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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos da metoclopramida e da bromoprida na cicatrizacdo de
anastomoses no coélon esquerdo de ratos na presenca ou auséncia de sepse abdominal.
Método: 120 ratos distribuidos em dois grupos contendo 60 animais cada, para eutanasia no
3° ou no 7° dia de pds-operatdrio (DPO). Cada grupo foi dividido em 2 subgrupos com trinta
animais cada, para operacfes na auséncia ou presenca de sepse abdominal induzida (ligadura
e puncdo do ceco). Cada subgrupo foi dividido em trés subgrupos contendo dez animais cada,
para administracdo de metoclopramida, bromoprida ou solu¢do de NaCl a 0,9%. Os ratos
foram submetidos a resseccdo de um segmento do colon esquerdo e anastomose término-
terminal. No dia da re-laparotomia foi avaliada a quantidade total de aderéncias e foi
removido um segmento colbnico para analise. Resultados: Ndo houve mortes relacionadas a
complica¢Bes anastomoticas. A administracdo de drogas procinéticas na auséncia de sepse
abdominal provocou menor porcentagem de cobertura da anastomose por aderéncias no 3°
DPO (p=0,02). Houve diminuicdo da forca de ruptura das anastomoses nos animais tratados
com bromoprida (p=0,01) no 3° DPO. No 7° DPO, os animais tratados com drogas
procinéticas tiveram menor reducdo da concentracdo de hidroxiprolina que os animais
controle (p=0,05). Houve aumento da expressao dos genes para metaloproteinase (MMP) 1a,
8 e 13 e interleucina (IL) 6 no 3° DPO, com retorno dos valores a linha de base no 7° DPO. A
administracdo de drogas procinéticas na presenca de sepse abdominal ndo alterou a formacao
de aderéncias. As anastomoses dos animais tratados com bromoprida tiveram menores
valores de forca de ruptura (p=0,01) e maior reducdo na concentracdo de hidroxiprolina
(p=0,03) no 3° DPO, sendo estas alteragdes associadas a maior expressdo do genes para
MMP. Os dois subgrupos de animais tratados apresentaram aumento da expressao do gene de
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) no 3° DPO. Apresentaram ainda maior porcentagem de
colageno no 7° DPO (p=0,05). N&o houve diferenca em relacdo aos achados histopatologicos
e imuno-histoquimica para fator de cresimento derivado do endotélio (VEGF) em todos os
subgrupos. Conclusdo: A droga procinética bromoprida prejudicou a cicatrizagcdo das
anastomoses no célon esquerdo de ratos no 3° DPO, tanto na presenca quanto na auséncia de
sepse abdominal induzida. A metoclopramida ndo apresentou efeito deletério sobre a

cicatrizagdo.

Descritores: Anastomose intestinal. Cdlon. Metoclopramida. Bromoprida. Motilidade

intestinal. Aderéncias tissulares. Ratos.



ABSTRACT

Purpose: To evaluate the effects of metoclopramide and bromopride on healing of left
colonic anastomoses in rats with or without abdominal sepsis. Methods: 120 rats underwent
resectioning of the left colon and end-to-end anastomosis and were divided into two groups of
60 animals each to be killed on the third (3") or seventh (7™") postoperative day (PO). Each
group were divided in two subgroups of 30 animals for operation in the presence or absence
of sepsis induced by cecal ligation and puncture, and then for the administration of
metoclopramide, bromopride or saline. The amount of adhesions was evaluated and a segment
of the colon was removed for analysis. Results: There were no deaths related to dehiscence.
Treated group in absence of induced sepsis had lower adhesions to the anastomoses on the 3"
PO (p= 0,02). Animals that received bromoprida had lower breaking strength (p=0,01) on the
3" PO. On the 7" PO, they had lower reduction of hydroxyproline concentration (p=0,05).
There were a rise of metalloproteinase (MMP) 1a, 8 e 13 and IL6 gene expression on the 3"
PO. Treatment on the presence of abdominal sepsis do not enlarge intra-cavity adhesion.
Animals that received bromopride had lower breaking strength (p=0,01) and hydroxyproline
concentration (p=0,03) on 3™ PO and had higher MMP gene expression. Animals treated by
prokinetic drugs had enhancement of tumor necrosis factor (TNF) a gene expression on the
3 PO. No significant differences between groups were found in histopathology and
immunohistochemistry for vascular endothelial growth factor (VEGF). Conclusion: The
prokinetic drug bromoprida impaired anastomotic healing of the left colon of rats on the 3 ™
PO, both in the presence or absence of abdominal sepsis. Metoclopramida did not have

harmful effect.

Key words: Anastomosis. Colon. Metoclopramide. Bromopride. Gastrointestinal Motility.
Tissue Adhesions. Rats.
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1 INTRODUCAO

A deiscéncia de anastomose € uma complicacdo potencial da cirurgia colorretal e tem
incidéncia variavel. Ocorre em 2,4 a 3,8% dos casos (PLATELL et al., 2007; BUCHS et al.,
2008) mas ja foi descrita uma incidéncia de até 35% (FIELDING et al., 1980; HENDRIKS;
MASTBOOM, 1990). E a complicacio mais grave deste tipo de operacéo. Esta associada ao
aumento da morbimortalidade, da estada hospitalar e dos custos totais do tratamento
(GOLIGHER et al.,1970; WANINGER et al.,1992; GOLUB et al.,1997; SARABEYOGLU et
al., 2003; NURSAL et al., 2004).

Varios fatores podem afetar a cicatrizacdo das anastomoses intestinais. Dentre eles,
pode-se destacar o suprimento sanguineo e a oxigenacdo, a tensdo na linha da anastomose, a
técnica e o material cirargico utilizados, a magnitude do processo inflamatorio, a presenca de
contaminacdo fecal, a idade e o estado nutricional do paciente, além da utilizacdo de drogas
(DE SOUSA et al., 1991; DE OLIVEIRA et al., 1994; THORNTON; BARBUL, 1997;
BUCKMIRE et al., 1998; KUZU et al., 1998; TURKCAPAR et al., 1998; SAKALLIOGLU
et al., 2004; DE HANN et al., 1974). Muitos esforcos tém sido empregados com o objetivo de
melhorar a cicatrizacdo de anastomoses coldnicas, como o refinamento da técnica cirdrgica, o
preparo de colon e as intervencgdes nutricionais e farmacolégicas (KORUDA; ROLANDELLLI,
1990).

O processo de cicatrizacdo tem inicio com a hemostasia. Seguem-se a resposta
inflamatdria, a formacdo de tecido conjuntivo e a remodelacdo da ferida (SOUSA;
OLIVEIRA, 1999; TOGNINI et al., 2000). A submucosa é a camada intestinal mais
importante na cicatrizagcdo das anastomoses intestinais por ser a camada com maior teor de
colageno. Prové a maior parte da sustentacdo da parede intestinal e da sua resisténcia ténsil
(BRASKEN et al., 1989).

Quando uma anastomose € realizada no trato gastrointestinal, ocorre uma resposta
inflamatoria a injuria traumatica e ao material utilizado (THORNTON; BARBUL, 1997;
KOLOGLU et al., 2000). Se ela for exagerada, pode ser responsavel pelo retardo do processo
de cicatrizacao.

A inflamacdo da regido anastomdtica e a ativagdo do endotélio na area peri-
anastomatica ocorrem j& na fase inicial da cicatrizagdo (THORNTON; BARBUL, 1997).
Durante este estagio, polimorfonucleares e macroéfagos migram da circulagéo para o sitio da
ferida em resposta ao aumento dos niveis de citocinas (MARTIN; MUIR, 1990; CATS,

2003). Esta fase é seguida pela proliferacdo de fibroblastos, sintese do colageno,
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remodelamento do tecido conectivo e do seu componente parenquimatoso e aquisi¢do da
resisténcia da ferida (GOLDMAN, 2004).

A resisténcia anastomatica inicial depende da sutura, pois até o quarto dia, a
anastomose esta preenchida por fibras de colageno frouxas e desorganizadas. Dessa forma, a
deiscéncia anastomatica precoce ndo pode ser associada ao metabolismo insuficiente de
coldgeno. Esté relacionada a falha mecénica, isquemia intestinal ou falha na obtencdo de um
vedamento satisfatério (COHEN; DIMARINO, 1976; DE HINGH et al., 2002).

A degradacdo do colageno maduro inicia-se nas primeiras vinte e quatro horas apos a
confeccdo da anastomose intestinal e predomina nos primeiros quatro dias de pds-operatorio
(HO; ASHOUR, 2010). Como a resisténcia mecéanica da anastomose atinge 0s niveis minimos
entre o terceiro e o quarto dia de pds-operatorio (DPO), a deiscéncia € mais comum neste
periodo (THORNTON; BARBUL, 1997). Entre 0 quinto e o0 sétimo dias ocorre 0 pico da
sintese de coladgeno pelos fibroblastos e a resisténcia anastomotica passa a depender
principalmente de suas novas fibras organizadas (FRANZEN et al., 1993; HACIYANLI et
al.,2001).

O progresso da sintese de colageno tem, portanto, papel central no processo de
cicatrizacdo: distdrbios na sua regulacdo afetam a resisténcia da anastomose e podem
aumentar o risco de deiscéncia (MATERNS; HENDRIKS, 1992). A quantidade de colageno
presente na regido anastomdtica resulta de um balanco entre a sintese e a lise do mesmo
(WALKER et al.,2004).

Sdo varios os parametros de avaliacdo da cicatrizacdo de anastomoses intestinais. A
medida da resisténcia ténsil é realizada por meio da aplicacdo de uma forca mecénica em
direcdo longitudinal a anastomose. Atinge cinglienta por cento do valor daquela do célon livre
de injuria apo6s dez dias de pos-operatério (JIBORN et al., 1978) e ndo é sensivel para a
determinacéo de alteracfes precoces da cicatrizacdo (BRASKEN, 1991).

A hidroxiprolina ¢ um produto da hidroxilacdo da prolina pela enzima prolina-
hidroxilase (REDDY; ENWEMEKA, 1996). E encontrada nos tecidos dos vertebrados quase
gue exclusivamente no colageno, constituindo 14% do peso deste. Ndo esta presente de forma
significativa em outras proteinas animais (NEUMAN; LOGAN, 1950). Por esta distribuicéo,
a hidroxiprolina € um marcador importante do metabolismo do colageno e tem sido usada
como parametro bioquimico de avaliagdo da cicatrizacdo (JIBORN et al., 1978). Ja foi
descrita uma relacdo direta entre o baixo conteddo de hidroxiprolina e a incidéncia de
deiscéncia anastomotica (HENDRIKS; MASTBOOM, 1990).
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As metaloproteinases (MMP) constituem uma familia de pelo menos vinte e cinco
endopeptidases dependentes de zinco, capazes de degradar o colageno e outros componentes
da matriz extracelular como laminina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos
(STAMENKOVIS, 2003). Na cicatrizacdo, atuam em Vvarios aspectos como na angiogénese,
remocdo do tecido desvitalizado, remodelamento do tecido conectivo e migracdo de células
epiteliais e fibroblastos (PAKS, 1999). A expresséo e a atividade das MMP aumentam ap0s a
injaria tecidual, porém o padrdo temporal e espacial varia entre elas durante o processo de
reparo anastomotico (SAVAGE et al., 1997).

As MMP 1, 8 e 13 sdo denominadas colagenases e sdo as principais enzimas que
clivam o colageno fibrilar tipo | e Il (BINNEBOSEL et al., 2009). As MMP 2 e 9
(gelatinases) degradam as fibrilas anteriormente clivadas (BINNEBOSEL et al., 2009). O
aumento da degradacdo do colageno pelas MMP pode ser responsavel pela diminuicdo da
resisténcia ténsil de anastomoses colbnicas e, conseqlientemente, pela deiscéncia
anastomotica (DE HINGH et al., 2002).

