1990; CERDANgt al. 1991). Foi
utilizado kit ELISA especifico para ratos (IBL- Immuno-Biological
Laboratories Co. Ltd., Gunma, Japan) — (FIGURA I@das as instrugcdes e
recomendacdes do fabricante foram seguidas rigoeas@. Foi utilizada
lavadora automatica Thermo Pfate leitora de ELISA automatica Thermo
Platé’ (Thermo Scientific, Inc.; MA, USA) - (FIGURA 20 A B) . Um painel
de amostras séricas randomizadas de ratos apaesméesaudaveis e sem
manipulacdo prévia foi testado para TlFe um intervalo referencial de
valores obtidos. As amostras controle foram estaids das concentractes
de TNFea de ratos conhecidas. Padrbes e amostras forardamo mesmo
ensaio.

Para confirmacdo dos dados obtidos através da emsag
guantitativa do TNFx no soro por ELISA, foi quantificada a producéo de
TNF-a tecidual por imunohistoquimica utilizando-se oscbk de parafina. A
Imunomarcacao foi feita com anticorpo anti-TNKanti-rato) — marca Santa
CruZ®, na diluic&o 1:75.
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FIGURA 19 — KIT ELISA — IBl® — PARA DOSAGEM DE TNF
ESPECIFICO PARA RATOS, COM PLACA DE 96 POCOS.

FIGURA 20 — LAVADORA E LEITORA AUTOMATICAS DE ELISA
(THERMO PLATE®) DO LABORATORIO DE IMUNOPATOLOGIA.
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3.11 — QUANTIFICACAO TECIDUAL DO TGF- B

Através de imunohistoquimica, utilizando-se o®cbs de
parafina, apenas nos subgrupos C14 e E14, foi ifjuada a producao do
Fator de Crescimento Transformante - beta (PiF-

A imunomarcacéao foi feita com anticorpo anti-T&GF~ marca

Phamigefi, na diluicéo 1:100.

3.12 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados sob o ponto d& vi
estatistico, utilizando-se e®ftwaresSPSS 13.0 Special package for social
science SigmaStdt 2.0 e Microsoft Excel:

a) Testet de Student, para comparagao entre os dois grupos co

distribuicdo “normal” e com variancia semelhante.
b) Teste de Mann-Whitney.
c) Teste exato de Fisher para andlise de dados namgiaicos
(tabelas de contingéncia).

d) Teste de Levene para homogeneidade das variancias e
Kruskal-Wallis One Wagnalysis of Varianc€ANOVA).

Todas as probabilidades menores que 530,05) foram

consideradas significantes.



4- RESULTADOS
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4- RESULTADOS

4.1 - MODELO EXPERIMENTAL

O modelo experimental permitiu a realizagcao dodesde acordo

com o desenho do mesmo.

4.2— EVOLUCAO CLINICA PRE-OPERATORIA

Trés animais do grupo experimental apresentanaatiaa dois
apresentaram ericamento de pélos e um apresentagdagnas 48 horas entre
a administracao do infliximabe e o procedimentargico. Nenhum animal
do grupo controle apresentou qualquer alterac&e nessmo periodo.

Em dois animais do grupo controle (C 3.4 e C 3.16i
verificado a presenca de verminose a abertura dlon.c@orém os ratos

sobreviveram até a data da eutanasia.

4.3 — EVOLUCAO CLINICA POS-OPERATORIA

Um animal do grupo experimental (E 7.1), que devésr sido
submetido a eutanasia no sétimo dia, apresentdiaapacamento de pélos,

distensao abdominal, diarréia e desidratacao,foor@rado morto na gaiola
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no 5° DPO. A observacdo macroscoépica da cavidadien@bal revelou sinais
de deiscéncia anastomotica parcialmente bloqueaniaageréncias com
pegueno extravasamento de conteudo fecal e siegisrdonite.

Dois animais do grupo experimental (E 14.5 e E 1@ que
deveriam se submeter a eutanasia no décimo - qdatgos-operatorio
apresentaram apatia, ericamento de pélos e distabsi®minal, morreram no
10° e 7° dia pos-operatorio, respectivamente. Erboama observacao
macroscopica da cavidade abdominal ndo revelouissida deiscéncia
anastomotica, hemorragia, abscesso ou peritonite.

Um animal do grupo controle (C 7.10) que devseiasubmetido
a eutanasia no sétimo dia pés-operatorio, apraseapatia, ericamento de
pélos e distensdo abdominal, mormw 6° dia pos-operatorio. O exame
macroscopico da cavidade peritoneal mostrou gragdantidade de
aderéncias, distensdo do colon proximal a anaswrmosecrose parcial da
mucosa colbnica no segmento proximal a anastomssm sinais de
deiscéncia da anastomose ou de peritonite.

As observacOegost mortemda cavidade peritoneal foram
realizadas em conjunto por meédico veterinario eiooédirurgido que nao
participaram das operagcdes e ambos desconheciara grgpo pertencia os
animais. Os animais mortos no pos-operatorio néorfaepostos.

A mortalidade foi de 10% no grupo experimentaB,8% no
grupo controle, perfazendo uma mortalidade glol®l6g66%. N&o houve
significancia estatistica entre os grupos 0,306) (GRAFICO 1).
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GRAFICO 1 - OBITOS.

Obitos
12
mE3
8 I
oc7
6 I
OE7
4 1 mCl4
2 1| o E14
O T
Nao Sim
p = 0,306

C3 — Subgrupo Controle sacrificado no 3° DPO
E3 — Subgrupo Estudo sacrificado no 3° DPO

C7 — Subgrupo Controle sacrificado no 7° DPO
E7 — Subgrupo Estudo sacrificado no 7° DPO
C14 — Subgrupo Controle sacrificado no 14° DPO
E14 — Subgrupo Estudo sacrificado no 14° DPO

Os demais 56 ratos sobreviveram até as datdsekstalas para a
eutanasia, sendo verificado um caso de desidrai@;dd.2) e um caso de
sangramento nos olhos e nariz (C 7.2).

Apatia foi verificada em 10 animais do grupo expental
(33,33%) e em 8 animais do grupo controle (26,6p&tlazendo um total de
30%. N&o houve diferenca estatisticamente sigmifecantre os grupos estudo
e controle fp= 0,389).

Ericamento de pélos foi observado em 9 animaisgdgo
experimental (30%) e em 8 animais do grupo conif@6.66%), perfazendo
um total de 28,33%, também sem que esta diferegjga estatisticamente
significante p=0,500).
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Distensdao abdominal foi observada em 13 ratos gdgo
experimental (43,33%) e em 11 do grupo controle6@®), perfazendo um
total de 40%. A diferenca entre os dois grupos desinou-se sem
significancia estatisticgp£0,396).

Diarréia foi verificada em dois ratos do grupopexmental
(6,66%) e em sete do grupo controle (23,33%), perdo um total de 15%.
Aqui também ndo houve diferenca estatisticamengaifgiante entre o0s
grupos p=0,073).

Nenhum dos sessenta animais, de ambos 0s gajesentaram
sinais de flogose ou hematoma na ferida abdominal.

Dois animais, um de cada grupo (C 7.4 e E14.48saptaram
deiscéncia da pele, porém o restante da paredenalmlgermaneceu integra

e 0s animais sobreviveram até a data programadaeptanasia.

4.4 — AVALIACAO PONDERAL

As tabelas 1, 2 e 9 do apéndice exibem a distdbudos pesos
dos animais nos diferentes subgrupos e periodos.

Todos os animais do grupo experimental apressant@erda de
peso no periodo de 48 horas entre a administragaanftiximabe e o
procedimento cirdrgico, enquanto que todos os amimda grupo controle
tiveram um ganho ponderal significativo. A comgé@aentre os dois grupos
foi estatisticamente significativa<£0,0001)(GRAFICO 2).

Dos 27 animais do grupo experimental que sobeeaim até as
datas da eutanasia apenas trés animais do subgruph tiveram ganho

ponderal no periodo entre o procedimento cirdrgicoal e a eutanasia. Em
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29 animais do grupo controle, seis animais do symyC 14 tiveram ganho
de peso no mesmo periodo. Foi obsentadtbém que esta perda ponderal foi
menor nos subgrupos E 14 e C 14, quando comparagha 0s outros
subgrupos. Nao houve diferenca de peso estatigit@msignificante na

comparacao entre os subgrupos (GRAFICO 3).

GRAFICO'Z — PESO DOS ANIMAIS (GRUPOS CONTROLE ETERO)
EM g, APOS ADMINISTRACAO DE INFLIXIMABE OU SOLUCACDE
NaCl A 0,9%.

18

9)

~= 20,00

10,00 —

0,00 —

Alteracao de peso apos a administracao de
Infliximabe ou solugdo de NaCl a 0,9%

-10,00 —

I I
Controle Estudo

p =0,0001 Grupo
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GRAFICO 3 — PESO DOS ANIMAIS (SUBGRUPOS E3, C3,E7,E14 E
C14) EM g, APOS OPERACAO.

Grupo
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© @)
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i p=0,1648
-100,00 — p=0,0146
I I I I I I
c3 E3 c7 E7 c14 E14
Subgrupo

C3 — Subgrupo Controle sacrificado no 3° DPO
E3 — Subgrupo Estudo sacrificado no 3° DPO

C7 — Subgrupo Controle sacrificado no 7° DPO
E7 — Subgrupo Estudo sacrificado no 7° DPO
C14 — Subgrupo Controle sacrificado no 14° DPO
E14 — Subgrupo Estudo sacrificado no 14° DPO

4.5 — ANALISE DA REOPERACAO

A grande maioria dos animais de ambos os grup@esaptaram
aderéncias, 25 no grupo experimental (83,33%) en@2grupo controle
(73,33%), levando a um total de 78,33%. Estas ad&€ foram
principalmente de epiplon e vesiculas seminaisgipo experimental, além

do nimero maior de aderéncias, foi verificado cgiaseeram mais firmes que
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as do grupo controle que se desfaziam facilmente ttacdo. Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre apag (=0,266).

Nenhum dos animais de ambos 0s grupos apresentara
hematoma ou sinais de hemorragia intraperitoneal.

Apenas um animal (E 7.1) do grupo experimentak tgve a
morte constatada no 5° DPO, apresentou sinais d@ome e pequeno
vazamento fecal pela anastomose.

Trés animais do grupo experimental tiveram deisieéparcial da
anastomose, com bloqueio por epiplon, sem vazantenitmonteudo fecal e
sem peritonite: E 7.5, E 7.9 e E 14.10, que mortéu. animal do grupo
controle, C 7.10, que foi encontrado morto, apriesedeiscéncia parcial de
anastomose, com bloqueio de epiplon, sem vazanuentonteudo fecal e
sem peritonite.