O fator de crescimento derivado do endotélio (VEGF) é um fator angiogénico potente
secretado principalmente por macrofagos e fibroblastos. Esta envolvido diretamente nos
processos de restauracao tecidual, incluindo a resposta inflamatdria inicial e o remodelamento
do tecido conectivo (HOWDIESHELL et al.,2001). Sua funcdo central é a de facilitar a
deposi¢do da matriz rica em fibrina necesséria para a posterior migracéo e proliferacéo celular
(BROWN et al.,1988). Apesar da expressdo do VEGF ser estimulada por varios fatores, a
hipdxia é o seu maior indutor (LI et al., 2003).

Os receptores para VEGF estdo localizados predominantemente nas células
endoteliais, o que leva a crer que ele seja necessario para a cicatrizacdo e formacao do tecido
de granulacdo (WERTHER et al., 2000). Existe clara associa¢do entre a angiogénese e a
cicatrizacao, pois o estabelecimento do suporte sanguineo é vital para a demanda metabolica
nos diversos estagios do processo de reparacdo (WU et al., 2004).

Antigenos provenientes do tecido destruido ativam o sistema imunolégico inato por
meio de macrofagos, neutrdfilos, células natural Killer e células endoteliais. Estas células
ativadas produzem citocinas e quimiocinas que interagem na determinagdo da amplitude da
resposta inflamatdria e na extensdo da subsequente formacao de aderéncias (LIN et al., 2000).
Estas interacfes sdo complexas, com a existéncia de citocinas pro-inflamatérias, como o fator
de necrose tumoral alfa (TNFa), a interleucina 1 beta (IL1 B), a interleucina 6 (IL6) e a
interlecucina 8 (IL8); e citocinas antiinflamatdrias como a interleucina 4 (IL4) e a interleucina
10 (1L10) (BAKER et al., 2006; BALBINO et al., 2005).
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A liberagdo de citocinas pro-inflamatorias pelos mastocitos pode determinar a
extensdo da resposta neutrofilica a injaria (MALAVIYA; ABRAHAM, 2000) e influenciar a
cicatrizacdo e a formacao das aderéncias. A IL1 e o TNF a sdo importantes na fase inicial da
cicatrizacdo. O TNF o pode ter acdo sinérgica ao VEGF na inducdo do aumento da
permeabilidade e na promocéo do influxo de neutréfilos (CLAUSS et al., 2001).

As aderéncias sdo consequéncia do processo normal de cicatrizagdo (HICKEY, 1990;
MENZIES; ELLIS, 1990; GOMEL et al., 1996; LIAKAKOS et al., 2001). Quase todos 0s
pacientes desenvolvem aderéncias apds uma operacdo com penetracao da cavidade peritoneal.
Elas podem ser formadas entre quaisquer 6rgdos, porém as aderéncias entre 0 omento e a
ferida operatdria sdo as mais comuns (BECKER et al.,1996; LEVRANT et al.,1997).

A formacdo de aderéncias € um processo dindmico. Ap6s qualquer trauma a superficie
peritoneal, células mesoteliais cobrem o tecido conectivo contendo vasos sanguineos,
colageno, linfécitos, fibroblastos, macrofagos, células plasmaticas e mastocitos (HICKEY,
1990; LIAKAKOS et al.,, 2001). O acumulo de exsudado inflamatério é seguido pela
deposicdo de fibrina (THOMPSON; WHAWELL, 1995). O destino das aderéncias passa
entdo a depender da atividade fibrinolitica (VIPOND et al., 1990): se a injuria for pequena e
as células mesoteliais estiverem intactas, é alcancado um equilibrio entre a génese e a lise e a
cicatrizacdo ocorre sem o desenvolvimento de aderéncias permanentes. Entretanto, se a injuria
for grave, o tecido conectivo é exposto e a atividade fibrinolitica desaparece (RYAN et
al.,1973). A lesdo de células mesoteliais induz a diminuicdo da atividade fibrinolitica
funcional e permite o desenvolvimento de aderéncias firmes (VIPOND et al.,1990; BEDIRLI
et al.,2003).

A presenca de peritonite pode, por si so, ser responsavel pela formacdo de aderéncias,
mesmo na auséncia de injaria cirdrgica (CAHILL et al., 2007). Microorganismos do trato
gastrointestinal e seus antigenos, em particular os lipopolissacarideos (LPS), podem induzir
diretamente a reacdo inflamatéria peritoneal pela ativacdo das células peritoneais locais
(IUVONE et al., 1999). A diminuigdo da atividade fibrinolitica ap0s a peritonite bacteriana
também contribui para a formacao de aderéncias.

Mastocitos peritoneais iniciam e regulam a resposta inflamatoria intra-abdominal a
infeccdo bacteriana (ECHTENACHER et al., 1996) e ja foram implicados na formacao de
aderéncias (LIEBMAN et al., 1993). Na peritonite bacteriana, a fibrina € formada na cavidade
peritoneal pela ativacdo da cascata de coagulagéo e tem papel chave na resposta local do

hospedeiro a invasao bacteriana ao prevenir a bacteremia precoce e a sepse.
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A presenga de infeccdo na cavidade abdominal prejudica a cicatrizagdo das
anastomoses intestinais ao diminuir o conteudo do coldgeno (AHRENDT et al., 1996) por
meio da reducdo da sua sintese (alteracdo na expressao de genes do colageno) e aumento da
sua lise. Enzimas colagenoliticas derivadas de bactérias participam da degradacdo do
coldgeno e contribuem para répida perda de estrutura do mesmo (HOGSTROM et al.,1988).
Esta reacdo é potencializada pelas proteases dos neutrofilos e pelos radicais livres derivados
de oxigénio (SHANDALL et al.,1986; WHITTE; BARBUL, 2003).

Considerando as semelhancas fisioldgicas entre o processo de cicatrizacdo de
anastomoses intestinais e a formacdo de aderéncias, infere-se que agentes que afetem a
formagdo de aderéncias devam também modular o processo de cicatrizacdo (DINC et al.,
2006).

As aderéncias podem alterar a reparacdo tecidual na linha de sutura. Dentre 0s seus
possiveis efeitos benéficos, podemos citar a neovascularizacdo, a melhora da drenagem
linfatica, a capacitacdo fagocitaria e o beneficio mecénico pela oclusdo das falhas
anastomoticas (SOARES JUNIOR; SOUZA, 2010).

A formacdo de aderéncias mostrou-se benéfica durante o periodo critico de
cicatrizacdo das anastomoses. Este efeito talvez seja explicado pela capacidade destas
aderéncias, principalmente as do omento, em suprir oxigénio e nutrientes para a area sob
reparacdo (GARCIA-OLMO et al., 1996) por embebidamento ou como resultado do
desenvolvimento de conexdes vasculares microscopicas (ADAMS et al., 1992; SAGAR et al.,
1993).

FENG et al. (2003) demonstraram que os valores de resisténcia ténsil de anastomoses
intestinais submetidas a remocéo das aderéncias foram menores que as de anastomoses com
aderéncias intactas, devido a perda da protecdo bioldgica e mecanica. BECK et al. (2003)
descreveram um aumento do risco de deiscéncia de anastomose com a prevencdo de formacéo
de aderéncias por derivados do &cido hialurénico.

Segundo alguns autores, o estimulo da motilidade gastrointestinal por meio da
administracdo de procinéticos promove a redugdo do nimero e a modificacdo do tipo de
aderéncias (CONE,1959; SPARNON; SPITZ , 1989; SPRINGALL; SPITZ, 1989; BOTHIN,
1991; SNOJ et al.,, 1992). Estes agentes sdo frequentemente utilizados no periodo pos-
operatorio recente para auxiliar o esvaziamento gastrico e acelerar a resolucdo do ileo
paralitico (JIAN et al., 1985; VERLINDEN et al., 1987) e fazem parte de protocolos de fast
track (MATTEI; ROMBEAU, 2006).
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Dentre os Vvérios agentes procineticos estdo as benzamidas substituidas como a
metoclopramida (metoxy-2-cloro-5-procainamida) e a bromoprida (4-amino-5-bromo-N-[2-
(dietilamino)-etil]-2-metoxy benzamida). Estas drogas apresentam acdo anti-emética e
estimulante a motilidade do trato gastrointestinal (LONGO; VERNAVA, 1993).

A metoclopramida foi descrita por JUSTIN-BESANCON et al. (1964). Foi formada a
partir de alteracdes realizadas na molécula da procainamida com o objetivo de atingir
propriedades anti-eméticas semelhantes as das fenotiazinas (JUSTIN-BESANCON et
al.,1964; PINDER et al.,1976).

E uma droga altamente solGvel em 4gua e seu efeito in vitro é pouco influenciado
pelas variacOes do pH extra-celular (BURY; MASHFORD, 1976). Rapidamente absorvida no
trato gastrointestinal humano, atinge niveis sanguineos maximos apos cerca de uma a duas
horas da ingestdo via oral (TENG et al., 1977, BATEMAN, 1983). Sua meia vida plasmatica
é de sessenta a noventa minutos em ratos (ALBIBI; MCCALLUM, 1983) e de quatro horas
nos humanos. Cerca de 80% da droga é excretada inalterada na urina dentro de 24 horas ap6s
a administracdo via oral (BAKKE; SEGURA, 1976; TENG ET AL., 1977).

No rato, a metaclopramida concentra-se principalmente na mucosa intestinal, figado,
trato biliar e glandulas salivares, e em menor proporcéo no cérebro, coragdo, timo, glandulas
supra-renais, tecido adiposo e 0ssos. No cérebro, concentra-se na area postrema, que contém
0s quimiorreceptores da zona de gatilho do vomito (PINDER et al.,1976).

Sdo varios 0s mecanismos de acdo deste agente procinético. Seu efeito colinérgico
sobre a musculatura lisa do trato gastrointestinal promove o aumento do ténus de repouso e da
atividade contratil fasica (EISNER, 1968; OKWUASABA; HAMILTON, 1976) e parece ser
responsavel pela maior parte do seu efeito excitatério. Esta acdo é reduzida ou abolida pela
atropina e acredita-se que decorra da sensibilizacdo de receptores muscarinicos na
musculatura lisa (EISNER, 1968; BIRTLEY; BAINES, 1973; OKWUASABA; HAMILTON,
1976). A acdo pos-sindptica resulta ainda da capacidade da metoclopramida de estimular a
liberacdo de acetilcolina nas terminagdes nervosas colinérgicas (BEANI et al.,1970; HAY;
MAN, 1979).

A densidade da inervacdo colinérgica € maior na musculatura do trato digestivo
proximal que no trato distal. Por isso, o efeito da droga é maior neste primeiro segmento.
Variagdes locais no controle colinérgico podem explicar o efeito paradoxal de que nos seres
vivos a droga € mais ativa no estdmago enquanto no tecido humano in vitro, € mais ativa no
célon (EISNER, 1968; BEANI et al., 1970; EISNER, 1971). Nesta Ultima situacdo, a

metoclopramida aumenta a magnitude e o nimero de contragdes da musculatura longitudinal
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das ténias e da musculatura circular do cdlon, tanto em de humanos quanto em modelos
animais experimentais (EISNER, 1971; OKWUASABA; HAMILTON, 1976). N&o foram
demonstrados efeitos consistentes sobre a motilidade col6nica in vivo, porém ndo esta claro se
ela é realmente ineficiente ou se as técnicas de observacdo sdo inadequadas (SCHULZE-
DELRIEU, 1979). N&o ha efeito sobre a secrecdo gastrointestinal (SCHULZE-DELRIEU,
1981).

Um estudo descreveu o efeito direto da metoclopramida sobre a musculatura lisa do
esfincter esofagico de marsupiais (COHEN; DIMARINO, 1976). Na concentracdo utilizada
neste estudo, a droga causou inibicdo da atividade mecanica intestinal na maior parte dos
outros relatos (BIRTLEY; BAINES, 1973; HAY; MAN, 1977).