Nenhum animal de ambos 0s grupos apresentou uQastr
intestinal mecanica. Entretanto, no grupo expertaigroito animais do
subgrupo E 3, oito do subgrupo E 7 e trés do sylogEl 14, apresentaram
distensédo do colon proximal a anastomose. No goomdrole foi verificada
distensdo do colon proximalamastomose em oito animais do subgrupo C3,
em cinco do subgrupo C 7 e em um do subgrupo CHlesEdados
demonstram um prevaléncia de distensao abdomirslprimeiros dias do
periodo pos-operatorio.

Em quatro ratos do subgrupo C 3 (C3.4, C3.58@3C 3.10) foi
verificado aparente necrose de mucosa colbnicaegmento proximal a
anastomose (sero-muscular integra), porém sem ssidai deiscéncia,
vazamento da anastomose ou peritonite. O mesmal@dbaobservado no

animal C 7.10 que morreu.
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4.6 — FORCA TENSIL DA ANASTOMOSE

A resisténcia ténsil das anastomoses colbnicas efidas ao
teste de forca em dinamoOmetro foi semelhante quarwloparados os
subgrupos E3 e C3 (média de 5,09 N x 4,15 Mr0,6119). Também, nos
subgrupos E7 e C7 ndo houve diferenca (média & I12,x 13,03 N) com
valor dep sem significancia estatistica. Comparados os spbgrE14 e C14,
verificou-se que a forca ténsil no subgrupo El4raior (média de 18,58 N)
em relacdo ao subgrupo C14 (média de 13,74 N) eegtee diferenca foi
estatisticamente significantp=0,0004). Observou-se também que ndo houve
diferenca entre C7 e C14 (TABELA 1 E GRAFICO 4).

TABELA 1 — FORCA TENSIL EM NEWTON (N) DA ANASTOMOSE
COLONICA DE CADA ANIMAL, AFERIDA IMEDIATAMENTE APOS A
EUTANASIA CONFORME OS GRUPOS EXPERIMENTAL (E),
FORMADO PELOS SUBGRUPOS E3, E7, E14, E CONTROLE, (C)
FORMADO PELOS SUBGRUPOS C3, C7 e C14.

Grupos
Experimental Controle
Animal E3 E7 E14 C3 C7 Cl4
1 0,17 - 2,94 0,05 1,02 0,93
2 0,19 1,37 2,92 0,27 0,94 1,33
3 0,39 2,80 1,95 0,07 1,76 1,43
4 0,23 0,88 1,85 0,84 2,06 1,36
5 0,52 049 - 0,43 1,11 2,31
6 1,03 2,94 2,76 0,33 1,47 0,84
7 0,33 1,17 1,96 0,31 1,78 1,35
8 0,51 1,19 2,41 0,43 1,78 1,55
9 1,00 1,27 1,79 1,05 1,11 1,11
10 0,72 080 W ------- 0,37  ---—---- 1,53




GRAFICO 4 — RESISTENCIA TENSIL DA ANASTOMOSE.
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C3 - Subgrupo Controle sacrificado no 3° DPO
E3 — Subgrupo Estudo sacrificado no 3° DPO

C7 — Subgrupo Controle sacrificado no 7° DPO
E7 — Subgrupo Estudo sacrificado no 7° DPO
C14 — Subgrupo Controle sacrificado no 14° DPO
E14 — Subgrupo Estudo sacrificado no 14° DPO
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4.7 — HISTOLOGIA

No estudo né&o se encontraram diferencas estatsitda
significantes entre os grupos e subgrupos, em meahdas variaveis
histolégicas avaliadas como: quantidade, disposigiomaturacdo de
fibroblastos, fibrose, abscesso, infiltrado mono p®limorfonuclear,
vascularizacao e ulceracéo, de acordo com o teate de Fisher (TABELAS
2,3,4,5,6,7E 8, GRAFICOS 5 E 6).

TABELA 2 — FREQUENCIAS DA QUANTIDADE DE FIBROBLASTG.
C3 E3 C7 E7 Cl4 El14 C E

0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 1 3 0 1 1 1 2 5
++ 7 6 5 3 6 4 18 13
+++ 2 1 4 5 3 3 9 9
p=1
GRAFICO 5 — DISPOSICAO DE FIBROBLASTOS.
Fibro blastos: disposicéao
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C3 — Subgrupo Controle sacrificado no 3° DPO
E3 — Subgrupo Estudo sacrificado no 3° DPO

C7 — Subgrupo Controle sacrificado no 7° DPO
E7 — Subgrupo Estudo sacrificado no 7° DPO
C14 — Subgrupo Controle sacrificado no 14° DPO
E14 — Subgrupo Estudo sacrificado no 14° DPO
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TABELA 3 — FREQUENCIAS DA MATURACAO DE FIBROBLASTOS

C3 E3 C7 E7 Cl4 E14 C E

0 9 8 0 0 0 0 9 8

+ 1 2 4 3 0 0 5 5

++ 0 0 5 5 4 4 9 9

+++ 0 0 0 1 6 4 6 5
p=0,5704

TABELA 4 — FREQUENCIAS DE FIBROSE.

C3 E3 C7 E7 Cl14 E14 C E

0 9 9 0 0 0 0 9 9
+ 1 1 5 2 0 0 6 3
++ 0 0 4 6 6 4 10 10
+++ 0 0 0 1 4 4 4 S
p=0,6909
GRAFICO 6 — PRESENCA DE ABSCESSO.
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C3 — Subgrupo Controle sacrificado no 3° DPO
E3 — Subgrupo Estudo sacrificado no 3° DPO

C7 — Subgrupo Controle sacrificado no 7° DPO
E7 — Subgrupo Estudo sacrificado no 7° DPO
C14 — Subgrupo Controle sacrificado no 14° DPO
E14 — Subgrupo Estudo sacrificado no 14° DPO



TABELA 5 — FREQUENCIAS DE INFILTRADO MONONUCLEAR.

C3 E3 C7 E7 Cl4 Ei14 C E
0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 7 7 6 2 0 0 13 9
++ 3 3 3 7 5 3 11 13
+++ 0 0 0 0 5 5 5 5
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TABELA 6 — FREQUENCIAS DE INFILTRADO POLIMORFONUCLAR.

C3 E3 Cc7 E7 Cl4 E14 C E
0 0 0 0 0 0 0 0 0
+ 0 1 0 0 5 4 5 5
++ 6 5 6 6 5 4 17 15
+++ 4 4 3 3 0 0 7 7
p=1
TABELA 7 — FREQUENCIAS DE VASCULARIZA(}AO.
C3 E3 Cc7 E7 Cl4 E14 C E
0 7 5 0 0 0 0 7 5
+ 3 5 2 1 0 0 5 6
++ 0 0 7 6 5 5 12 11
+++ 0 0 0 2 5 3 5 5
p=0,4274
TABELA 8 — FREQUENCIAS DE ULCERACAO.
C3 E3 Cc7 E7 Cl4 E14 C E
0 4 4 3 4 8 7 15 15
+ 3 4 3 3 2 1 8 8
++ 2 2 3 2 0 0 5 4
+++ 1 0 0 0 0 0 1 0

p=0,4925
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4.8 — MORFOMETRIA E COLAGENO

Na andlise histomorfométrica do colageno das regidas
anastomoses e peri-anastomoéticas observou-se gdgeranca entre as
medianas dos percentuais de pixels foi maior gegperado pela chance, e foi
estatisticamente significante (p< 0,001) de acadim o teste de Kruskal-
Wallis. A andlise das variancias (ANOVA) também tnms meédias diferentes
do ponto de vista estatisticop=( 0,0017), assim como variancias
significativamente diferentep£0,0002) pelo teste de Bartlett.

Quando comparado o percentual de pixels entsellogrupos, de
acordo com o dia da eutanasia, utilizando-se e teft Student observou-se
gue a diferenca das meéedias de C3 e E3 sdo estatisinte significantes
(p=0,0266). Ja comparando C7 com E7 e C14 com Eldjf@®ncas das
médias obtidas néo foram estatisticamente signtésa (TABELA 9,
GRAFICO 7 E FIGURAS 21 e 22).

TABELA 9 — MEDIA, MEDIANA, DESVIO PADRAO E VARIANCIA DA
HISTOMORFOMETRIA DO COLAGENO DAS ANASTOMOSES
COLONICAS, UTILIZANDO-SE A COLORACAO COM PICRO-SIRIS.

Dia da eutanasia

3°DPO 7° DPO 14° DPO
p=0,0266 p=0,1456 p=0,7015
C3 E3 C7 E7 C14 E14
Média 6,028 4,250 6,463 7,446 7,450 7,837
Percentual Mediana 4,650 4,150 5,600 6,550 6,500 6,700
de Pixels (%) Desvio padrdo 4,663 2,884 4,483 5,710 4,740 5,097

Variancia 21,743 8,317 20,097 32,604 22,467 25,979
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GRAFICO 7 — CONCENTRACAO DO COLAGENO EM PIXELS % A

HISTOMORFOMETRIA.
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C3 — Subgrupo Controle sacrificado no 3° DPO
E3 — Subgrupo Estudo sacrificado no 3° DPO

C7 — Subgrupo Controle sacrificado no 7° DPO
E7 — Subgrupo Estudo sacrificado no 7° DPO
C14 — Subgrupo Controle sacrificado no 14° DPO
E14 — Subgrupo Estudo sacrificado no 14° DPO
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FIGURA 21 - AVALIACAO HISTOMORFOMETRIQA DA
CICATRIZACAO DE ANASTOMOSE COLONICA TERMINO-
TERMINAL (PICRO-SIRIUS).

C3.7 E3.6

E7.10




49

FIGURA 22 — AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA DAS LAMINAS
CORADAS PELO PICRO-SIRIUS COM LUZ POLARIZADA. O
COLAGENO TIPO | TEM COLORACAO ALARANJADA E O TIPOII
ESVERDEADA, SUBGRUPOS E3 E C3.

E3.6

C3.7
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FIGURA 23 — AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA DAS LAMINAS
CORADAS PELO PICRO-SIRIUS COM LUZ POLARIZADA. O
COLAGENO TIPO | TEM COLORACAO ALARANJADA E O TIPOII
ESVERDEADA, SUBGRUPOS E7 E E14.

E7.10

E14.3



51

4.9-TNF-a SERICO E TECIDUAL

Os resultados da quantificacdo do TR0 soro dos animais
demonstraram que seus niveis de Td\Eirculantes sdo normalmente baixos
como demonstrado pelo grupo “referéncia” (ndo suicioe a procedimentos
cirargicos e administracdo de infliximabe ou sotucke NaCl a ,9%), que
foram utilizados para se estabelecer um valor papafia o0 TNFe em ratos.

Os valores do TNIe- ndo foram alterados de forma significativa com os
procedimentos cirdrgicos a ndo ser no subgrupo €gual a elevacdo da
guantidade de TNEk- foi significante, quando comparada aos demais
subgrupos. Comparado com 0s animais normais, oded nao apresentou
producdo aumentada de THFassim como os demais grupos. Comparando
0S grupos com o0 mesmo tempo de pos-operatorio,nahsse diferenca
estatisticamente significante=0,0427) no 3° dia (C3 e E3). Nos demais
subgrupos nao se observa diferencas (GRAFICO 8).

Ao contrario, a producdo tecidual de TMFavaliada por
Imunohistoquimica se manteve semelhante em ambssbggupos C3 e E3,
assim como nos demais subgrupos avaliados (CCEVe E14). A producéo
do TNF« tecidual foi aparentemente igual e constante fmias os animais
ao longo do estudo (FIGURAS 24, 25 e 26).
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GRAFICO 8 — PRODUGCAO DO TNk- SERICO NOS GRUPOS
CONTROLE, EXPERIMENTAL E “REFERENCIA” (pg/mL).
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R — Grupo de referéncia (ndo manipulados)

C3 - Subgrupo Controle sacrificado no 3° DPO
E3 — Subgrupo Estudo sacrificado no 3° DPO

C7 — Subgrupo Controle sacrificado no 7° DPO
E7 — Subgrupo Estudo sacrificado no 7° DPO
C14 — Subgrupo Controle sacrificado no 14° DPO
E14 — Subgrupo Estudo sacrificado no 14° DPO

FIGURA 24 - IMUNOHISTOQUIMICA. AUMENTO: 400X. PRESECA
DE HISTIOCITOS PRODUTORES DE TN&- EM ANIMAIS DO

SUBGRUPO C3.
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FIGURA 25 - IMUNOHISTOQUIMICA. AUMENTO: 400X. PRESECA
DE HISTIOCITOS PRODUTORES DE TNé& (SETAS) EM ANIMAL DO
SUBGRUPO E3.

_ ,"-
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FIGURA 26 — PRODUCAO TECIDUAL DO TNRk- POR MEIO DE
IMUNOHISTOQUIMICA EM ANIMAIS DOS SUBGRUPOS C3 E E3.
AUMENTO DE 40X E 400X, DEMONSTRANDO QUE NAO HOUVE
DIFERENCA ENTRE OS SUBGRUPOS.

Grupo C3

Grupo E3

40X

400X
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4.10 — TGF$ TECIDUAL (IMUNOHISTOQUIMICA)

A producdo tecidual de TGfF-através de imunohistoquimica
demonstrou maior producao no subgrupo E14 quantpa@do ao subgrupo
C14 (FIGURA 27).

FIGURA 27 — PRODUCAO TECIDUAL DO TGRB- POR MEIO DE
IMUNOHISTOQUIMICA EM ANIMAIS DOS SUBGRUPOS C14 E B1
AUMENTO 400 X.
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5- DISCUSSAO

No presente estudo os parametros de avaliagao aftoaroses
utilizados foram: evolucéo clinica dos animais,liagdo do peso corporal,
aspecto da cavidade peritoneal, medida da resiagtéésil da anastomose,
concentracao seérica e producao tecidual do &N&valiacdo dos achados
operatorios macroscopicos, assim como a avaliac@sioldgica e
histomorfomeétrica das regibes peri-anastomoticalase anastomoses. Estes
parametros estdo em concordancia com a literaartamente (HENDRIKS &
MASTBOOM, 1990).Previamente foi realizadestudo piloto no qual se
utilizou cinco animais para padronizacdo da técmicargica e de toda a
metodologia empregada na experimentacgao.

Apesar de seu pequeno porte, diversos autores géath&o o
Rattus norvergicyslinhagem Wistar, como animal de experimentacda pa
estudo de anastomoses intestinais (JIBO&RNal, 1978b; JIBORNet al,
1978c;OLIVEIRA, 1994; OLIVEIRA, 1995; SIRIMARCO, 2000; HER et
al., 2002; REYS, 2004; MANTZOROSt al, 2004; TRIANTAFILLIDIS et
al., 2005; MANTZOROSet al, 2006; ALMEIDA, 2006; FERREIRAet al,
2006; KONSTANTINIDIS et al., 2006, DE HINGHet al, 2006; PARRA-
MEMBRIVES et al, 2007; ORTIZet al,, 2007; ZACHARAKISet al, 2007;
KANELLOS et al, 2007). O rato é de facil padroniza¢do quanta;a,rsexo e
peso, além de ter grande resisténcia a infeccOes sua anatomia bem
conhecida (LOPES, 2006). Entre outras vantagensrato apresenta
praticidade para experimentos que requeiram umdgraimero de animais
com similaridade genética e fisiologica, baixo ougrande taxa de fertilidade
e facilidade de manutencé&o em biotério (HERRMA®&tNL, 1964).
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Os animais do grupo estudo, sem excecao, perdexamras 48
horas apos a administracéo do infliximabe, enqugn&o oposto ocorreu no
grupo controle, sugerindo toxicidade do infliximabe

MASTBOOM et al. (1991) relataram que a perda de peso dos
ratos que ocorre no pos-operatorio é recuperadse abdcancar o sétimo dia.
No presente estudo apenas a metade dos animaigaiaan o0 peso inicial no
14° DPO.

No periodo pdOs-operatério ocorreu perda de pesognosos
estudo e controle, sem diferenca estatisticameigtgfisante no terceiro,
sétimo ou décimo quarto DPO, o que condiz comeaalitira. Observa-se
perda de peso inicial, sendo recuperada em seg@iidgindo niveis proximos
dos iniciais com o decorrer da pesquisa, e que pstda deve estar
relacionada ao estresse cirdrgico (HERMANN et 8064; SIRIMARCO,
2000; REYS, 2004; ALMEIDA, 2006). No presente estuadperda de peso
inicial também foi imputada a toxicidade do infinabe logo apds sua
administracao.

Os periodos programados para a reoperacdo e datali@s
animais foram fundamentadas no estudo de HERRMASNIEL (1964) em
gue foi pesquisado a cicatrizacdo de anastomodési@@s em duzentos e
vinte ratos, sacrificados a intervalos desde tr@mdh até um ano apos a
operacao, e submetidos a avaliagdes histologicagventos histoldgicos do
processo cicatricial apresentaram trés fases jpstag exudativa ou de
resposta inflamatéria aguda (zero a quatro dias)iferativa ou de fibroplasia
(3 a 14 dias); e de remodelagem ou de maturidad®ldgeno (10 a 180 dias
ou mais). Desta forma as datas de reoperacdo eepaesm as trés fases

descritas acima.
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A cicatrizacdo da anastomose colbnica é semell@agte ocorre
em outros orgaos, diferindo apenas no que tangeokégeno. Estudos tém
demonstrado que nas primeiras 48 horas ocorre digéio da ordem de 72%
na forca de ruptura dessas anastomoses devidesaquiléorio entre a sintese
e lise do colageno nos primeiros trés dias darcegéo (HAWLEY, 1973;
IRVIN & HUNT, 1974; RAVO et al, 1988; CAHILL et al, 2004). O
metabolismo do colageno parece néo ser idéntigeleee na parede intestinal
(KLEIN & CHANDRARAJAN, 1977; SOUSA, 1989; HOERet al, 2002;
CAHILL et al, 2004).

No estudo da forca ténsil das anastomoses no rereesétimo
DPO ambos os grupos obtiveram resultados semelharde&anpa resisténcia
ténsil das anastomoses do subgrupo E 14 foi maiegerindo que o
infliximabe pode aumentar a resisténcia ténsil a@aastomoses no periodo
remodelagem ou maturacdo do colageno (10 a 18) diasido recente de
STREIT et al. (2006) em humanos, sugere melhora na cicatrizaederidas
crbnicas com o uso toépico do infliximabe.

No presente estudo, a producéo tecidual de fFGfna proteina
envolvida no desenvolvimento de fibrose (SIQUEIRR. & DANTAS,
2000), foi mensurada através de imunohistoquimicacoeroborou os
resultados da avaliagcdo da resisténcia ténsil estreubgrupos C14 e E14
sugerindo um efeito positivo do infliximabe na fade remodelagem ou
maturacéo do colageno.

A infecgéo peritoneal contribui para a deiscén@adastomoses
por favorecer a inflamacdo e por alterar o metabwi do colageno
(SCHROCKet al, 1973 IRVIN, 1976; BALLANTYNE, 1984; OLIVEIRA,
1995; ISBISTER, 2001; STUMPFEt al, 2006; PLATELL et al, 2007;
KANELLOS et al, 2007). A producdo da enzima colagenase enceatra-
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aumentada na vigéncia de infeccdo, levando a dagfiade diminuicdo do
colageno no intestino, retardando a cicatrizacpmpiciando a deiscéncia da
sutura (HAWLEY, 1973; HESPt al, 1984; CLARK, et al., 2000). Estudos
tém demonstrado niveis circulantes elevados do dN#m associacdo a
infeccdo da cavidade peritoneal e que a cicatrizagdvigéncia de peritonite,
depende de um balanco de citocinas pro-inflamatéeiaantiinflamatorias
(MARTINEAU & SHEK, 2000; RICHEet al, 2000; CLARK, et al., 2000;
KHALILI et al, 2001; YAMAMOTO et al, 2005a; YAMAMOTO et al,
2005b).

Alteracbes na qualidade e quantidade do colageesepte no
intestino, sobretudo na camada submucosa, inflasnde forma substancial
na integridade da anastomose. O colageno nédo @uot@na inerte, pois esta
em constante equilibrio entre lise e sintese. Ardigdo da quantidade de
colageno pode ocorrer tanto por aumento na liseptqupor diminuicdo da
sintese protéica (HAWLEY, 1973; SIRIMARCO, 2000; \8MPF et al,
2004; DE HINGHet al, 2006).

E importante a especificagdo do local das anastsnasna vez
gue podem ocorrer diferencas de cicatrizacao agoldo trato digestorio. No
intestino grosso do rato, além dos aspectos hgtaé serem diversificados,
a concentracdo e o metabolismo do colageno moseamvariaveis nos
diferentes segmentos (JIBOR&t al, 1978a,JIBORN et al, 1980). Em
coelhos a atividade da colagenase varia ao longoatin gastrintestinal apos
anastomoses colbnicas (HAWLE al, 1970). Tendo em vista estes estudos
prévios, as resseccdes e anastomoses foram realiead segmento colénico
distal, padronizado pela distancia fixa em relag&eflexdo peritoneal, para

gue ndo ocorressem erros de interpretacdo de aesslt(SIRIMARCO,
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2000). No nosso estudo a anastomose foi padrona&ld& cm da reflexado
peritoneal.