A metoclopramida inibe ainda neurotransmissores dopamineérgicos (BIRTLEY, 1973;
OKWUASABA; HAMILTON, 1976). Quase todas as suas acGes demonstraveis no sistema
cardiovascular e no sistema nervoso central envolvem este mecanismo (DOUGAN et al.,
1974; PERINGER et al., 1975). Agonistas dopaminérgicos caracteristicamente estimulam os
quimiorreceptores da zona de gatilho do vémito, enquanto antagonistas, como a
metoclopramida, diminuem a atividade do centro do vémito e a ativacdo de nervos viscerais
(PINDER et al., 1976; ALBIBI; MCCALLUM, 1983). O antagonismo da dopamina no
sistema nervoso central é responsavel pelos efeitos colaterais extra-piramidais (CASTEELS-
VEM DAELE et al., 1970).

Receptores dopaminérgicos especificos também foram descritos no trato
gastrointestinal, particularmente no estbmago e pancreas exdcrino, e na vasculatura renal,
mesentérica, coronariana e cerebral (THORNER, 1975). Entretanto, sua existéncia ndo foi
bem estabelecida em humanos.

No trato digestivo, a dopamina tem efeito periférico inibitorio. A metoclopramida, por
sua vez, acelera o esvaziamento gastrico ao aumentar a amplitude das contracdes do antro e
relaxar o piloro e o bulbo duodenal, além de aumentar a peristalse do duodeno e jejuno e
acelerar o tempo de trénsito intestinal do duodeno a vélvula ileo-cecal (JOHNSON, 1971,
PEARSON et al., 1973; MALAGELADA et al., 1980). Apesar disto, o controle periférico da
motilidade intestinal pela dopamina parece ser minimo e a atividade da metoclopramida neste
local deve-se principalmente a sua agéo colinérgica (SCHULZE-DELRIEU, 1979).

Por seus varios mecanismos de acdo, a metoclopramida é utilizada em diversas
situagBes clinicas: no tratamento do refluxo gastro-esofagico, gastroparesia diabética e
pseudo-obstrugdo, em exames diagnosticos (para acelerar o tempo de transito em enemas

baritados e para facilitar a intubacdo do duodeno em exames endoscopicos), em
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procedimentos anestésicos de urgéncia (para diminuir o risco de bronco-aspiracdo ao acelerar
0 esvaziamento gastrico), dentre outros. De maior relevancia para o presente estudo encontra-
se a sua utilizacdo frequente no tratamento do ileo paralitico e no controle dos vémitos no
periodo pos-operatorio

GARCIA-OLMO et al. (1997) realizaram um estudo com o objetivo de determinar os
efeitos farmacoldgicos da manipulacdo da motilidade gastrointestinal sobre a resisténcia de
anastomoses coldnicas. Setenta e dois ratos foram submetidos a anastomoses e randomizados
em trés grupos que receberam 1 ml, por via subcutanea, de solucdo salina, metoclopramida
(1,2 mg/100g de peso corporal) ou hioscina (2 mg/100 g de peso corporal). Os animais foram
mortos no quarto DPO. Os autores concluiram que o uso da metoclopramida no pos-
operatorio recente esteve associado ao aumento significativo do nimero de deiscéncias de
anastomoses colonicas, e, nos animais sobreviventes, a uma diminuic¢do significativa na
resisténcia das anastomoses.

S&o poucos os relatos sobre o efeito da metoclopramida sobre a cicatrizacdo das
anastomoses colonicas. A determinacdo de fatores deletérios a cicatrizacdo assume grande
relevancia clinica, uma vez que pode contribuir para a diminuicdo dos riscos de deiscéncias de
anastomoses e, por consequéncia, da morbi-mortalidade associada a estas operagoes.

A bromoprida € outro agente procinético antidopaminérgico. Sua principal acdo esta
relacionada ao bloqueio dos receptores da dopamina-2 (D2) no sistema nervoso central, no
centro do vomito ao nivel do encéfalo, e no trato gastrintestinal. De forma semelhante a outros
derivados benzamidicos, a estimulacdo do trato gastrintestinal pela bromoprida parece
mediada, pelo menos em parte, por sua atividade colinérgica indireta, parcialmente
dependente de suas propriedades anticolinesterasicas. Apresenta baixa ligacdo as proteinas
plasmaticas (cerca de 40%) e € metabolizada no figado. Cerca de 10% a 14% da dose
administrada é excretada inalterada na urina (BROMOPRIDA, BULA).

Na literatura a que tivemos acesso, ndo encontramos relatos sobre a influéncia da
bromoprida sobre a cicatrizacdo das anastomoses intestinais na auséncia ou presenca de sepse
abdominal. Além disso, também ndo encontramos estudos sobre a a¢do da metoclopramida
em animais sob sepse adominal induzida. Por serem drogas com mecanismos de agéo
semelhantes, sua avaliacdo conjunta pode auxiliar na determinacdo do mecanismo da sua
influéncia sobre a formacdo de aderéncias e a cicatrizacdo. Caso o estimulo a motilidade
gastrointestinal e, consequente a diminuicdo da formacdo de aderéncias, seja 0 responsavel
por esta interferéncia sobre o processo cicatricial, efeitos semelhantes devem ser esperados

apos a administracédo das duas drogas.
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2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos das drogas procinéticas metoclopramida e bromoprida na
cicatrizacdo de anastomoses no colon esquerdo de ratos na presenca ou auséncia de sepse

abdominal induzida.
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3 MATERIAL E METODO

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental da Area de
Clinica Cirargica da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB) com
colaboragdo do Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia (UnB), Laboratorio de Imunologia Aplicada da Universidade de Brasilia (UnB) e
Laboratorio de Bioquimica e Transplante Hepatico da Cirurgia Experimental da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (USP).

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (UnB), nimero de
protocolo UnBDOC 67336/2009 (Anexo 1). Os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). A declaracdo de conflito de interesses esta apresentada no anexo 2.

Para a redacdo do trabalho, foram utilizadas as normas da Associagdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT NBR 14724:2011).

3.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram incluidos no estudo 120 ratos, Rattus norvergicus, linhagem Wistar, machos e
sadios, com idade entre 90 e 120 dias de vida e peso corporal inicial entre 350 e 592 g.

Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (USP) e transportados por via terrestre até o
alojamento de animais do Laboratério de Cirurgia Experimental da Universidade de Brasilia
(UnB).

3.2 DISTRIBUICAO E ALOCACAO DOS ANIMAIS EM GRUPOS E SUBGRUPOS

Os animais foram distribuidos, por meio de randomizacdo em blocos, em dois grupos
de 60 animais cada, para eutanasia no terceiro ou no sétimo DPO. Posteriormente, foi
realizada nova randomizacdo em blocos para a alocagdo em subgrupos para inducdo ou nao
inducdo de sepse abdominal e, por fim, para os subgrupos que seriam submetidos a

administracdo de metoclopramida, bromoprida ou solugéo fisiologica (figura 1).
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3.3 PRE-OPERATORIO

Durante o periodo pré-operatorio, 0os animais foram mantidos por duas semanas
confinados em gaiolas com cinco animais cada, em regime de 12 horas de luz artificial e 12
horas de escuriddo (figura 2). Receberam dieta padrdo e &gua a vontade. Ndo houve jejum
pré-operatorio. Todos os animais foram pesados em balanca eletrénica imediatamente antes

de cada procedimento operatdrio.

Figura 2- Alojamento dos animais no Laboratério de

Cirurgia Experimental

3.4 ANESTESIA E TECNICA OPERATORIA

A anestesia geral foi realizada com cloridrato de xilasina na dose de 10 mg/Kg e
cloridrato de cetamina na dose de 75 mg/Kg por via intramuscular. No periodo trans-

operatorio, foram administradas doses adicionais dos anestésicos quando necessario. Os
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animais foram entdo imobilizados sobre placas de madeira com fixacdo dos membros e
submetidos a tricotomia da parede abdominal anterior e antissepsia com solucdo de
polivinilpirrolidona iodo alcodlica.

Foi utilizado material cirdrgico limpo ndo estéril. Todos os procedimentos operatorios
foram realizados pelo mesmo cirurgido, e consistiram de:

a) Laparotomia mediana com 4 cm de extensdo, iniciada a 1 cm acima da genitélia

externa dos animais (Figura 3);

Figura 3 - Laparotomia mediana com 4 cm de extensao




b) Posicionamento de afastador auto-estatico e exposigdo do colon distal (figura 4);
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c) Malaxacdo divergente caso 0 segmento intestinal a ser operado apresentasse

contetdo fecal;

d) Resseccdo de um segmento de 0,5 cm do c6lon esquerdo, entre 2,5 e 3,0 cm
acima da reflexdo peritoneal, sem causar lesdo dos ramos arteriais terminais
(figura 5). Este segmento foi aberto pela borda mesentérica e dividido em
trés porgdes: a da direita (em relacdo ao animal) foi conservada em formol
tamponado 10%; a central e a da esquerda foram conservadas em solugéo
fisiolégica e mantidas a uma temperatura de -20°C, em frascos

identificados;
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Figura 5 - Resseccdo do colon esquerdo entre 2,5 e 3,0 cm acima da reflexdo
peritoneal

e) Justaposicdo das extremidades da alga do célon (figura 6) e anastomose colo-
cllica término-terminal, em plano Unico transmural, com pontos continuos
de fio de polipropileno 6.0 (Shalon ®) com agulha cilindrica (figura 7);

Figura 6 - Justaposicdo das extremidades da alca do cdlon
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Figura 7 - Anastomose colo-colénica término-terminal
W

f) A indugdo de sepse abdominal foi realizada nos subgrupos
correspondentes, pelo método de ligadura e puncdo do ceco (CLP)
conforme descrito por Rittirsch e colaboradores (RITTIRSCH et al.,
2009). Nestes animais, apds a confeccdo da anastomose, foi realizada
ligadura de 50% do ceco com fio de seda 3.0 (Shalon ®). O objetivo
deste procedimento foi 0 de aumentar a pressdo dentro deste segmento do
intestino, sem provocar isquemia e permitindo o livre transito do
conteddo do intestino delgado para o coélon. Em seguida, foram
realizadas perfuracfes na extremidade do ceco distal a ligadura em 10
pontos aleatorios, com agulha de puncgdo venosa 40 X 13 mm, e expressao

de parte do contetdo fecal (figura 8);
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Figura 8 — A: Ligadura parcial do ceco, B: Perfuracgdo do ceco e C: Expresséo
do conteudo fecal

g) Sintese da parede abdominal com sutura em dois planos continuos com
fio de seda 3.0 (Shalon ®). O primeiro plano era constituido de periténio,

musculatura e aponeurose e o segundo, do tecido subcutaneo e pele.

3.5 ADMINISTRACAO DAS DROGAS

A metoclopramida ou a bromoprida foram administradas aos subgrupos
correspondentes na dose de 1 mg/100g de peso, por via subcutanea, de 12 em 12 horas,
até o dia da eutanasia. A administracdo das drogas foi iniciada na primeira noite apés a
operacdo. Os animais do grupo solucdo fisiolégica receberam volumes idénticos de
solucdo de NaCl 0,9%, também de 12 em 12 horas, pela mesma via de aplicacéo.



37

3.6 POS-OPERATORIO

Os animais foram devolvidos as gaiolas, em grupos com trés animais cada, e
receberam &gua e dieta padrdo a vontade. A analgesia foi realizada pela adicdo de
novalgina a agua fornecida aos animais.

Foram avaliados padrbes clinicos de apatia, ericamento de pélos, diarréia e
distensdo abdominal. Estes indicadores foram graduados pela seguinte escala:

0- ausente;

1 - presenca leve;

2- presenca moderada;

3 - presenga marcante;

4 - presenca intensa.

Os animais que morreram apds 24 horas de DPO foram submetidos a necropsia
para identificacdo da causa do 6bito. Os animais que ndo sobreviveram as primeiras 24

horas de pds-operatério foram excluidos do estudo e substituidos.

3.7 RE-OPERACAO E ANALISE OPERATORIA

A re-operacéo foi realizada no dia determinado para cada subgrupo. Os animais
foram novamente pesados e submetidos a anestesia geral e antissepsia conforme
descrito. Foi entdo ressecada uma area retangular de 4 cm por 6 cm da parede
abdominal contendo a cicatriz mediana na sua porc¢éo central (figura 9).