O rigor técnico, a manipulacédo adequada dos tecidoaostasia
e a utilizacdo de materiais de suturas apropriagiocsnuem a incidéncia de
deiscéncia da anastomose intestinal (IR\&Nal, 1976; SCHROCKet al,
1973; WANINGER et al, 1992; BURCH et al, 2000; REYS, 2004,
PLATELL, 2007). Alguns pesquisadores tém realizadastomoses colonicas
em murinos com pontos separados invertidos, emoplarico, com bons
resultados (CALEt al, 1993; OLIVEIRA, 1995; EUBANKSt al 1997). No
entanto a literatura mostra relatos de excelemssltados com anastomoses
colénicas em ratos, empregando-se sutura contimna p&ano Uunico
(HERRMANN et al, 1964; HOUDARTet al, 1985; SIRIMARCO, 2000;
REYS, 2004; ALMEIDA, 2006). Esse método tem a vgata de ser simples,
rapido e econbmico, promovendo impermeabilidade aic@ reacao
inflamataria tecidual, o que o torna tdo segurantpaquele realizado em um
plano com pontos separados (ROCHA, 1989, BURCHL, 2000).

O sucesso da anastomose tem na fase inicial daizacdo um
momento critico, pois a sua integridade nos prioseidias depende da
capacidade da sutura em manter a tensao na anasta@sponsabilidade esta
gue é aos poucos substituida pelos proprios teaddoal¢ca anastomosada
(BURCH et al, 2000; ALMEIDA, 2006).

A confeccdo das anastomoses com sutura continuglamo
unico mostrou-se eficaz também no presente estun,a utilizacdo de fio
inabsorvivel monofilamentar (polipropileno 6-0) @aa confeccdo das
anastomoses coélicas. As gqualidades que favoregumsamateriais de sutura
na utilizacdo em anastomoses intestinais sdo: manferca de tensdo por

longo prazo, que exclua a falha da sutura comoiy®issausa de deiscéncia
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até que a integridade da anastomose tenha sidatigargelo processo de
cicatrizacdo; causar reacao tecidual minima; naéoréger a infeccdo (KATZ
et al, 1981; BURCHet al, 2000; HOERet al, 2002; STUMPFet al, 2005).
Portanto, os fios monofilamentares, tanto absoivsiatéticos, polidioxanona
ou poliglecaprone, quanto inabsorviveis, polipmpd ou poliamida (nailon),
aproximam-se mais do material ideal no sentido rdenpver a cicatrizacéo
adequada da anastomose intestinal com sutura mgRiHDOURY &
WAXMAN, 1983; REYS, 2004; GARCIA-OSOGOBI@t al, 2006).

No estudo de anastomoses intestinais os métodamdis tém
sido clinicos, radiologicos, mecanicos, bioquimieokistologicos (ROCHA,
1989; OLIVEIRA, 1989; SOUSA, 1989; SOUSA 1994; OHNRA 1995;
SIRIMARCO, 2000; BURCHet al, 2000; ISBISTER, 2001; REYS, 2004,
OLAISON, 2004; ALMEIDA, 2006; PLATELLet al, 2007). No presente
estudo foram utilizou-se métodos clinicos, mecajiconunoldgicos e
histologicos.

HENDRIKS & MASTBOOM (1990) na discussdao sobre
parametros de cicatrizagdo em anastomoses inisstxg@erimentais nao
relacionam a evolugdo clinica como critério de iagab, mas o indice de
deiscéncia das anastomoses tem importancia crooiatratar-se na pratica
médica, da complicacdo mais grave de uma anastopslgesua associacao
com altas taxas de morbidade e mortalidade (SOUWS24).

No presente estudo s60 houve um caso de deiscéomi,
vazamento para a cavidade peritoneal, de um ardmarupo estudo, que
morreuno 5° DPO. Outros trés animais no grupo estudo animal no grupo
controle apresentaram deiscéncia parcial, bloqueaoia epiplon, sem

repercussao clinica e sem relagéo com o uso dainmidbe.
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Variados farmacos como determinados antimicrobianos
guimioterapicos, imunomoduladores, corticosteroigeamtiinflamatorios nao
hormonais foram descritos como prejudiciais a dzatdo de feridas e
anastomoses. Os corticosteroides diminuem a resiat@ tenséo, a taxa de
epitelizacdo, a neovascularizacdo, e também inineansamenta contragéo
da ferida. Além disto, os corticosteroides suprimersistema imune, que
torna as feridas suscetiveis a infeccdo (EHLRICH HWNT, 1969;
STEPHENSet al, 1971; OLAISON, 2004; MANTZOROSt al, 2004;
MANTZOROS et al, 2006). O uso pré-operatorio de corticosterdides e
pacientes com doenca inflamatoria intestinal suililoe@ cirurgia eletiva dos
intestinos foi associada a risco aumentado de c¢oagdles infecciosas pos-
operatorias (ABERRAt al, 2003).

De modo similar, drogas antiinflamatorias nao harai® causam
vaso constricdo, suprimem a resposta inflamatd@limjnuem a sintese de
colageno e reduzem a resisténcia a tenséo e aacéotda ferida. Essas
drogas também interferem na migracéo leucocitéaia @ ferida, causando
suscetibilidade maior a infeccdo. Medicamentos nanplasicos e
Imunossupressores podem prejudicar a producaobdaebfastos, resultando
em resisténcia a tensao diminuida (GOGIA, 2003; EANOS et al, 2007),
entretanto algumas drogas antineoplasicas compexitabine, um precursor
do 5-fluorouracil, ndo demonstrou nenhum impactgatieo na cicatrizacéo
de anastomoses col6nicas em ratos (KONSTANTINK&I&L, 2006).

Apesar de seu pequeno efeito em culturas de céuiamnas
normais, o TNFe aparenta ser toxico ao endotélio vascular. OwdigERes
incluem estimulo ao crescimento de fibroblastos, algras linhagens
celulares, ativacdo de neutrofilos polimorfonuasar inducdo da IL1,

Prostaglandina E2 e producédo de colagenase (MARGEiiTal, 2002;
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BIOMYX TECHNOLOGY, 2007). Teoricamente, estimuland@rescimento
de fibroblastos o TNFe- estaria promovendo ou melhorando a cicatrizacéo,
mas ao mesmo tempo, quando aumenta a producaolatperase estaria
prejudicando a cicatrizagao.

O TNF-a induz expressao da citocina promotora da angi@géne
o fator de crescimento endotelial vascular (VEG&),um aumento da
expressao da citocina pro-fibrética, o fator descreento transformante -
beta (TGFB), e expressdo da fibronectina, além de promovposigio de
colageno nos tecidos peritoneais (MARGETEESL, 2002).

As citocinas Thl(linfocito T auxiliar — resposta unoldgica
voltada para ativacdo de macrofagos), tais comaterferon (IFN)y, a
Interleucina (IL)-2 e o TNk, estdo frequentemente elevadas na mucosa de
pacientes com doenca de Crohn e outras doencasnatfirias cronicas. O
TNF-a ndo € formalmente considerado uma citocina Thl per
habitualmente uma citocina derivada de macrofagas ras evidéncias
sugerem que as células T sdo uma importante fant&@NFo na lamina
propria. Na doenca de Crohn, biopsias obtidas g@igeda anastomose nos
primeiros trés meses apoés cirurgia revelam um pade citocinas com
predominio de Th2 (linfocito T auxiliar — respostaunologica voltada para
producédo de anticorpos) em vez da inflamacéo denghtloenca de Crohn
estabelecida. Outras citocinas podem influenci@ascata inflamatoria em
diferentes momentos (ABREU, 2003).

Para alguns autores o TNFadquiriu uma conotagdo negativa.
Contudo, na concentracdo apropriada, € um poteredar de varios
processos biologicos como a hematopoiese e angisg&§MOONEYet al,
1990; CLARK et al, 2000). Quando localmente aplicado a ferimentos,

demonstrou-se estimulacdo da angiogénese e aurdanforca de ruptura
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(MOONEY et al, 1990) ou de deposicao de hidroxiprolina (REGét\al,
1993). Ja outros estudos nédo demonstraram alterdSIEENFOSet al,
1989) ou relataram reducédo da for¢ca de rupturanmendicdo do gene de
expressao do colageno (SALOMO&t al, 1991). Este dltimo estudo é
corroborado por uma pesquisa envolvendo camundarosa producédo de
TNF-a prejudicada, nos quais se obteve aumento sigivficala forca de
ruptura em associagdo a um aumento na producématgeno e da transcricao
do gene procolageno (BETTINGE®,al, 1994).

Pacientes submetidos a bloqueio sistémico do d@NFRpor
receberem tratamento com anticorpo monoclonal BNf-a, dentro de 12
horas do diagnostico de sépse, ndo apresentararacald na deposicdo de
colageno (CLARKEgt al., 1998).

A producdo de mediadores pro-inflamtérios pelo okl
seccionado, como o TNé- interleucinas, ecosandides entre outros podem
ocasionar efeitos ndo sé no local da lesdo, comodros tecidos e 0rgaos a
distancia. Estes fatores pro-inflamatorios em es@egpodem inclusive
contribuir para a sindrome de disfuncdo de mukiplmaos (CLARKet al,
2000).

Na doenca de Crohn o tratamento de pacientes ciiminiabe
foi associado com reducdo substancial do marcaditematorio sérico
comumente elevado, a proteina C reativa. Célulasomecleares de sangue
periférico (CMSP) de pacientes tratados com infixibe ndo apresentaram
diminuicdo das respostas proliferativas em respastaestimulos em
comparacdo com pacientes ndo tratados; ndo foramnauas alteracoes
substanciais na producao de citocinas pelas CM8Rudsdas depois do
tratamento com infliximabe. A analise de célulaslataina propria obtidas

por biopsia da mucosa intestinal mostrou que @rmahto com infliximabe
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provoca reducdo do numero de células capazes dessap 0 TNFx e a
interferona gama. Estudos histolégicos adicionaigeiceram evidéncia que o
tratamento com infliximabe reduz a infiltracdo ddutas inflamatérias em
areas afetadas do intestino e a presenca de megsadfiamatorios nesses
sitios (GUIA DE ADMINISTRACAO-REMICADFE’). Em nosso estudo 0s
resultados obtidos ndo demonstraram diferencas estgrupos na avaliagcédo
do parametro infiltrado inflamatorio.

A avaliacéo histologica de bidpsias de colon olstela humanos,
antes e quatro semanas apos administracdo den#be, revelou reducao
substancial de TNE-detectavel (YAMAMOTOCet al, 2005a).

No presente estudo, ao contrario, a producao talcak TNFe.
se manteve constante e igual no 3° dia pos-oper&idr ambos 0s subgrupos
C3 e E3, assim como nos demais subgrupos avali@do£7, C14 e E14). A
producéo do TNFetecidual foi aparentemente igual e constante foa@s 0s
animais ao longo do estudo. O resultado do estudoohistoquimico sugere
gue o infliximabe ndo alterou de forma significati@ producéo tecidual do
TNF-a. Ao contrario, estudo de TRINTAFILLIDI®t al (2005), obteve uma
diminuicdo do TNFe tecidual em ratos com colite induzida, tratados) co
infliximabe.

Estudos sugerem que o infliximabe pré-operatorio rMdi
associado a aumento de complicacdes pos-operapigasces apos cirurgia
abdominal eletiva para doenca de Crohn (COLOMEERL, 2004) e que, na
verdade, citocinas antiinflamatdrias podem melhorar cicatrizacéo
blogueando a liberacéo do TNHTAY et al., 2003).

O Picro-Siriusé um corante anionico forte, que age por reagao de
seu grupamento acido sulfénico com grupamentoscdsspresentes na

molécula do colageno. Suas moléculas alongadasxs@las paralelamente as
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fibras do colageno. Esta relacdo de paralelisme exst moléculas do corante
e do colageno resulta em um aumento de sua hmgéficia podendo,
portanto, ser considerado um corante especifica palageno. A andlise
histomorfométrica tem a vantagem de quantificar nelusive analisar
gualitativamente os subtipos de colagenos presardeseparo cicatricial,
utilizando-se luz polarizada (por filtro otico esfieo) devido as diferencas
caracteristicas de birrefringéncia entre os coldgeripos | e |l
(JUNQUEIRA et al,1979; JUNQUEIRA et al,1982; MONTES &
JUNQUEIRA, 1991; REYS, 2004).

Na avaliacdo histologica, no presenestudo, néo foram
encontradasliferencas significativas entre os grupos estudorgrole e entre
0s subgrupos. Na avaliacdo histomorfométrica dagewio, em laminas
coradas peldPicro-Sirius, através de analise (quantitativa e qualitativa) po
iImagem digitalizada esoftware especifico (Image J), houve diferencas
estatisticamente significantes quando comparadanivsais dos subgrupos
E3 e E14. Entretanto quando comparado o subgrugoc@h o E 14 nao foi
observadadiferenca estatisticamente significante que puddasstusive
corroborar os resultados da avaliagao pelo testesigéncia ténsil.

Em uma revisdo sistematica examinando o uso de
imunomoduladores e os riscos de complicacfes péstgpias em pacientes
com doenca inflamatoria intestinal submetidos @rgia abdominal, concluiu-
se que, no momento, nao existe evidéncia de aurdartexa de complicacdes
poOs-operatdrias associadas ao uso de imunomodea@SlUBRAMANIAN
et al, 2006). O tratamento com imunomodulador (inflialme) perioperatorio,
melhorou de forma significativa os resultados deigrdes com doenca de

Crohn submetidos a resseccdo e anastomose (@Aal, 2003). Alguns
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autores consideram como uma indicacdo potenciaoodo infliximabe no
pré-operatorio de pacientes com doenca de CrolAEH| 2004).

Apesar de dnfliximabe, um anticorpo monoclonal quimérico,
produto de engenharia genética, ser constituidér@apdes humanas (maioria)
e de camundongo, interferiu na concentragcdo séacCENF-o em ratos, como
demonstrado no resultado verificado ao se compaaubgrupos C3 e E3
com o grupo referéncia. A administracao do infliabe diminuiu no 3° dia
pos-operatorio os valores do TNFsérico, que deveriam estar aumentados
com o estimulo cirargico.

Neste estudo os resultados da quantificacdo do o N&-soro
dos animais demonstraram que o0s niveis de dNEwculante séo
normalmente baixos como demonstrado pelo grupoer&atia” (nao
submetidos a procedimentos cirdrgicos ou a admagdo de farmacos), que
foram utilizados para se estabelecer um valor tbzémecia para o TNk-em
ratos. Os valores do TNé&nao foram alterados de forma significativa com os
procedimentos cirdrgicos a nédo ser no subgrupodCual a elevacéo sérica
de TNF« foi estatisticamente significante, sugerindo g@g@essao cirargica
eleva o TNFe nos pdos-operatério precoce, porém por volta dDF® estes
valores estdo semelhantes ao do grupo “referénciedmbém n&o houve
alteracoes significativas dos valores no grupodesiiE). Os resultados da
comparacao entre os subgrupos C3 e E3 foram éstatiente significantes,
sugerindo um efeito do infliximabe sobre o ThFem ratos na fase
inflamatoria da cicatrizagao.

Apesar de atualmente ndo existir nenhuma provanitiefi de
ligacdo entre a terapia com infliximabe e cana@rdéscrito na literatura um
caso de carcinoma anorretal apos terapia comimtite na doenca de Crohn,

deixando duvidas quanto ao aumento na incidénciaadeer em pacientes
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tratados com infliximabe (MELICHAFRet al, 2006). Outros autores relatam
associacao da terapia com infiximabe com linforepses e oObito.

Em um estudo de tratamento de doenca de Crohn asncdortes
feitas no Massachusetts General Hospital em Bodi\, os autores
concluiram que apesar do risco aumentado de linformerte associados ao
uso do infliximabe, a melhora clinica substancialre menor nimero de
operagcbescomo resultado do tratamento com infliximabe resalh em
aumento da qualidade de vida e que em pacienes@®dos, 0s beneficios
do infliximabe sdo muito maiores que os riscostiffuando o seu uso
(SIEGELet al, 2006).

Em recente revisdo sobre o uso do infliximabe atatnento da
retocolite ulcerativa, verificou-se que o inflixibe foi efetivo induzindo a
remissdo como resposta clinica, promovendo ciegtiz e diminuindo o
nimero de colectomias, pelo menos em curto praZeitoE adversos
atribuidos ao infliximabe ndo foram comuns nosdstuncluidos na revisao
(LAWSON et al, 2006). No presentestudo ndo observamagacoes
anafilaticas ou eventos sépticos.

O guia de administracdo do infliximabe preconiza a
administracéo através de infusdo endovenosa ens dosevariam de 1 a 20
mg/kg de peso. Na doenca de Crohn, atualmente@ madicacédo para 0 uso
do infliximabe, a dose recomendada é de 5 mg/kged®. A administracao
por infusdo endovenosa do infliximabe pode apresefeitos indesejaveis.
Em estudos clinicos, 19% dos pacientes tratados udliximabe em
comparacdo com 8% dos pacientes tratados com plagbsentaram efeito
relacionado a infusdo durante a infusdo ou nas rashde poés-infuséo.
Aproximadamente 3% das infusbes foram acompanhatassintomas

inespecificos como febre e calafrios, 0,7% de gouou urticaria, 1% por
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reacdes cardiopulmonares (dor toracica primarjotbnséo, hipertensdo ou
dispnéia) e 0,1% por sintomas combinados ou priutrtdcaria e reagdes
cardiopulmonares. A interrupcdo do tratamento eworem 0,3% dos
pacientes e todos se recuperaram, com ou semaechpica (GUIA DE
ADMINISTRACAO — REMICADE®).

Vias alternativas de administracdo do infliximab&mv sendo
estudadas e existem estudos demonstrando que aistdagéio subcutanea do
infliximabe reduz os niveis de atividade inflam&ddo intestino grosso de
ratos com colite quimica, bem como o ThRecidual, tendo os melhores
resultados quando administrados na dose de 5 mglkg peso
(TRINTAFILLIDIS et al, 2005). Um estudo fase |, para avaliacdo da
seguranga, resposta clinica, e farmacocinética dea uormulacéo
experimental do infliximabe para administracdo sidtea ou intramuscular
concluiu que esta formulacao foi bem tolerada eagsiociada a uma resposta
favoravel (WESTHOVENS!t al, 2006).

A administragdo subcutanea do infliximabe foi benterada
pelos animais neste estudo. Optamos por esta g@alla nos trabalhos de
TRIANTAFILLIDIS (2005) e WESTHOVENS (2006) descrg#gacima, face
as dificuldades em se administrar o infliximabe ipfwséo venosa prolongada
em ratos, o que poderia requerer procedimento &iestou de sedacao do
animal. Entendemos que a apatia observada em afgungerda ponderal
observada em todos os animais do grupo experim&malrelagdo com a
droga e ndo com a via de administracdo e que subieutanea pode ser uma
excelente alternativa.

No estudo, a mortalidade foi de 10% no grupo erpamtal e 3,3% no
grupo controle, perfazendo uma mortalidade globa,66% e esta de acordo

com a literatura pertinente que relata taxas ddatmade entre 0 a 11,4%,
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por diversos motivos, desde os efeitos diretosddagas utilizadas, como a
toxicidade, até a deiscéncia da anastomose, amp&ite as intercorréncias
anestésicas (MASTBOOMet al., 1991; EUBANKS et al., 1997,
SIRIMARCO, 2000; ALMEIDA, 2006).

Novas pesquisas Sao necessarias para a confirndestes

resultados obtidos neste estudo experimental.
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6-CONCLUSAO

Nas condicdes e forma em que foi realizado o ptesestudo, o
infliximabe interferiu na fase inflamatoria, camatando-se por reducdo na
concentracao de colageno e melhorou a resist&msd tdas anastomoses na

fase de remodelagao.
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TABELA 1 - PESO PRE-OPERATORIO, PESO NO DIA DA ORERAO, PESO NO DIA DA EUTANASIA, EVOLUGCAO CLINICA #0S
ADMINISTRAGAO DO INFLIXIMABE E RESISTENCIA TENSIL DA ANASTOMOSE E DOSAGEM QUANTITATIVA DO TNFe.