Apos a exposicdo da cavidade abdominal, foi pesquisada a presenca de sinais de
peritonite, abscesso ou deiscéncia de anastomose. Foi considerado ileo paralitico a
presenca de distensdo de alcas do colon proximal e distal a anastomose; e obstrucdo
intestinal, a presenca de distensdo de alcas de célon somente no segmento proximal a
anastomose. Foram considerados sinais de peritonite a presenca de secre¢do purulenta

ou escurecida livre na cavidade, eritema e edema de alcas de colon de delgado e colon.
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Figura 9 — Processo de reabertura da cavidade abdominal

A 4

A quantidade total de aderéncias intra-abdominais foi avaliada pelo Escore de
Nair (NAIR et al.,1974):

0 - auséncia de aderéncias;

1 - presenca de uma Unica banda entre visceras ou entre uma viscera e a parede
abdominal;

2 - presenca de duas bandas entre visceras ou entre visceras e a parede
abdominal,

3 - presenca de mais de duas bandas entre visceras ou entre visceras e a parede
abdominal, ou todo o intestino formando uma massa ndo aderida a parede
abdominal;

4 - presenca de viscera diretamente aderida a parede abdominal, ndo importando

0 numero ou extensao das bandas.

Um segmento coldnico de 4 cm de comprimento, contendo a anastomose na sua
porcao central, foi removido em conjunto com as estruturas a ele aderidas (figura 10).

Apos sua remocéo, foi avaliado o tipo de estrutura aderente a anastomose e a quantidade
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destas aderéncias foi graduada de acordo com a proporcao da anastomose coberta pelas
aderéncias em:

0 - até menos de 25%;

1 - entre 25% e menos de 50%;

2 - entre 50% e menos de 75%;

3 - entre 75% e menos de 100%;

4- 100% da anastomose coberta por aderéncias.

Figura 10 - A: Segmento anastomético com estruturas aderidas, B: Segmento
anastomético apos liberacdo das aderéncias
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A peca foi aberta pela borda anti-mesentérica e dividida em trés segmentos
longitudinais (figura 11). O da direita foi fixado em cartolina, ficando exposta a
superficie mucosa, e conservado em formol tamponado a 10%, para posterior analise
histopatoldgica e imuno-histoquimica. A porcao central foi encaminhada para analise da
forca de ruptura da anastomose. O segmento da esquerda foi subdividido em dois
fragmentos: o lateral foi conservado em solucdo de TRI Reagente (Applied
Biosystem®) e encaminhado para avaliacdo de interleucinas e metaloproteinases por
reacdo de polimerase em cadeia com transcriptase reversa (RT-PCR); o medial foi
conservado em solucdo fisioldgica 0,9% e congelado a -20° C para dosagem da
concentracédo de hidroxiprolina.

A eutanasia foi realizada com superdose de thiobarbiturato etil sddico aplicado

na veia cava inferior.
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Figura 11 - Divisdo do segmento colénico contendo a anastomose

em trés porcdes

3.8 ESTUDO DA FORCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE

O estudo da forca de ruptura da anastomose foi realizado por aparelho de ensaio
digital denominado Versa Test (Mecmesin Versa Test, United Kingdom) acoplado a um
dinam6metro digital AGF (Mecmesin Versa Test, United Kingdom - figura 12).

O fragmento retangular de tecido foi fixado nas suas duas extremidades pela
pinga superior do dinamdmetro e a pinga inferior do Versa Test, com a regido
anastomotica equidistante e paralela as pincas.

A velocidade utilizada durante o teste foi de 30 mm/min (TOGNINI et al.,

2000). O valor de ruptura foi expresso em newton (N).
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Figura 12 - Aparelho de ensaio digital para determinacdo da forca de ruptura da

anastomose

3.9 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

As pecas foram fixadas em formol 10%, incluidas em parafina, processadas
conforme a rotina do Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia e coradas pelo método hematoxilina-eosina (HE).

Uma patologista experiente, que desconhecia de que grupo de animais provinha
0 material, procedeu a andlise por microscopia Otica. Foram avaliados os seguintes
indicadores:

1. Fibroblastos;
Mononucleares;
Polimorfonucleares;
Neovasos;

Edema;
Ulcera;
Necrose;
Abscesso;

© o0 N o g bk~ DN

Coldnias bacterianas;
10. Corpo estranho;

11. Crosta fibrino-leucocitaria.

Os indicadores de 1 a 5 foram quantificados em: leve (+); moderado (++);

intenso (+++). Os indicadores 6 a 11 foram classificados em ausente (A) ou presente

(P).
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3.10 ESTUDO DO COLAGENO TECIDUAL

A anélise quantitativa do colageno foi realizada somente nos animais submetidos
a eutanasia no 7° DPO. Foram selecionadas as laminas que representavam de forma
mais significativa o subgrupo em estudo. As regides perianastomoticas das laminas
coradas pelo método picro-sirius foram avaliadas por microscopia de luz polarizada
(JUNQUEIRA et al., 1979; MONTES; JUNQUEIRA, 1991). Observou-se a area total
dos campos com objetiva de 10X e a analise foi realizada por um observador que
desconhecia de que grupo de animais provinha o material.

A captura de imagens foi obtida por meio de uma Camera de Video Digital
Moticam 2500 com 5,0 megapixels acoplada ao microscépio de luz CX41 da Olympus.
Todas as imagens foram analisadas por meio do software Image J (Wayne Rasband,
Research Services Branch, National Institute of Menthal Health, Bethesda, Maryland,

USA), um sistema digital de analise de imagens.

3.11 ESTUDO BIOQUIMICO

Foram determinadas as concentragdes de hidroxiprolina nos dois segmentos
intestinais obtidos de cada animal, o primeiro ressecado na operacdo inicial (amostra
pré-teste) e o segundo, contendo a anastomose, coletado na re-operacdo (amostra pds-
teste).

A anélise da hidroxiprolina foi realizada observando-se a variagdo da amostra no
dia da eutandsia em relacdo a amostra retirada na primeira operacdo, para que as
diferencas constitucionais entre cada animal ndo apresentassem interferéncia no

resultado obtido.

3.11.1 Método de extracdo de hidroxiprolina

A extracdo de hidroxiprolina foi realizada segundo a técnica proposta por

STEGEMANN e STALDER (1967) modificada por MEDUGORAC (1980). Foram

seguidas as seguintes etapas:
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a) Pesagem de aproximadamente 100 mg de tecido e posicionamento em placas
de Petri, para secar em estufa a 100°C por 4 horas;

b) Nova pesagem (peso seco) de cada tecido, transferéncia para uma ampola de
vidro e adicdo de HCL 6N na proporc¢éo de 1 ml para cada 10 mg de tecido;

c) Fechamento do material em ampolas sob chama e colocacdo para hidrdlise
em estufa, entre 107 e 110°C, por 18 horas;

d) Abertura das ampolas e transferéncia do contetdo para baldes volumétricos
de 50 ml, lavando-se as ampolas com 1 ou 2 ml de 4gua Milli-Q;

e) Adicdo de cerca de 100 mg de carvao ativado (Merck®);

f) Adicdo simultanea de 20 ml de tampdo Citrato/Acetato pH 6,0 e
complementacdo do baldo para 50 ml com agua Milli-Q;

g) Filtracdo da solucdo em proveta, utilizando-se papel filtro;

h) Separacdo de parte da solucdo para dosagem de hidroxiprolina e

congelamento do resto do material.

3.11.2 Método de dosagem da hidroxiprolina

A dosagem da concentragdo de hidroxiprolina foi realizada segundo a técnica
proposta por STEGEMANN e STALDER (1967). O extrato foi submetido as seguintes
etapas:

a) Adigdo de 100 pl de cada amostra (em duplicata), 100 ul de agua (branco) e

100 pl dos respectivos padrdes em placa leitora de ELISA de 96 pogos;

b) Adi¢ao de 50 pl de cloramina T e submiss@o a temperatura ambiente por 20

minutos;

c) Adigdo de 50 pl da solugao Erlich (dimetilaminobenzaideido);

d) Colocacdo em estufas a 65° C por 15 minutos;

e) Leitura em espectofotdmetro Versamax a 550 nm;

f) Comparacao dos resultados com curva padrdo OH-Prolina (Sigma H — 7279)

nas concentracdes de 2, 4, 6, 8, 10, 15 e 20 pg/ml.
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3.12 IMUNO-HISTOQUIMICA PARA FATOR DE CRESCIMENTO DERIVADO
DO ENDOTELIO

Laminas silanizadas com cortes histoldgicos desparafinizados, re-hidratados e
apresentando espessura de quatro micrometros foram confeccionadas a partir de blocos
de parafina contendo material de bidpsia fixado em formol.

a) Para a recuperacdo antigénica, as laminas foram incubadas por 45 minutos em

panela de pressdo a 95-99°C com tampdo citrato numa solucdo de pH 6.0.
Logo apds, as laminas foram resfriadas em temperatura ambiente por 20
minutos;

b) Para a inativacdo da peroxidase tecidual enddgena, as laminas foram imersas

em uma solucdo de H,O, a 3% em temperatura ambiente por 30 minutos;

c) Apos lavagem das laminas com PBS (phosphate buffered saline), estas foram
incubadas com o anticorpo primario (VEGF, clone VG1, diluicdo 1:50,
DAKO) durante a noite, & 4°C;

d) Apos lavagem as laminas com PBS, estas foram incubadas com o anticorpo
secundario por 30 minutos em temperatura ambiente e subsequentemente com
0 complexo estreptavidina-biotina-peroxidase por 30 minutos em temperatura

ambiente;

e) Todas as reacbes foram reveladas utilizando-se a solucdo cromogénica
diaminobenzidina. A contra-coloracdo foi feita com hematoxilina de Harris.

As laminas foram entdo desidratadas, diafanizadas e montadas.

Foram consideradas positivas as células coradas em marrom.

3.13 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE EM TEMPO REAL (qRT-PCR)

Um segmento anastomatico foi coletado e macerado em solucéo de TRI Reagent
(Applied Biosystems®). Foi realizada a extracdo do RNA com fenol/cloroférmio e
seguiu-se o tratamento do material com DNAse da Promega® na presenca de um
inibidor de RNAse (Promega, cat#M6101; Lote#262753) a fim de se eliminar qualquer
traco residual de contaminacdo de DNA genémico, conforme o protocolo.
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Quantidades iguais de RNA (0,4ug) foram submetidas a transcri¢cdo reversa
(High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits, Applied Biosystem).

A RT-PCR em tempo real (QRT-PCR) foi realizada empregando o equipamento
7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystem). As amplificacbes das
sequéncias de cDNA foram realizadas utilizando o kit PCR Master Mix (Applied
Biosystem) contendo o agente intercalante SYBR Green, uma molécula fluorescente
que se intercala a dupla fita de DNA, apds a desnaturacdo inicial a 95 ° C por 15
segundos, seguidos por 60 ° C por 1 minuto. A fim de se confirmar a especificidade da
amplificacdo, os produtos de PCR foram submetidos a analise da curva de desnaturacédo
ou melting curve. Nessa curva analisa-se a fluorescéncia das amostras em relacdo ao
aumento continuo da temperatura, o que possibilita determinar a temperatura de
dissociacdo ou melting temperature (Tm) de cada fragmento de DNA presente na reagdo
de amplificacdo. Cada fragmento de DNA amplificado possui um Tm especifico, o que
permite a diferenciacdo dos produtos resultantes.

O método de comparacao do ciclo limiar (CT) ou crossing threshold (LIVAK et
al., 2001) utilizando o gene constitutivo do macrofago Rps9 para normalizacéo, foi
empregado para a avaliacdo da variacdo de expressdo do fold-change de cada gene de
interesse. O CT é o numero de ciclos no qual a quantidade de alvo é amplificado e
atinge o limiar da fluorescéncia emitida ou threshold definido pelo pesquisador. O
limiar deve estar obrigatoriamente na faixa onde a quantidade de fluorescéncia gerada
pela amplificacdo das amostras € significativamente maior que a fluorescéncia de base
ou background.