Animal Peso | Infliximabe 5mg/kg Evolucéo Peso na Pesona Resisténcia ténsil (N) Dosagem quantitativa
inicial (ml) operagao re-operagao Anastomose do TNFa (ng/mL)

E3.1 347 1,75 s/ alteracdes 337 279 0,17 0,005
E3.2 368 1,85 s/ alteracBes 358 340 0,19 0,007
E 3.3 317 1,60 s/ alteracbes 309 280 0,39 0,010
E34 349 1,75 ericamento 336 306 0,23 0,048

E 3.5 363 1,80 s/ alteracBes 350 320 0,52 0,009

E 3.6 348 1,75 apatia 336 313 1,03 0,009/0,072
E 3.7 357 1,80 s/ alteracBes 352 337 0,33 0,013

E 3.8 390 1,90 s/ alteracBes 379 358 0,51 0,00220,0
E 3.9 334 1,65 s/ alteracdes 330 293 1,00 0,01240,0
E 3.10 358 1,80 s/ alteragbes 345 294 0,72 0,0m070,
E7.1 381 1,90 s/ alteracdes 379 e e e

E7.2 364 1,80 s/ alteracdes 358 312 1,37 0,041
E7.3 328 1,65 apatia 317 277 2,80 0,025
E7.4 355 1,75 s/ alteracdes 351 300 0,88 0,00B10,0
E75 338 1,70 s/ alteracBes 332 284 0,49 0,017
E7.6 326 1,65 agitacao 316 269 2,94 0,023/0,011
E7.7 295 1,45 s/ alteracdes 292 256 1,17 0,01810,1
E7.8 335 1,70 s/ alteracbes 328 267 1,19 0,000,0
E7.9 336 1,70 s/ alteracdes 329 272 1,27 0,008B10,0
E 7.10 324 1,60 s/ alteragbes 313 264 0,80 0,00830,
E14.1 326 1,65 s/ alteracbes 318 290 2,94 0,009

E 14.2 320 1,60 s/ alteracbes 309 312 2,92 0,087

E 14.3 351 1,75 apatia 345 303 1,95 0,025/0,002
E 14.4 306 1,55 s/ alteracbes 300 250 1,85 0,0mE0,

E 145 344 1,70 s/ alteracbes 33 e e ————

E 14.6 360 1,80 s/ alteragbes 348 364 2,76 0,00e%0,

E 14.7 325 1,65 s/ alteragbes 318 337 1,96 0,0uBr0,

E 14.8 357 1,80 s/ alteracbes 347 366 2,41 0,00@80,

E 14.9 345 1,75 s/ alteracbes 335 338 1,79 0,00m™0,

E14.10 354 1,75 ericamento 347 e e o




TABELA 2 - PESO PRE-OPERATORIO, PESO NO DIA DA OREERAO, PESO NO DIA DA EUTANASIA, EVOLUGCAO CLINICA A®S
ADMINISTRAGAO DA SOLUGAO DE NaCl 0,9% E RESISTENAITENSIL DA ANASTOMOSE E DOSAGEM QUANTITATIVA DO TNr-a.

Animal Peso Solucéo de NacCl Evolucéo Peso na Pesona Resisténcia ténsil (N) Dosagem quantitativa
inicial 0,9% (ml) operacao re-operagao Anastomose do TNFa (ng/mL)
Cc31 215 1,10 s/ alteracBes 225 199 0,05 0,084
Cc3.2 221 1,10 s/ alteracdes 238 202 0,27 0,017
Cc33 238 1,20 s/ alteracBes 255 213 0,07 0,026
c34 338 1,70 s/ alteracBes 352 326 0,84 0,319
C35 338 1,70 s/ alteracBes 346 296 0,43 0,009
C3.6 380 1,90 s/ alteracBes 393 341 0,33 0,005
C3.7 219 1,10 s/ alteracdes 231 220 0,31 0,007
C3.8 350 1,75 s/ alteracdes 359 310 0,43 0,024
Cc3.9 384 1,90 s/ alteracBes 397 332 1,05 0,085
C 3.10 380 1,90 s/ alteragbes 391 338 0,37 0,023
c7.1 334 1,65 s/ alteracdes 346 285 1,02 0,024
c7.2 325 1,65 s/ alteracdes 336 245 0,94 0,496
Cc73 378 1,90 s/ alteracBes 391 330 1,76 0,007
Cc74 390 1,95 s/ alteracBes 400 310 2,06 0,007
Cc75 359 1,80 s/ alteracdes 368 334 1,11 0,006
C7.6 370 1,85 s/ alteracBes 383 296 1,47 0,132
c7.7 352 1,75 s/ alteracdes 354 307 1,78 0,023
Cc738 351 1,75 s/ alteracBes 372 306 1,78 0,007
Cc79 356 1,80 s/ alteracBes 371 300 1,11 0,004
Cc7.10 370 1,85 s/ alteragbes 382 e e R
ci14.1 350 1,75 s/ alteracbes 355 341 0,93 0,053
C14.2 347 1,75 s/ alteracbes 358 333 1,33 0,011
Cc143 238 1,20 s/ alteracbes 246 283 1,43 0,004
Cl1l44 222 1,10 s/ alteracbes 233 257 1,36 0,005
Cc145 339 1,70 s/ alteracbes 352 410 2,31 0,015
C14.6 334 1,65 s/ alteracbes 337 331 0,84 0,021
ci14.7 365 1,80 s/ alteracbes 379 384 1,35 0,009
c1438 244 1,20 s/ alteragbes 256 291 1,55 0,004
C14.9 328 1,65 s/ alteragbes 336 306 1,11 0,077
C14,10 255 1,30 s/ alteragbes 262 313 1,53 0,005
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TABELA 3 — EVOLUCAO CLINICA POS-OPERATORIA (GRUPOSTUDO).

Animal

Apatia

Ericamento
de pelos

Distensao
abdominal

Diarréia

Hematoma

Flogose

Deiscéncia de
parede

E3.1
E3.2
E3.3
E34
E3.5
E3.6
E3.7
E 3.8
E 3.9
E 3.10

o+oo0co0o++001d
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cleNoloNecloNoNoNo ol

cl=NeoloNololoNoNoNe]

cl=NeoloNololoNoNoNe]
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+

O+ 000+ 000 +

+
+

ot+toocoo+ o0 +
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oc0oocooo0ocoo®
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[cNoNoNol NoNol Ne)

+
+
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+
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+
+

o O +
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t toocot
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o oo

+++ (pele)

0
0
0
0
0

0
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TABELA 4 — EVOLUCAO CLINICA POS-OPERATORIA (GRUPO@NTROLE).

Animal

Apatia

Ericamento
de pelos

Distensao
abdominal

Diarréia

Hematoma

Flogose

Deiscéncia de
parede

Cc31
c32
C33
C34
C35
C3.6
c37
Cc3.8
C3.9
C3.10

OO0 +000 + + 0O

OO0OO0O0O0O + 000 +

0

+o+00+ + + +

O+ O0O0O0O0CO0OO0O0 +

OO0 00000000

OO0 O0O0O0O0O0O0O0OO0o

clololoNoloNoNoNe o)
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OOOOOOOOOO
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TABELA 5 — AVALIACAO DOS ACHADOS CIRURGICOS NA RE-BERACAO (GRUPO ESTUDO).

Animal | Aderéncia] Hematoma Abscess Andlise opeeator |  Obstrucdo intestinal | Deiscéncia da anastomose
E3.1 ++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrugdo s/ vazament
E 3.2 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
E 3.3 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrucéo s/ vazamento
E 3.4 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrucéo s/ vazamento
E 3.5 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrucéo s/ vazamento
E 3.6 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
E 3.7 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
E 3.8 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrucéo s/ vazamento
E 3.9 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
E 3.10 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament
E7.1 ++ 0 0 peritonite fecal s/ obstrucdo vazamento
E7.2 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
E7.3 ++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrugdo s/ vazament
E7.4 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
E7.5 +++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo bloquegiplen
E7.6 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrucéo s/ vazamento
E7.7 ++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament
E7.8 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrucéo s/ vazamento
E7.9 ++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrugdo bloqueiplep
E7.10 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament
E14.1 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament
E 14.2 ++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamen
E 14.3 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugdo s/ vazament
El14.4 ++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamen
E 145 ++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrugdo s/ vazamento
E 14.6 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugdo s/ vazament
E14.7 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament
E 14.8 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugdo s/ vazament
E 14.9 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament
E14.10 ++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrucdo blogueio epiplon
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TABELA 6 — AVALIACAO DOS ACHADOS CIRURGICOS NA RE-BERACAO (GRUPO CONTROLE).

Animal | Aderéncia] Hematomg Abscessd Andlise opeeatér | Obstrugdo intestinal | Deiscéncia da anastomose
c31 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrucéo s/ vazamento
c32 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrucéo s/ vazamento
c33 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
C34 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazaménto
C35 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazaménto
C36 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
c37 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
c3s8 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazaménto
Cc3.9 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
C 3.10 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamént
c7.1 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
c7.2 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrucéo s/ vazamento
c73 ++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament
C74 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
Cc75 ++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrugdo s/ vazament
Cc7.6 +++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamen
cr.7 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
c7.8 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrucéo s/ vazamento
c7.9 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazamento
C7.10 +++ 0 0 s/ peritonite s/ obstrucao blogueio epiplon
cl14.1 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament
c14.2 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament
Cc 143 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugdo s/ vazament
Cl4.4 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament
C 145 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament

C14.6 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament

c 147 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugdo s/ vazament

Cc 148 0 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament

Cc 14.9 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament

C14.10 + 0 0 s/ peritonite s/ obstrugéo s/ vazament

*Necrose de mucosa perianastomética praki
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TABELA 7 — PARAMETROS HISTOLOGICOS ANALISADOS (GRUPESTUDO).
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Animal | Fibroblastos| Fibroblastos| Fibroblastos| Fibrose Abscesso Infiltrado Infiltrado Vascularizagéo Ulceracao
quantidade | disposicdo | maturagdo mononuclear | polimorfonuclear
E3.1 ++ enov + 0 S + ++ 0 0
E3.2 + enov 0 0 S + +++ + ++
E3.3 + enov 0 0 S + ++ + +
E3.4 ++ enov 0 0 S + ++ 0 0
E 3.5 ++ enov 0 0 N + ++ + +
E 3.6 +++ enov + 0 S + +++ 0 +
E3.7 ++ enov 0 0 S + +++ + 0
E 3.8 ++ enov 0 + S ++ ++ + +
E3.9 ++ enov 0 0 N ++ + 0 0
E 3.10 + enov 0 0 S ++ +++ 0 ++
E71 | - | e | | e | e e S e e
E7.2 ++ horiz ++ ++ N ++ ++ ++ ++
E7.3 +++ enov + + S + +++ + +
E7.4 + enov + ++ N ++ ++ ++ ++
E75 +++ horiz ++ ++ N ++ ++ +++ +
E7.6 +++ horiz +++ ++ N ++ ++ ++ 0
E7.7 +++ horiz ++ ++ S + +++ ++ +
E7.8 ++ horiz ++ +++ N ++ ++ +++ 0
E7.9 ++ enov + + S ++ +++ ++ 0
E7.10 +++ horiz ++ ++ S ++ ++ ++ 0
El14.1 +++ horiz +++ +++ N +++ + +++ +
E 14.2 +++ horiz +++ +++ N ++ ++ ++ 0
E 14.3 ++ horiz ++ ++ N +++ + ++ 0
El144 ++ horiz ++ +++ S +++ + +++ 0
E145 | - | e | e | e e — | e e e
E 146 + horiz ++ ++ N ++ ++ ++ 0
E14.7 +++ horiz +++ ++ N +++ ++ ++ 0
E 14.8 ++ horiz ++ +++ N +++ + +++ 0
E 14.9 ++ horiz +++ ++ N ++ ++ ++ 0