O método de comparacdo do CT tem como base o célculo da equacdo 274CT
onde AACT= (ACT experimento — ACT controle), sendo que ACT do experimento = CT
do gene de interesse no experimento — CT do gene constitutivo — gene constitutivo no
controle. A equacdo 2*““T é baseada na amplificacdo exponencial da PCR e sua
derivacdo e validacdo foram anteriormente descritas no Boletim do usuario Applied
Biosystem N° 2 P/N 4303859 e por LIVRAK e SCHMITTGER (2001). Para a analise
de expressdo génica foram considerados modulados positivamente valores acima de 2,0
e modulados negativamente valores abaixo de 0,5. Entre esses valores, considerou-se
que ndo houve alteracdo. As reacbes foram feitas em triplicata, para todos os genes
analisados. Todos os pares de oligonucleotideos foram desenhados utilizando-se o

primer Express software (Applied Biosystem) e estdo listados na tabela 1.
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Tabela 1: Genes e oligonucleotideos utilizados na gqRT-PCR

Genes Oligos

Ciclofilina 5°- TATCTG CACTGC CAAGACTGAGTG-3" F
5 - CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC-3" R

TNFa 5-AAATGG GCT CCC TCT CATCAGTCC-3" F
5- TCTGCTTGGTGG TTT GCT ACGAC-3" R

IL6 5’- TCCTACCCCAACTCCCAATGCTC-3'F
5-TTG GAT GGT CTT GGT CCY YAGCC-3’R

IL1B 5’-CAC CTC TCAAGC AGAGCACAG-3" F
5’- GGG TTG CAT GGT GAAGTC AAC-3" R

IL10 5’-CAG ACCCACATGCTCCGAGA-3’F
5’-CAAGGC TTG GCAACCCAAGTA-3 R

INF vy 5’- GAT CCAGCACAAAGCTGTCA-3’F
5-GACTCCTTTTCCGCTTCCTT-3" R

MMP la 5’- AGG AGC ACT AATGTTCCCCAGCT-3" F
5-TGG GAT TTG GGG AAG GCCCATA-3" R

MMP 8 5’- GGA GTG TGC CATCAACCCTGACC-3" F
5’-TGT CACCATGGTCTCTTGAGACGA -3 R

MMP 13 5’-ACCCAG CCCTATCCCTTGATGCC-3" F

5’- GGT GCA GAC GCC AGA AGAATCTGT -3 R

3.14 AVALIACAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

A avaliacdo dos resultados foi realizada em trés etapas. Inicialmente foi
realizada a comparacdo dos subgrupos de animais operados na auséncia de sepse
abdominal sob a acdo das drogas procinéticas (subgrupos NM3, NB3, NS3 e NM7,
NB7, NS7). Posteriormente, foi realizada a analise dos efeitos da infeccdo sobre a
cicatrizacao das anastomoses por meio da comparagdo dos subgrupos controles, ou seja,
dos animais submetidos & administracdo de solugéo fisiologica (subgrupos NS3, SS3 e
NS7, SS7). Na terceira fase, foi avaliada a cicatrizacdo das anastomoses sob o uso das
drogas procinéticas na presenca de sepse abdominal induzida (subgrupos SM3, SB3,
SS3 e SM7, SB7 e SS7).
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Para a analise estatistica foi utilizado o programa SPSS® (Special Package for
Social Sciences) versdo17.0. Foram utilizados os seguintes testes estatisticos:

a) Andlise dos dados clinicos (apatia, ericamento de pélos, diarréia e distensdo
abdominal) e achados intra-operatorios (peritonite, abscesso ou deiscéncia de
anastomose, ileo paralitico, obstrucdo intestinal): teste exato de Fisher;

b) Avaliacdo da forca de ruptura, conteldo de colageno e concentracdo de
hidroxiprolina: teste de Mann Whitney e teste de Kruskal-Wallis;

c) Comparacdo dos dados histopatolégicos e quantidade de aderéncias: teste
exato de Fisher;

Todas as probabilidades menores ou iguais a 5% (p< 0,05) foram consideradas

significantes.
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4. RESULTADOS
4.1 MORTES
Nado houve mortes entre os animais submetidos a eutandsia no 3° DPO. Houve

trés Obitos no grupo de animais submetidos a eutanasia no 7° DPO. Em nenhum deles
foram evidenciadas complicac6es relacionadas a anastomose (tabela 2).

Tabela 2 - Mortes ocorridas durante o periodo pés-operatério

Subgrupo Dia do 6bito Achados de necropsia

NM7 6°DPO Auséncia de distensdo de algas ou sangramento intracavitario.
Anastomose integra, sem aderéncias. Presenca de fezes endurecidas no
célon.

SB7 2° DPO Auséncia de distensdo de algas ou sangramento intracavitario.
Anastomose integra, sem aderéncias. Ceco bloqueado por epiplon.

SS7 4° DPO Auséncia de distensdo de algas ou sangramento intracavitario.

Anastomose integra, sem aderéncias. Ceco bloqueado por epiplon.

4.2 VARIACOES DO PESO DOS ANIMAIS

Os pesos pré-operatdrios e no dia da eutandsia estdo descritos nos apéndices M e
N. De modo geral, houve ganho de peso nos subgrupos NM3, NB3 e SB3 e perda de
peso nos animais dos subgrupos NS3, SM3 e SS3. Houve perda de peso em todos 0s

subgrupos de animais submetidos a eutanasia no 7° DPO.
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4.3 AVALIACAO DOS ANIMAIS TRATADOS COM DROGAS PROCINETICAS
NA AUSENCIA DE SEPSE ABDOMINAL

4.3.1 Evolucéo clinica

Os parametros clinicos dos animais em cada DPO estdo descritos nos apéndices
de A a L. Ndo houve diferenca estatistica entre os subgrupos na avaliacdo diaria dos
parametros clinicos de apatia, ericamento, perda de pélos, diarréia e distensao
abdominal, tanto nos animais submetidos a eutandsia no 3° DPO quanto naqueles
mortos no 7° DPO.

4.3.2 Achados intra-operatorios

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos em relacdo a deiscéncia de
anastomose, tanto no 3° quanto no 7° DPO (tabelas 3 e 4). Ndo houve casos de
deiscéncia de anastomose livre, com presenca de fezes na cavidade abdominal a re-
operacdo. No grupo de animais mortos no 3° DPO foi evidenciada uma deiscéncia de
anastomose bloqueada por epiplon, vista apenas ap0s a liberacdo de todas as estruturas
aderidas a anastomose e abertura da peca. Este animal pertencia ao subgrupo tratado
com bromoprida (NB3). No 7° DPO ocorreram duas deiscéncias de anastomose
blogueadas por epiplon. Estes animais pertenciam aos subgrupos tratados com
metoclopramida (NM7) e bromoprida (NB7). Ndo houve casos de deiscéncia nos
animais controles (subgrupo NS7).

A avaliacdo da cavidade abdominal realizada a re-operacdo foi semelhante entre
0s subgrupos em relacdo a presenca de peritonite, ileo paralitico, obstrucdo intestinal e
abscesso intracavitario, tanto no 3° quanto no 7° DPO (tabelas 3 e 4).



50

Tabela 3 - Nimero de animais com achados intra-operatdrios positivos a re-abordagem realizada no 3°
dia de pds-operatoério na auséncia de sepse abdominal

Parametro Subgrupo p
NM3 NB3 NS3
ileo paralitico 2 1 0 0,75
Obstrucdo 1 1 0 1,00
Abscesso intracavitario 0 1 0 1,00
Peritonite 0 0 0 -
Deiscéncia Livre 0 0 0 1,00
Bloqueada por epiplon 0 1 0

Tabela 4 - Nimero de animais com achados intra-operatorios positivos a re-abordagem realizada no 7°
dia de pds-operatorio na auséncia de sepse abdominal

Parametro Subgrupo p
NM7 NB7 NS7
ileo 0 1 1 1,00
Obstrucéo 1 1 0 0,75
Abscesso intracavitério 0 0 0 -
Peritonite 0 0 0 -
Deiscéncia  Livre 0 0 0 0,75
Bloqueada por epiplon 1 1 0

4.3.3 Quantidade de aderéncias

Os valores de Escore de Nair podem ser vistos nas tabelas 5 e 6. Ndo houve
diferenca significante entre os subgrupos tanto no 3° (p= 0,66) quanto no 7° DPO
(p=0,08).
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Tabela 5 - Nimero de animais com cada um dos escores de Nair a re-abordagem realizada no 3° dia de
po6s-operatdrio na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo Auséncia Uma banda Duas bandas Trés Direta a parede

ou mais bandas

NM3 8 2 0 0 0
NB3 6 4 0 0 0
NS3 8 2 0 0 0

p= 0,66

Tabela 6 - Nimero de animais com cada um dos escores de Nair a re-abordagem realizada no 7° dia de
poés-operatdrio na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo  Auséncia Uma banda Duas bandas Trés Direta a parede

ou mais bandas

NM7 7 2 0 0 0
NB7 2 7 1 0 0
NS7 6 3 1 0 0

p=0,08

Houve diferenca significante entre os subgrupos na porcentagem da anastomose
coberta por aderéncias nos animais submetidos a eutanasia no 3° DPO (p=0,02): os
animais que receberam metoclopramida (subgrupo NM3) foram os que tiveram menor
porcentagem de cobertura da anastomose por aderéncias e 0s animais do grupo controle

(NS3) foram os que tiveram a maior porcentagem de cobertura (tabela 7).

Tabela 7 - Numero de animais com cada uma das porcentagens da anastomose cobertas por aderéncias a

re-abordagem realizada no 3° dia de pds-operat6rio na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo Até < 25% 25% a < 50% 50% a <75% 75% a <100% 100%
NM3 0 3 1 0 6
NB3 0 0 1 5 4
NS3 0 0 1 1 8

p=0,02
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N&o houve diferenca (p=0,74) entre os subgrupos de animais mortos no 7° DPO
em relacdo a porcentagem da anastomose coberta por aderéncias (tabela 8) .

Tabela 8 - NUmero de animais com cada uma das porcentagens da anastomose cobertas por aderéncias a
re-abordagem realizada no 7° dia de pds-operat6rio na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo Até < 25% 250a<50%  50%a<75%  75% a <100% 100%
NM7 1 0 1 1 6
NB7 0 0 1 1 8
NS7 2 1 0 2

p=0,74

5

N&o houve diferenca entre 0s grupos quanto as estruturas aderidas a anastomose,
tanto no 3° (p=0,92) quanto no 7° DPO (p=0,34 - tabelas 9 e 10).

Tabela 9 - NUmero de animais com cada estrutura aderida a anastomose a re-abordagem realizada no 3°
dia de pds-operatorio na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo Epiplon Delgado Epiplon + delgado  Epiplon + delgado
+ ceco
NM3 3 1 5 1
NB3 4 0 6 0
NS3 3 0 7 0
p=0,92

Tabela 10- Namero de animais com cada estrutura aderida a anastomose a re-abordagem realizada no 7° dia de pds-operatério
auséncia de sepse abdominal

Sub Epiplon  Delgado Epiplon + Epiplon + Epiplon + Epiplon + Epiplon + delgado +
grupo delgado ceco seminais delgado +ceco ceco + bexiga
NM7 5 0 1 0 1 2 0
NB7 4 0 3 1 2 0 0
NS7 3 1 5 0 0 1 0

p=0,34
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4.3.4 Forca de ruptura

Os valores de forca de ruptura das anastomoses dos animais submetidos a
eutanasia no 3° e no 7° DPO estdo descritos nos apéndices O e P.

Houve diferenca estatistica (p=0,01) entre os subgrupos de animais mortos no 3°
DPO (tabela 11): a forca de ruptura foi maior nos animais controle (subgrupo NS3) e
menor nos animais tratados com bromoprida (subgrupo NB3 - gréfico 1).

Tabela 11 - Forca de ruptura das anastomoses avaliadas no 3° dia de p6s-operatério na auséncia de sepse

abdominal
Subgrupo Valor minimo ~ Valor maximo Média Mediana Desvio padréo
(N) (N) (N) (N)
NM3 0,01 0,56 0,20 0,19 0,19
NB3 0,01 0,11 0,07 0,07 0,03
NS3 0,13 0,80 0,33 0,27 0,22

p=0,01

Gréficol- Mediana e valores intervalares da forga de ruptura das
anastomoses avaliadas no 3° dia de pos-operatorio na
auséncia de sepse abdominal

0,807

p=0,01

(N)

0,60

0,407

0,207 i

=

Forga de ruptura da anastomose

0,00

T T
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N&o houve diferenca entre os grupos (p =0,31) em relacdo ao valor da forca de

ruptura da anastomose dos animais submetidos a eutandsia no 7° DPO (tabela 12,

grafico 2).

Tabela 12 - Forga de ruptura das anastomoses avaliadas no 7° dia de pds-operatdrio na auséncia de sepse

abdominal
Subgrupo Valor minimo ~ Valor maximo Média Mediana Desvio padréo
(N) (N) (N) (N)

NM7 0,03 0,52 0,21 0,19 0,16
NB7 0,11 0,33 0,22 0,21 0,07
NS7 0,09 0,23 0,17 0,17 0,04

p =0,31

Gréfico2 - Mediana e valores intervalares da forca de ruptura das

anastomoses avaliadas no 7° dia de pds-operatorio na auséncia

de sepse abdominal

0,607

0,507

0,407

0,307

0,207
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Forca de ruptura da anastomose (N)

0,007

p=0,31
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Todas as anastomoses romperam na linha de sutura durante a realizagéo do teste
de forca de ruptura no 3° DPO. Entre os animais mortos no 7° DPO, somente uma
anastomose do subgrupo NB7 rompeu no intestino integro. As demais romperam na
linha da anastomose. N&o houve diferenca estatistica no local de rompimento de

anastomose tanto no 3° quanto no 7° DPO (p=1,00).

4.3.5 Concentracédo de hidroxiprolina

As concentragOes de hidroxiprolina dos segmentos intestinais retirados na
operacdo inicial (amostra pré-teste) e dos segmentos intestinais contendo as
anastomoses (amostra pos-teste) de cada um dos animais submetidos a eutanasia no 3° e
no 7° DPO estdo descritas nos apéndices Q e R.

Houve diminuicdo da concentragdo de hidroxiprolina no dia da eutanésia quando
comparado a concentracdo pré-operatdria em todos o0s animais, tanto no 3° quanto no 7°
DPO (tabelas 13 e 14).

Tabela 13 - Variag¢do da concentragdo de hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 3° dia de pds-
operatério na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo Mediana (ug/100 mg) Média (ug/100 mg) Desvio padréo
NM3 -0,45 -0,43 0,12
NB3 -0,40 -0,42 0,12
NS3 -0,40 -0,43 0,15

Tabela 14 - Variagdo da concentragdo de hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 7° dia de pos-
operatério na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo Mediana (1g/100 mg) Meédia (ng/100 mg) Desvio padréo
NM7 -0,10 -0,18 0,13
NB7 -0,30 -0,34 0,16

NS7 -0,50 -0,42 0,20
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A variacdo da concentracdo de hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 3°

dia de pos-operatorio foi semelhante entre os subgrupos (p=0,99 - grafico 3).

Grafico 3 - Mediana e valores intervalares da variacdo do contetido
de hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 3° dia
de p6s-operatério na auséncia de sepse abdominal
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Houve diferenca estatisticamente significativa na variacdo da concentragdo de
hidroxiprolina nos animais submetidos a eutanadsia no 7° DPO (p=0,05): os animais
tratados com metoclopramida (NM7) tiveram a menor redugdo da concentracdo de
hidroxiprolina. Os animais do grupo controle (NS7) tiveram a maior reducdo (grafico
4).



Gréfico 4 - Mediana e valores intervalares da variacdo do contetdo de
hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 7° dia de p6s-

operatério na auséncia de sepse abdominal

-0,10]

-0,207

-0,30

-0,40]

(ng/100 mg)

-0,50

-0,60

Variacao da concentragao de hidroxiprolina

-0,70

p=0,05
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O contetido de colageno foi semelhante entre os subgrupos nas anastomoses
avaliadas no 7° DPO (tabela 15). A figura 13 demonstra a imagem da

polarizada.

laminas a microscopia por luz

Tabela 15 - Fracdo da &rea coberta por coldgeno das anastomoses avaliadas no 7° dia de pés-operatério

na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo Média da fracdo da &rea coberta por colageno
NM7 6,4
NB7 9,8
NS7 7,8

p=0,48
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Figura 13 - Corte histol6gico: histomorfometria do colageno das laminas a microscopia por luz
polarizada (picro-sirius, 10X)

4.3.7 Achados histopatolégicos e imuno-histoquimico para fator de crescimento

derivado do endotélio

Os achados histopatoldgicos peri-anastomaticos estdo listados nos apéndices S a
V e foram semelhantes entre os subgrupos, tanto no 3° e 7° DPO.

No 3° DPO, houve predominio dos seguintes achados: presenga intensa de
polimorfonucleares (p=1,00) e presenca moderada de mononucleares (p=0,75),
fibroblastos (p=1,00) e neovasos (p=1,00). Também predominaram a presenca de crosta
fibrino-leucocitaria (p=1,00), necrose (p=0,75), abscesso (p=1,00) e colénias (p=0,57),
sem diferenca estatistica entre os subgrupos. Todos os animais avaliados apresentaram
presenca moderada de edema, presenca de Ulcera e auséncia de corpo estranho. As
alteracOes histopatolégicas estdo exemplificadas nas figuras 14 a 18.
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Figura 14 - Corte histoldgico: neovasos e edema em area de tecido de granulacdo (HE,200X)
T

Figura 15 - Corte histolégico: Ulcera (1) e crosta fibrinoleucocitaria (2) (HE,100X)




60

No 7° DPO, houve predominio dos seguintes achados: presenca de crosta
fibrino-leucocitéaria (p=0,61), coldnias (p=0,61) e corpo estranho (p=0,09); e auséncia
de necrose (p=0,14), sem diferenca estatistica entre 0s subgrupos. Todos 0s animais
apresentaram intensa quantidade de fibroblastos, moderada quantidade de
mononucleares, intensa quantidade de polimorfonucleares, moderada quantidade de
neovasos, moderada quantidade de edema e presenca de Ulcera.

Houve diferenca estatistica entre os subgrupos apenas em relacdo a presenca de
abscesso (p =0,04): os animais tratados com bromoprida (subgrupo NB7) tiveram maior
presenca de abscesso que 0s animais que tratados com metoclopramida (subgrupo

NMT7) e animais controles (subgrupo NS7).

Figura 16 - Corte histoldgico: infiltrado de polimorfonucleares (1), colonias bacterianas (2) e necrose (3)
em area de abscesso (HE,400X)




Figura 17 - Corte histolégico: granuloma do tipo corpo estranho com fio de sutura (seta) e

infiltrado de mononucleares em area de fibrose (HE,200X)

[y V4 T T F e SaaN. Ty
IO 7 S
- g ?‘l’,/;xé_, R S e g AL
v / -4 o > Q & o )\ (S

> £ » 5

: - S S e
‘,‘) .-"" PR _’
é\' b7 - s

Figura 18- Corte histologico: fibroblastos, colageno, neovasos e infiltrado de mononuclerares
em area de fibrose (HE,200X)
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N&o houve diferenca entre os subgrupos em relagdo a imuno-histoquimica para
VEGF. Ela foi positiva nos fibroblastos, leucécitos, plasmdcitos e vasos da regido da
anastomose, tanto no 3 ° quanto no 7° DPO (figura 19).

Figura 19 - Expressdo imuno-histoquimica (coloracdo marrom) de VEGF em vasos, fibroblastos e

leucocitos na area da anastomose, 400X.

4.3.8 Expressdo de metaloproteinases e interleucinas

No 3° DPO, observou-se que a administracdo de drogas procinéticas (subgrupos
NM3 e NB3) causou aumento importante da expressdao do gene para MMP1a, sendo
este maior no subgrupo tratado com bromoprida. Ocorreu ainda aumento da expresséo
do gene para MMP8 e MMP13, porém em menor intensidade (tabela 16).
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Tabela 16- Fold das anastomoses avaliadas no 3° dia de p6s-operatério na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo Gene

MMP1a MMP8 MMP13
NM3 270,50 2,12 4,47
NB3 353,01 4,57 29,02

No 7° DPO, os animais tratados com metoclopramida ndo apresentaram
alteracdo na expressdo do gene para MMP1la e MMP8 e tiveram discreto aumento da
expressao do gene para MMP13. As animais tratados com bromoprida tiveram aumento
da expressdo dos genes para as trés MMP estudadas, com maior efeito para a MMP 13.
(tabela 17).

Tabela 17 - Fold das anastomoses avaliadas no 7° dia de pés-operatdrio na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo Gene

MMP1la MMP8 MMP13
NM7 2,00 2,00 2,19
NB7 2,10 2,03 7,76

No 3° DPO, a administracdo de metoclopramida ndo alterou a expressdo dos
genes para TNF a e IL1 B. Houve aumento a expressdao dos genes para IL6, INFy e
IL10. Os animais tratados com bromoprida tiveram aumento da expressao para 0s genes
de todas as interleucinas avaliadas, com aumento muito expressivo para INF y e IL 10

(tabela 18).

Tabela 18 - Fold das anastomoses avaliadas no 3° dia de pés-operatdrio na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo Gene

TNF o IL6 IL1B INFy IL10
NM3 2,00 8,12 2,00 3,00 2,10
NB3 2,22 44,72 2,31 101655,33 187091,66

No 7° DPO, os animais tratados com metoclopramida néo tiveram alteracdo na
expressao dos genes para IL1 B, INF y e IL10. Houve aumento da expressao dos genes

para TNFa e IL6. A administracdo de bromoprida néo alterou a expressdo apenas do
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gene para IL1 B. Houve aumento da expressdo dos demais genes, com efeito mais

importante para a IL 10 (tabela 19).

Tabela 19 - Fold das anastomoses avaliadas no 7° dia de pds-operatério na auséncia de sepse abdominal

Subgrupo Gene

TNF o IL6 IL1P INFy 1L10
NM7 2,12 3,71 2,00 2,00 2,00
NB7 2,06 2,22 2,00 2,21 30,90

4.4 EFEITOS DA SEPSE ABDOMINAL NA CICATRIZACAO DE ANASTOMOSES

4.4.1 Evolucdo clinica

Os parametros clinicos dos animais em cada DPO estdo descritos nos apéndices
A a L. Néo houve diferenca estatistica entre 0s subgrupos de animais submetidos a
sepse abdominal induzida (SS3 e SS7) e os animais controles (NS3 e NS7) na avaliagéo
diéria dos parametros clinicos de apatia, ericamento, perda de pélos, diarréia e distensao
abdominal tanto nos animais submetidos a eutanasia no 3° DPO quanto naqueles mortos
no 7° DPO.

4.4.2 Achados intra-operatorios

N&o houve diferenca estatistica entre os subgrupos em relagdo a deiscéncia de
anastomose, tanto no 3° quanto no 7° DPO (tabelas 20 e 21). Entre os animais mortos
no 3° DPO, houve um caso de deiscéncia de anastomose livre, com presenca de fezes na
cavidade abdominal & re-operacdo. Este animal pertencia ao subgrupo SS3 (figura 19).
N&o houve casos de deiscéncias de anastomose bloqueadas no 3° DPO.

Apenas um animal submetido a eutanésia no 7° DPO apresentou deiscéncia de

anastomose bloqueada por epiplon. Este animal pertencia ao subgrupo submetido a
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inducdo de sepse abdominal (SS7). N&o houve casos de deiscéncia nos animais

operados na auséncia de sepse abdominal induzida (subgrupo NS7).