E14.10




TABELA 8 — PARAMETROS HISTOLOGICOS ANALISADOS (GRUPCONTROLE).
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Animal | Fibroblastos| Fibroblastos| Fibroblastos| Fibrose Abscesso Infiltrado Infiltrado Vascularizagédo Ulceragéo
quantidade | disposicdo | maturagdo mononuclear | polimorfonuclear
c31 ++ enov 0 0 S + +++ + 0
c3.2 +++ enov + 0 S ++ ++ 0 ++
C33 ++ enov 0 0 N + ++ 0 ++
C34 ++ enov 0 0 S + +++ 0 0
C35 ++ enov 0 + S ++ ++ + 0
C3.6 + enov 0 0 S + ++ 0 +++
c3.7 ++ enov 0 0 N ++ ++ 0 +
c38 ++ enov 0 0 N + +++ 0 +
C3.9 ++ enov 0 0 S + +++ 0 +
c3.10 +++ horiz 0 0 N + ++ + 0
c7.1 ++ enov + + N + ++ ++ ++
c7.2 ++ horiz ++ ++ S + ++ ++ ++
c73 +++ horiz ++ ++ S + +++ ++ ++
C74 ++ enov + + S ++ ++ ++ +
C75 +++ horiz ++ ++ N + ++ ++ 0
C76 ++ horiz ++ + N + +++ + 0
cr.7 +++ enov + + N ++ ++ + 0
c7.8 +++ horiz ++ ++ N ++ ++ ++ +
c79 ++ enov + + S + +++ ++ +
C710 |  ====mm | mmmemem | mmmemem | mememem | emmee e | e | ememee= [ meeee
cl14.1 +++ horiz +++ ++ N +++ + ++ 0
CcC14.2 ++ horiz +++ +++ N ++ ++ +++ +
Cc14.3 ++ horiz +++ ++ N +++ + ++ 0
Cl4.4 +++ horiz ++ ++ N ++ ++ +++ 0
C 145 ++ horiz ++ +++ N ++ ++ ++ 0
C14.6 ++ horiz ++ ++ S ++ ++ +++ 0
c 147 +++ horiz +++ +++ N +++ + ++ +
Cc148 + horiz ++ ++ N +++ + ++ 0
C 14.9 ++ horiz +++ ++ N ++ ++ +++ 0
C14.10 ++ horiz +++ +++ N +++ + +++ 0




TABELA 9 - VARIACAO PONDERAL DOS ANIMAIS - ANOVA
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95% Intervalo de confianc
para a média
n Média | Desvio Padrap Erro Padré@bBaixa inferior| Faixa superioy Minimo Maximo

Peso E3 10 353,10 19,63 6,21 339,06 367,14 317,00 390,00
inicial E7 10 338,2( 23,8¢ 7,54 321,1¢ 355,2¢ 295,0( 381,0(

E14 10 338,80 18,29 5,78 325,72 351,88 306,00 360,00

C3 10 306, 3( 73,51 23,27 253,6" 358,9: 215,0( 384,0(

Cc7 10 358,5( 19,6 6,2C 344,4¢ 372,5¢ 325,0( 390,0(

C14 10 302,20 55,21 17,46 262,70 341,70 222,00 365,00

Total 60 332,85 44,91 5,80 321,25 344,45 215,00 390,00
Peso: diada E3 10 341,9( 17,8¢ 5,6€ 329,1( 354,7( 309,0( 379,0(
operacao E7 10 331,50 25,19 7,97 313,48 349,52 292,00 379,00

E14 10 330, 2( 17,6¢ 5,5¢ 317,5: 342,8: 300,0( 348,0(

C3 10 316,70 74,76 23,64 263,22 370,18 225,00 397,00

C7 10 369, 3( 22,1¢ 7,01 353,4¢ 385, 1¢ 326,0( 400,0(

C14 10 311,4( 55,2¢ 17,4¢ 271,8: 350,9: 233,0( 379,0(

Total 60 333,50 44,15 5,70 322,10 344,90 225,00 400,00
Peso: diada E3 10 312,0( 26,72 8,4t 292,8¢ 331,1: 279,0( 358,0(
re-operagcao E7 9 277,8¢ 18,01 6,0C 264,0: 291,7: 256,00 312,0(

E14 8 320,00 39,31 13,90 287,13 352,87 250,00 366,00

C3 10 277,7( 61,2: 19,3¢ 233,9( 321,5( 199,0( 341,0(

Cc7 9 301,44 26,19 8,73 281,31 321,58 245,00 334,00

C14 10 324,9( 46,0¢ 14,57 291,9¢ 357,8t¢ 257,0( 410,0(

Total 56 302,14 42,24 5,65 290,83 313,46 199,00 410,00
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TABELA 10 - COMPARACAO DAS VAEQIANCIAS DOS PESOS DOS ANIM& AFERIDOS NO INICIO DO
EXPERIMENTO, NO DIA DA OPERACAO E NO DIA DA REOPERACAO

Soma dos Mediana

Pesos Fonte guadrados  df gquadrada F  Sig.
Peso Inicial Entre os grupos (Combinado) 27763,35 500 5552,67 3,29 ,012

Dentro dos grupos 91212,30 54,00 1689,12

Total 118975,65 59,00
Peso d|~a da Entre os grupos (Combinado) 21377.40 500 427548 2.47 044
operacao

Dentro dos grupos 93613,60 54,00 1733,59

Total 114991,00 59,00

Peso dia da Entre os grupos (Combinado)

~ 19974,75 500 399495 2,56 ,039
re-operacao

Dentro dos grupos 78178,11 50,00 1563,56
Total 98152,86 55,00




TABELA 11- PROVA DE HOMOCEDASTICIDADE DOS PESOS DOS MAIS NO DIA
ADMINISTRACAO DO INFLIMABE, NO DIA DA OPERACAO E NO DA DA REOPERACAQ

Levene Statistic dfl df2 Sig.
Pesclnicial 22,221 5 54 ,000
Peso dia operag 21,683 5 54 ,000

Peso dia 1-operaca 6,048 5 50 ,000
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TABELA 12 — VARIACAO PONDERAL APOS ADMINISTRACAO DANFLIXIMABE OU SOLUCAO DE NaCl A

0,9%. TESTE DE LEVENE E TESTE

Desvio Erro
Subgrupo N Média padrdo padréo
E 30,000 -8,400 3,114 0,569
C 30,000 11,133 3,998 0,730
Teste de Levene
para igualdade de
variancias Teste T para comparacao de medias
Signifi- Intervalo de confianca
cancia Diferenca - 95%
(bi- Diferenca| do erros
F | Significancig t df caudal) | das médias padrédo | Inferior | Superior
Variancias
iguais | 0,226 0,636 -21,113 58,000 0,000 -19,533 0,925 -21,385 -17,681
presumidas
Variancias
diferentes -21,113| 54,722 0,000 -19,533 0,925 -21,388 -17,679
presumidas
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TABELA 13 — VARIACAO PONDERAL APOS A OPERACAO (3°IB POS-OPERATORIO). TESTE DE LEVENE

E TESTEL.
Desvio Erro
Subgrupo N Média padrdo padrdo
E3 10,000 -31,200 13,983 4,422
C3 10,000 -41,000 16,200 5,123
Teste de Levene
para igualdade de
variancias Teste T para comparacao de médias
Signifi- Intervalo
cancia | Diferenca| Diferenga] confianga - 95%
Significan- (bi- das do erros
F cia t df | caudal)| médias | padrao | Inferior | Superior
Variancias
iguais 0,429 0,521 1,448 18,000 0,165 9,800 6,767, -4,417| 24,017
presumidas
Variancias
diferentes 1,448 17,624 0,165 9,800 6,767, -4,439 24,039
presumidas
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TABELA 14 — VARIACAO PONDERAL APOS A OPERACAO (7°IB POS-OPERATORIO). TESTE DE LEVENE
E TESTEt.

Desvio Erro

Subgrupo N Média padrdao padréo
E7 9,000 -48,333 7,681 2,560
c7 9,000 -67,556 19,622 6,541
Teste de Levene
para igualdade de
variancias Teste T para comparacao de medias
Signifi-
cancia| Diferencg Diferenga Intervalo de 95%
Significan- (bi- das do erros
F cia t df |caudal) médias | padréo |Inferior| Superior
Variancias
iguais 5,866 0,028/ 2,737/16,000 0,015 19,222 7,024 4,332 34,112
presumidas
Variancias
diferentes 2,73710,396 0,020f 19,222 7,024 3,652 34,792
presumidas




TABELA 15 — VARIACAO PONDERAL APOS A OPERACAO (1BIA POS-OPERATORIO). TESTE DE
LEVENE E TESTH.

Desvio Erro
Subgrupo N  Média padrdo padrao
E14 8,000 -7,500 28,269 9,995
C14 10,000 13,500 31,788 10,052
Teste de Levene
para igualdade de
variancias Teste T para comparacao de médias
Signifi-
cancia | Diferenca| Diferenga| Intervalo de 95%
Significan- (bi- das do erros
F cia t df | caudal)| médias | padrdo | Inferior | Superior
Variancias
iguais 0,293 0,596 -1,461 16,000 0,163 -21,000 14,372 -51,467 9,467
presumidas
Variancias
diferentes -1,481 15,7721 0,158 -21,000 14,175 -51,086 9,086

presumida

\*2J
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TABELA 16 — TESTE EXATO DE FISHER, PARA OBITO.

Obito C3 E3 C7 E7 Cl4 El4 C E
Nao 10 10 9 9 10 8 29 27
Sim 0 0 1 1 0 2 1 3

p 1,000 0,763 0,237 0,306
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TABELA 17 — FREQUENCIA DE APATIA POS-OPERATORIA.

Apatia C3 E3 C7 E7 Cl4 E14 C E
0 7 6 8 7 7 7 22 20
+ 3 3 1 2 3 1 7 6
++ 0 1 1 1 0 1 1 3
+++ 0 0 0 0 0 1 0 1

TABELA 18 — TESTE EXATO DE FISHER PARA APATIA POS-ORATORIA.

Apatia C3 E3 C7 E7 Cl4 E14 C E
Ausente 7 6 8 7 7 7 22 20
Presente 3 4 2 3 3 3 8 10

p 0,500 0,500 0,686 0,389
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TABELA 19 — FREQUENCIA DE ERICAMENTO DE PELOS.
Ericamento C3 E3 C7 E7 Cl4 E14 C E

0 8 8 7 6 7 7 22 21
+ 2 2 2 3 3 1 7 6
++ 0 0 1 1 0 1 1 2
+++ 0 0 0 0 0 1 0 1

TABELA 20 — TESTE EXATO DE FISHER PARA ERICAMENTO DE PBS.