Tabela 20- NUmero de animais com achados intra-operatdrios positivos a re-abordagem realizada no 3°

dia de pés-operatério

Parametro

ileo paralitico
Obstrucdo
Abscesso intracavitario
Peritonite Sim
Ceco bloqueado
Deiscéncia Livre

Bloqueada por epiplon

Subgrupo
NS3 SS3
0 4
0 0
0 3
0 7
0 3
0 1
0 0

0,08

0,21
0,00

1,00

Tabela 21- Numero de animais com achados intra-operatérios positivos a re-abordagem realizada no 7°

dia de pds-operatorio

Parametro

ileo paralitico
Obstrucéo
Abscesso intracavitéario
Peritonite Sim
Ceco bloqueado
Deiscéncia Livre

Bloqueada por epiplon

Subgrupo
NS7 SS7
1 0
0 0
0 0
0 0
0 9
0 1
0 0

1,00

0,00

0,47
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Figura 20- Peritonite fecal a reabertura da cavidade abdominal em
animal do subgrupo SS3

A avaliacdo da cavidade abdominal realizada na re-operacdo demonstrou
diferenca significante entre os subgrupos em relacdo a presenca de peritonite tanto no 3°
(p=0,00) quanto no 7° DPO (p=0,00), com predominio deste achado nos animais
submetidos a inducdo de sepse abdominal (subgrupos SS3 e SS7). Nao houve
diferenca entre os subgrupos em relacdo a presenca de ileo paralitico, obstrucdo

intestinal ou abscesso intracavitario tanto no 3° quanto no 7° DPO (tabelas 20 e 21).

4.4.3 Quantidade de aderéncias

Os valores de Escore de Nair podem ser vistos nas tabelas 22 e 23. Houve
diferenca significante entre os suggrupos tanto no 3° (p=0,00) quanto no 7° DPO
(p=0,00), com presenca de maiores escores nos animais submetidos a inducéo de sepse

abdominal.
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Tabela 22- Numero de animais com cada um dos escores de Nair a re-abordagem realizada no 3° dia de
pos-operatério

Subgrupo  Auséncia Uma banda Duas bandas Trés Direta a parede

ou mais bandas

NS3 8 2 0 0 0
SS3 0 0 1 8 1
p=0,00

Tabela 23- Nimero de animais com cada um dos escores de Nair a re-abordagem realizada no 7° dia de
pos-operatério

Subgrupo  Auséncia Uma banda Duas bandas Trés Direta a parede
0u mais bandas

NS7 6 3 1 0 0
ss7 0 0 0 8 1
p=0,00

N&o houve diferenca significante entre os subgrupos na porcentagem da
anastomose coberta por aderéncias tanto nos animais submetidos a eutanasia no 3°
(p=0,31) quanto naqueles mortos no 7° DPO (p=0,65 - tabelas 24 e 25).

Tabela 24 - Namero de animais com cada uma das porcentagens da anastomose cobertas por aderéncias a
re-abordagem realizada no 3° dia de pds-operatorio

Subgrupo Até < 25% 25% a < 50% 50% a <75% 75% a <100% 100%
NS3 0 0 1 1 8
SS3 0 2 1 3 4

p=0,31

Tabela 25 - Numero de animais com cada uma das porcentagens da anastomose cobertas por aderéncias a
re-abordagem realizada no 7° dia de pds-operatorio

Subgrupo Até < 25% 25% a < 50% 50% a <75% 75% a <100% 100%
NS7 2 1 0 2 5
SS7 0 0 1 3 5

p=0,65
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N&o houve diferenca entre 0s subgrupos quanto as estruturas aderidas a
anastomose, tanto no 3° (p=0,15) quanto no 7° DPO (p=0,86 - tabelas 26 e 27).

Tabela 26- Numero de animais com cada estrutura aderida a anastomose a re-abordagem realizada no 3°
dia de pos-operatério

Subgrupo Epiplon Delgado Epiplon + delgado Epiplon + Epiplon + delgado
delgado + ceco  + ceco + seminais
NS3 3 0 7 0 0
SS3 3 0 3 3 1
p=0,15

Tabela 27 - Numero de animais com cada estrutura aderida a anastomose a re-abordagem realizada no 7°
dia de pés-operatério

Sub Epiplon  Delgado Epiplon + Epiplon + Epiplon + Epiplon + Epiplon + delgado +
grupo delgado ceco seminais delgado +ceco ceco + bexiga
NS7 3 1 5 0 0 1 0
SS7 3 0 3 0 0 2 1
p=0,86

4.4.4 Forca de ruptura

Os valores de forca de ruptura das anastomoses dos animais submetidos a
eutanasia no 3° e no 7° DPO estdo descritos nos apéndices O e P.

Houve diferenca estatistica entre 0s subgrupos de animais mortos no 3° DPO
(p=0,00): os animais submetidos a inducdo de sepse abdominal (subgrupo SS3) tiveram
menores valores de for¢a de ruptura que os animais operados na auséncia de sepse
(subgrupo NS3 - tabela 28, gréafico 5).
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Subgrupo Valor minimo  Valor maximo Média Mediana Desvio padréo
(N) (N) (N) (N) (N)

NS3 0,13 0,80 0,33 0,27 0,22

SS3 0,03 0,09 0,07 0,08 0,02

p=0,00

Gréafico 5 - Mediana e valores intervalares da forca de ruptura das

anastomoses avaliadas no 3° dia de pds-operatdrio

0,80

p=0,00

(N)

0,60

0,404

0,207

0,004

Forga de ruptura da anastomose

Subgrupo

Ao contrario do ocorrido no 3° DPO, no 7° DPO os animais submetidos a

inducdo de sepse abdominal (subgrupo SS7) tiveram maiores valores de forca de

ruptura que os animais operados na auséncia de sepse (NS7), também com diferenca

estatistica significante (p=0,00 - tabela 29, gréafico 6).
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Tabela 29 - Forca de ruptura das anastomoses avaliadas no 7° dia de pos-operatorio

Subgrupo Valor minimo ~ Valor maximo Média Mediana Desvio padréo
(N) (N) (N) (N) (N)

NS7 0,09 0,23 0,17 0,18 0,07

SS7 0,21 0,41 0,27 0,25 0,07

p =0,00

Gréfico 6 - Mediana e valores intervalares da forca de ruptura das

anastomoses avaliadas no 7° dia de pds-operatério

(N)

p =0,00

307

2071

I

Forga de ruptura da anastomose

Subgrupo

Todas as anastomoses romperam na linha de sutura durante a realizagéo do teste
de forga de ruptura no 3° DPO. Entre os animais mortos no 7° DPO, trés anastomoses
do subgrupo SS7 romperam no intestino integro. Todas as anastomoses do subgrupo
NS7 romperam na linha de sutura. Ndo houve diferenga estatistica no local de

rompimento de anastomose tanto no 3° quanto no 7° DPO (p=0,08).
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4.4.5 Concentracdo de hidroxiprolina

As concentracdes de hidroxiprolina dos segmentos intestinais retirados na
operacdo inicial e dos segmentos intestinais contendo as anastomoses de cada um dos
animais submetidos a eutanasia no 3° e no 7° DPO estdo descritas nos apéndices Q e R.

Houve reducdo da concentragdo de hidroxiprolina no dia da eutanasia quando
comparado a concentracdo pré-operatéria em todos os animais, tanto no 3° quanto no 7°
DPO (tabelas 30 e 31). Nao houve diferenca estatisticamente significante na variacao
da concentracdo de hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 3° (p=0,27) e 7° DPO
(p=0,51).

Tabela 30 - Variacdo da concentracdo de hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 3° dia de pés-

operatério
Subgrupo Mediana (ug/100 mg) Média (ug/100 mg) Desvio padréo
NS3 -0,40 -0,43 0,15
SS3 -0,25 -0,27 0,18

p=0,27

Tabela 31 - Variacdo da concentracdo de hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 7° dia de pds-

operatério
Subgrupo Mediana (ug/100 mg) Média (ug/100 mg) Desvio padréo
NS7 -0,50 -0,42 0,20
SS7 -0,55 -0,53 0,25

p=0,51

4.4.6 Colageno tecidual

O conteddo de colageno foi semelhante entre os subgrupos nas anastomoses
avaliadas no 7° DPO (tabela 32).



72

Tabela 32 - Fragdo da area coberta por colageno das anastomoses avaliadas no 7° dia de p6s-operatorio

Subgrupo Média da fracdo da area coberta por colageno
NS7 6,2
SS7 4,8

p=0,45

4.4.7 Achados histopatologicos e imuno-histoquimico para fator de crescimento

derivado do endotélio

Os achados histopatoldgicos peri-anastomaticos estdo listados nos apéndices S a
V e foram semelhantes entre os subgrupos, tanto no 3° e 7° DPO.

No 3° DPO, houve predominio dos seguintes achados: presenca intensa de
polimorfonucleares (p=1,00), e presenga moderada de mononucleares (p=1,00),
fibroblastos (p=1,00) e neovasos (p=1,00). Também predominaram a presenca de
necrose (p=0,47) e coldnias (p=1,00), sem diferenca estatistica entre os subgrupos.
Todos os animais avaliados apresentaram presenca crosta fibrino-leucocitaria, moderada
quantidade de edema, presenca de Ulcera e abscesso e auséncia de corpo estranho.

No 7° DPO, todos os animais apresentaram intensa quantidade de fibroblastos,
moderada quantidade de mononucleares, intensa quantidade de polimorfonucleares,
moderada quantidade de neovasos, moderada quantidade de edema, presenca de crosta
fibrino-leucocitaria e de uUlcera. Houve predominio da presenca de colénias (p=0,58),
corpo estranho (p=0,07) e abscesso (p=1,00); e auséncia de necrose (p=1,00), sem
diferenca estatistica entre os subgrupos.

N&o houve diferenca entre os subgrupos em relacdo a imuno-histoquimica para
VEGF. Ela foi positiva nos fibroblastos, leucécitos, plasmdcitos e vasos da regido da

anastomose, tanto no 3 ° quanto no 7° DPO.

4.4.8 Expressdo de metaloproteinases e interleucinas

A inducdo da sepse abdominal esteve associada ao aumento da expressdo do

gene para MMP1la (principalmente) e MMP13 (em menor proporg¢do) tanto no 3°
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quanto no 7° DPO, com diminui¢do da intensidade com o passar do tempo. N&o houve

alteracéo da expressao do gene para MMP 8 (tabela 33).

Tabela 33 - Fold das anastomoses avaliadas no 3° e 7° dia de pds-operatorio

Subgrupo Gene

MMP1la MMP8 MMP13
SS3 277,55 2,00 2,55
SS7 32,21 2,00 2,23

Os animais submetido & CLP ndo apresentaram alteracdo na expressdo dos genes
para IL1B e INFy tanto no 3° quanto no 7° DPO. Houve aumento da expressdo do gene
para TNFa apenas no 7° DPO. A expressdo do gene para IL6 aumentou ao longo do

tempo e a expressdo do gene para IL10 teve comportamento inverso (tabela 34).

Tabela 34 - Fold das anastomoses avaliadas no 3° e 7° dia de pds-operat6rio

Subgrupo Gene

TNF o IL6 IL1P INFy IL10
SS3 2,00 2,19 2,00 2,00 3,00
SS7 3,03 4,13 2,00 2,00 2,23

4.5 AVALIACAO DOS ANIMAIS TRATADOS COM DROGAS PROCINETICAS
NA PRESENCA DE SEPSE ABDOMINAL INDUZIDA

4.5.1 Evolucéo clinica

Os parametros clinicos dos animais em cada dia de DPO estdo descritos nos

apéndices A a L. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos na avalia¢do diaria dos
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parametros clinicos de apatia, ericamento, perda de pélos, diarréia e distensao
abdominal nos animais submetidos a eutanasia no 3° DPO.

Entre os animais mortos no 7° DPO, houve diferenga estatistica somente na
presenca de ericamento de pélos no 7° DPO (p=0,00). Ndo houve diferenca entre os
grupos no demais parametros clinicos avaliados dos animais submetidos a eutanasia no
7° DPO.