Ericamento C3 E3 C7 E7 Cl4 E14 C E
Ausente 8 8 7 6 7 7 22 21
Presente 2 2 3 4 3 3 8 9

p 0,709 0,500 0,686 0,500

112



TABELA 21 — FREQUENCIA DE DISTENSAO ABDOMINAL.

Dist. abdominal C3 E3 C7 E7 Cl4 E14 C E

0 4 5 7 7 8 5 19 17
+ 6 5 2 1 2 4 10 10
++ 0 0 0 2 0 0 0 2
+++ 0 0 1 0 0 1 1 1

TABELA 22 — TESTE EXATO DE FISHER PARA DISTENSAO ABDOMAL.

Dist. abdominal C3 E3 Cc7 E7 Cl4 E14 C E
Ausente 4 5 7 7 8 5 19 17
Presente 6 5 3 3 2 5 11 13

p 0,500 0,686 0,175 0,396
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TABELA 23 — FREQUENCIA DE DIARREIA.

Diarréia C3 E3 c7 E7 Cl4 Ei14 C E

0 8 10 7 9 8 9 23 28

+ 2 0 2 1 2 0 6 1

++ 0 0 1 0 0 1 1 1

+++ 0 0 0 0 0 0 0 0

TABELA 24 — TESTE EXATO DE FISHER PARA DIARREIA.

Diarréia C3 E3 Cc7 E7 Cl4 E14 C E
Ausente 8 10 7 9 8 9 23 28
Presente 2 0 3 1 2 1 7 2

p 0,237 0,291 0,500 0,073

114



TABELA 25 — FREQUENCIA DE ADERENCIAS.

Aderéncia C3 E3 C7 E7 Cl4 E14 C E
0 3 1 1 0 4 4 8 5
+ 7 8 5 5 6 2 18 15
++ 0 1 2 4 0 4 2 9
+++ 0 0 2 1 0 0 2 1

TABELA 26 — TESTE EXATO DE FISHER PARA ADERENCIAS.

Aderéncia C3 E3 C7 E7 Cl4 E14 C E
Ausente 3 1 1 0 4 4 8 5
Presente 7 9 9 10 6 6 22 25

p 0,291 0,500 0,675 0,266
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TABELA 27 — FREQUENCIA DE HEMATOMA.

Hematoma E3 C3 E7 C7 E14 Cl14 E C

0 10 10 10 10 10 10 30 30

+ 0 0 0 0 0 0 0 0
++ 0 0 0 0 0 0 0 0
+++ 0 0 0 0 0 0 0 0

TABELA 28 — TESTE EXATO DE FISHER PARA HEMATOMA.

Hematoma E3 C3 E7 Cc7 E14 Cl14 E C
Ausente 10 10 10 10 10 10 30 30
Presente 0 0 0 0 0 0 0 0

p 1,000 1,000 1,000 1,000




TABELA 29 — FREQUENCIA DE FLOGOSE.

Flogose E3 C3 E7 c7 E14 Cl14 E C
0 10 10 10 10 10 10 30 30
+ 0 0 0 0 0 0 0 0
++ 0 0 0 0 0 0 0 0
+++ 0 0 0 0 0 0 0 0

TABELA 30 - TESTE EXATO DE FISHER PARA FLOGOSE.

Flogose E3 C3 E7 C7 E14 Ci4 E C
Ausente 10 10 10 10 10 10 30 30
Presente 0 0 0 0 0 0 0 0

p 1,000 1,000 1,000 1,000
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TABELA 31 — RESISTENCIA TENSIL DA ANASTOMOSE COLORA NO 3° DIA POS-OPERATORIO, TESTE DE
LEVENE E TESTH.

Desvio Erro
Subgrupo N  Média padrdo padrdo
E3 10,000 0,509 0,316 0,100
C3 10,000 0,415 0,312 0,099

Teste de Levene
para igualdade de

variancias Teste T para comparacao de medias
Signifi-
cancia| Diferencg Diferenga Intervalo de 95%
Significan- (bi- das do erros
F cia t df |caudal) médias | padréo |Inferior| Superior

Variancias
iguais 0,110 0,744/0,669 18,000 0,512 0,094 0,140, -0,201 0,389
presumidas
Variancias
diferentes 0,66917,998 0,512 0,094 0,140, -0,201] 0,389
presumida

U7




TABELA 32 — RESISTENCIA TENSIL DA ANASTOMOSE COLOMIA NO 7° DIA POS-OPERATORIO, TESTE DE

LEVENE E TESTH.

Desvio Erro
Subgrupo N Média padrdo padrao
E7 9,000 1,434 0,858 0,286
C7 9,000 1,448 0,413 0,138

Teste de Levene

para igualdade de

variancias Teste T para comparacao de médias
Signifi-
cancia | Diferenca| Diferenga| Intervalo de 95%
Significan- (bi- das do erros
F cia t df | caudal)| médias | padrdo | Inferior | Superior
Variancias
iguais 2,314 0,148 -0,042 16,000 0,967 -0,013 0,317, -0,686 0,660
presumidas
Variancias
diferentes -0,042 11,511 0,967 -0,013 0,317, -0,708 0,682

presumida

U7
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TABELA 33 — RESISTENCIA TENSIL DA ANASTOMOSE COLONIA NO 14° DIA POS-OPERATORIO, TESTE DE
LEVENE E TESTH.

Desvio Erro
Subgrupo N  Média padréo padrao
E1l4 8,000 2,323 0,495 0,175
Cl4 10,000 1,374 0,407 0,129

Teste de Levene
para igualdade de
variancias Teste T para comparacao de médias
Signifi-
cancia|Diferencg Diferenga Intervalo de 95%
Significan- (bi- das do erros
F cia t df |caudal) meédias | padréo |Inferior|Superior
Variancias
iguais 2,084 0,168| 4,469 16,000 0,000 0,949 0,212] 0,499 1,398
presumidas
Variancias
diferentes 4,368 13,536 0,001 0,949 0,217 0,481 1,416
presumidas




TABELA 34 — TESTE EXATO DE FISHER PARA QUANTIDADE DEIBROBLASTOS.

C3 E3 C7 E7 Cl4 El14 C E

Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0
Presente 10 10 9 9 10 8 29 27
p 1 1 1 1

TABELA 35 — TESTE EXATO DE FISHER PARA DISPOSICAO DFEBROBLASTOS.

C3 E3 C7 E7 Cl14 El14 C E

Horizontalizacao 1 0 5 6 10 8 16 14
Enovelamento 9 10 4 3 0 0 13 13
p 0,5 0,5 1 0,5075

TABELA 36 — TESTE EXATO DE FISHER PARA MATURACAO DE BROBLASTOS.

C3 E3 C7 E7 Cl4 E14 C E
Ausente 9 8 0 0 0 0 9 8
Presente 1 2 9 9 10 8 20 19
p 0,5 1 1 0,5704
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TABELA 37 — TESTE EXATO DE FISHER PARA FIBROSE.

C3 E3 C7 E7 Cl4 El14 C E

Ausente 9 9 0 0 0 0 9 9
Presente 1 1 9 9 10 8 20 18
p 0,763 1 1 0,6809

TABELA 38 — TESTE EXATO DE FISHER PARA ABSCESSO.

C3 E3 C7 E7 Cl4 El14 C E

Sim 4 2 5 5 9 7 18 14
N&o 6 8 4 4 1 1 11 13

p 0,314 0,681 0,706 0,308




TABELA 39 — TESTE EXATO DE FISHER PARA INFILTRADO MOGINUCLEAR.

C3 E3 C7 E7 Cl4 El14 C E

Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0
Presente 10 10 9 9 10 8 29 27
p 1 1 1 1

TABELA 40 — TESTE EXATO DE FISHER PARA INFILTRADO POMORFONUCLEAR.

C3 E3 C7 E7 Cl4 E14 C E
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0
Presente 10 10 9 9 10 8 29 27

p 1 1 1 1
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TABELA 41 — TESTE EXATO DE FISHER PARA VASCULARIZACAO.

C3 E3 C7 E7 Cl4 El14 C E

Ausente 7 5 0 0 0 0 7 5
Presente 3 5 9 9 10 8 22 22
p 0,325 1 1 0,4274

TABELA 42 — TESTE EXATO DE FISHER PARA ULCERACAO.

C3 E3 Cc7 E7 Cl4 E14 C E
Ausente 4 4 3 4 8 7 15 15
Presente 6 6 6 5 2 1 14 12
p 0,675 0,5 0,588 0,4925
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TABELA 43 — RESULTADOS DA DOSAGEM QUANTITATIVA DO TW-o SERICO, ATRAVES DO
METODO ELISA, COM KIT ESPECIFICO PARA RATOS, INCLUSIVE ABOSAGENS EM DUPLICATA

(ng/mL).
Grupos
Experimental Controle
Rato E3 E7 E1l4 C3 C7 Cl4
1 0,006 e 0,009 0,084 0,024 0,053
2 0,007 0,041 0,087 0,017 0,496 0,011
3 0,010 0,025 0,025/0,002 0,026 0,007 0,004
4 0,048 0,003/0,004 0,005/0,006 0,319 0,007 0,005
5 0,009 0,017 - 0,009 0,006 0,015
6 0,009/0,072 0,023/0,011 0,014/0,008 0,005 0,132 0,021
7 0,013 0,013/0,174 0,004/0,057 0,007 0,023 0,009
8 0,002/0,002 0,007/0,004 0,016/0,008 0,024 0,007 0,004
9 0,017/0,025 0,006/0,024 0,007/0,029 0,085 0,004 0,077
10 0,007/0,007 0,006/0,009 - 0,023 - ,0@b
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TABELA 44 - RESULTADO DA DOSAGEM QUANTITATIVA DO NF-o SENRICO, ATRAVES DO
METODO ELISA, COM KIT ESPECIFICO PARA RATOS, EM ANIMA NAO SUBMETIDOS A
MEDICACAO OU PROCEDIMENTO CIRURGICO, PARA ESTABELECIMENTO DEALOR REFERENCIA
(ng/mL).

Animais ndo manipulados

Rato TNIFe: (ng/mL)

0,996
0,936
0,824
0,850
0,953

a A~ W DN B
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CURVA PADRAO DO TNFa EM RATOS

Y

0. 547

0.273 |

0. 000

Report TP-READER

TNF alfa rato

0. 000 25.000 (A)

TNF-a rato ng/mL

(A)— Absorbancia 450 nm
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