4.5.2 Achados intra-operatorios

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos em relacdo a deiscéncia de
anastomose, tanto no 3° (p=1,00) quanto no 7° DPO (p=1,00 - tabelas 35 e 36). Houve
um caso de deiscéncia de anastomose livre, com presenca de fezes na cavidade
abdominal a re-operacdo no grupo de animais mortos no 3° DPO. Este animal pertencia
ao subgrupo controle (SS3). Ocorreu ainda uma deiscéncia de anastomose bloqueada
por epiplon, vista apenas apos a liberacdo de todas as estruturas aderidas a anastomose e
abertura da peca. Este animal pertencia ao subgrupo submetido a administracdo de
bromoprida (SB3).

No 7° DPO ocorreram duas deiscéncias de anastomose bloqueadas por epiplon.
Estes animais pertenciam aos subgrupos tratados com metoclopramida (SM7) e controle
(SS7). Néo houve casos de deiscéncia livre nos animais submetidos a eutanasia no 7°
DPO.

A avaliacdo da cavidade abdominal realizada a re-operagdo nao demonstrou
diferenca significante entre os subgrupos em relacdo a presenca de peritonite, ileo
paralitico, obstrucdo intestinal ou abscesso intracavitario, tanto no grupo de animais

submetidos a eutanasia no 3° quanto no 7° DPO (tabelas 35 e 36).
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Tabela 35 - NUmero de animais com achados intra-operatérios positivos a re-abordagem realizada no 3°
dia de pds-operat6rio na presenca de sepse abdominal

Parametro Subgrupo p
SM3 SB3 SS3

ileo paralitico 1 3 4 0,45

Obstrucdo 0 0 0 -

Abscesso intracavitario 1 2 3 0,84

Peritonite Sim 4 4 7 0,41
Ceco bloqueado 6 5 3

Deiscéncia Livre 0 0 1 1,00
Bloqueada por epiplon 0 1 0

Tabela 36 - NUmero de animais com achados intra-operatérios positivos a re-abordagem realizada no 7°
dia de pos-operatério na presenca de sepse abdominal

Parametro Subgrupo p
SM7 SB7 SS7

ileo paralitico 2 0 0 0,31

Obstrucéo 1 1 0 1,00

Abscesso intracavitério 0 0 0 -

Peritonite Sim 0 0 0 -
Ceco bloqueado 10 9 9

Deiscéncia Livre 0 0 0 1,00
Bloqueada por epiplon 1 0 1

4.5.3 Quantidade de aderéncias

Os valores de Escore de Nair podem ser vistos nas tabelas 37 e 38. Ndo houve
diferenca significante entre os grupos tanto no 3° (p=0,31) quanto no 7° DPO (p=1,00).
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Tabela 37 - Numero de animais com cada um dos escores de Nair a re-abordagem realizada no 3° dia de
pos-operatério na presenca de sepse abdominal

Subgrupo Auséncia Uma banda Duas bandas Trés Direta a parede

ou mais bandas

SM3 0 1 0 9 0
SB3 0 0 3 6 1
SS3 0 0 1 8 1

p=0,31

Tabela 38 - Numero de animais com cada um dos escores de Nair a re-abordagem realizada no 7° dia de
pos-operatdrio na presenca de sepse abdominal

Subgrupo  Auséncia Uma banda Duas bandas Trés Direta a parede

ou mais bandas

SM7 0 0 0 8 2
SB7 0 0 0 8 1
SS7 0 0 0 8 1

p=1,00

N&o houve diferenca significante entre os subgrupos na porcentagem da
anastomose coberta por aderéncias nos animais submetidos a eutandsia tanto no 3°
(p=0,26) quanto no 7° DPO (p=0,90 - tabelas 39 e 40).

Tabela 39 - Namero de animais com cada uma das porcentagens da anastomose cobertas por aderéncias a
re-abordagem realizada no 3° dia de pés-operatdrio na presenca de sepse abdominal

Subgrupo Até < 25% 25% a < 50% 50% a <75% 75% a <100% 100%
SM3 0 0 0 2 8
SB3 2 0 1 3 4
SS3 0 2 1 3 4

p=0,26
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Tabela 40- Nimero de animais com cada uma das porcentagens da anastomose cobertas por aderéncias a
re-abordagem realizada no 7° dia de pds-operat6rio na presenca de sepse abdominal

Subgrupo Até < 25% 250a<50%  50%a<75%  75% a <100% 100%
SM7 0 0 1 2 7
SB7 0 0 1 1 7
SS7 0 0 7 7 5

p=0,90

N&o houve diferenca entre 0s grupos quanto as estruturas aderidas a anastomose,
tanto no 3° (p=0,74) quanto no 7° DPO (p=0,92 - tabelas 41 e 42).

Tabela 41 - Nimero de animais com cada estrutura aderida a anastomose a re-abordagem realizada no 3°
dia de pos-operatério na presenca de sepse abdominal

Sub Epiplon Delgado Epiplon + Epiplon + Epiplon + Epiplon +
Grupo delgado delgado + ceco delgado + delgado +ceco
seminais + seminais
SM3 1 0 6 2 0 1
SB3 3 1 4 2 0 0
SS3 3 0 3 3 1 0
p=0,74

Tabela 42- Numero de animais com cada estrutura aderida a anastomose a re-abordagem realizada no 7°
dia de pos-operatério na presenca de sepse abdominal

Sub Epiplon  Delgado Epiplon + Epiplon + Epiplon + Epiplon + Epiplon +
grupo delgado ceco seminais delgado delgado +
+Ceco ceco + bexiga
SM7 4 0 2 0 1 3 0
SB7 2 0 2 0 0 4 1
SS7 3 0 3 0 0 2 1
p=0,92
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Os valores de forca de ruptura das anastomoses dos animais submetidos a

eutanasia no 3° e no 7° DPO estdo descritos nos apéndices O e P.

No 3° DPO, os animais tratados com bromoprida (subgrupo SB3) tiveram

menores valores de forca de ruptura (p=0,01) que os animais tratados com

metoclopramida (subgrupo SM3) e animais controles (subgrupo SS3 - tabela 43,

gréfico 7).

Tabela 43 - Forca de ruptura das anastomoses avaliadas no 3° dia de pds-operatorio na presenca de sepse

abdominal

Subgrupo Valor minimo ~ Valor maximo Média Mediana Desvio padréo

(N) (N) (N) (N) (N)
SM3 0,01 0,19 0,10 0,08 0,05
SB3 0,00 0,15 0,02 0,00 0,05
SS3 0,03 0,09 0,07 0,08 0,02
p=0,01

Gréfico 7 - Mediana e valores intervalares da forca de ruptura das

anastomoses avaliadas no 3° dia de pds-operatorio na
presenca de sepse abdominal
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N&o houve diferenca entre os grupos (p =0,84) em relacdo ao valor da forca de
ruptura da anastomose dos animais submetidos a eutandsia no 7° DPO (tabela 44,
gréfico 8).

Tabela 44 - Forca de ruptura das anastomoses avaliadas no 7° dia de p6s-operatorio na presenca de sepse

abdominal
Subgrupo Valor minimo  Valor méaximo Média Mediana Desvio padréo
(N) (N) (N) (N) (N)
SM7 0,19 1,21 0,37 0,22 0,34
SB7 0,21 0,43 0,27 0,23 0,08
SS7 0,21 0,41 0,27 0,25 0,06

p =0,84

Gréafico 8 - Mediana e valores intervalares da forca de ruptura das
anastomoses avaliadas no 7° dia de poés-operatério na
presenca de sepse abdominal
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Todas as anastomoses romperam na linha de sutura durante a realizagdo do teste

de forca de ruptura no 3° DPO. Entre os animais mortos no 7° DPO, a maior parte
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rompeu também rompeu na linha de anastomose, sem diferenca entre 0S grupos
(p=0,76).

4.5.5 Concentracdo de hidroxiprolina

As concentragOes de hidroxiprolina dos segmentos intestinais retirados na
operacdo inicial e dos segmentos intestinais contendo as anastomoses de cada um dos
animais submetidos a eutanasia no 3° e no 7° DPO estdo descritas nos apéndices Q e R.

Houve reducdo da concentragdo de hidroxiprolina no dia da eutanasia quando
comparado a concentracdo pré-operatdria em todos o0s animais, tanto no 3° quanto no 7°
DPO (tabelas 45 e 46).

Tabela 45 - Variacdo da concentracdo de hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 3° dia de pés-

operatério na presenca de sepse abdominal

Subgrupo Mediana (ug/100 mg) Média (ug/100 mg) Desvio padréo
SM3 - 0,55 -0,64 0,13
SB3 - 0,80 -0,75 0,47

SS3 -0,24 -0,44 0,16
p=0,03

Tabela 46 - Variacdo da concentracdo de hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 7° dia de pés-

operatério na presenca de sepse abdominal

Subgrupo Mediana (ug/100 mg) Média (ug/100 mg) Desvio padréo
SM7 -0,45 - 0,47 0,17
SB7 - 0,50 - 0,45 0,10

SS7 - 0,55 -0,53 0,25
p=10,72

Houve diferenca estatisticamente significante na variacdo da concentragcdo de
hidroxiprolina das anastomoses dos animais submetidos a eutandsia no 3° DPO

(p=0,03): as anastomoses dos animais tratados com bromoprida (subgrupo SB3) foram
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as que tiveram maior reducdo na concentracdo de hidroxiprolina e as dos animais

controles (subgrupo SS3) foram as que tiveram menor reducdo (gréfico 9).

Grafico 9 - Mediana e valores intervalares da variagdo do contelido de

hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 3° dia de p0s-

operatério na presenca de sepse abdominal
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N&o houve diferenca estatisticamente significante (p=0,72) na variacdo da

concentracdo de hidroxiprolina das anastomoses dos animais submetidos a eutanasia no

7° DPO (grafico 10).
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Gréfico 10 - Mediana e valores intervalares da variagdo do contetdo de
hidroxiprolina das anastomoses avaliadas no 7° dia de pds-
operatorio na presenca de sepse abdominal
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4.5.6 Colageno tecidual

As anastomoses dos animais controles (subgrupo SS7) tiveram menor
porcentagem de colageno (p=0,05) que as dos animais tratados com metoclopramida
(subgrupo SM7) ou bromoprida (subgrupo SB7), com diferenca estatisticamente

significante (tabela 47).

Tabela 47 - Fragdo da area coberta por colageno das anastomoses avaliadas no 7° dia de p6s-operatorio na
presenca de sepse abdominal

Subgrupo Média da fracdo da area coberta por colageno
Sm7 9,5
SB7 8,5
SS7 3,8

p=0,05
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4.5.7 Achados histopatoldgicos e imuno-histoquimico para fator de crescimento
derivado do endotélio

Os achados histopatologicos peri-anastomoticos estdo listados nos apéndices S a
V e foram semelhantes entre os subgrupos, tanto no 3° e 7° DPO.

No 3° DPO, houve predominio dos seguintes achados: presenca intensa de
polimorfonucleares (p=1,00), moderada quantidade de mononucleares (p=1,00),
fibroblastos (p=1,00) e neovasos (p=1,00). Também predominaram a presenca de crosta
fibrino-leucocitaria (p=1,00), necrose (p=0,75) e abscesso (p=1,00), sem diferenca
estatistica entre os subgrupos. Todos os animais avaliados apresentaram presenga
moderada de edema, presenca de Ulcera e auséncia de corpo estranho. Houve diferenca
estatistica apenas em relacdo a presenca de colbnias (p=0,02), que foi maior no
subgrupo controle (SS3).

No 7° DPO, houve predominio dos seguintes achados: intensa quantidade de
fibroblastos (p=0,64), moderada quantidade de mononucleares (p=0,64), intensa
quantidade de polimorfonucleares (p=0,64), presenca de crosta fibriono-leucocitaria
(p=0,31), ulcera (p=0,32), necrose (p=1,00), abscesso (p=0,16), coldnias (p=0,71) e
corpo estranho (p=0,39), sem diferenca estatistica entre os subgrupos. Todos os animais
apresentaram moderada quantidade de neovasos e edema.

N&o houve diferenca entre os subgrupos em relacdo a imuno-histoquimica para
VEGF. Ela foi positiva nos fibroblastos, leucécitos, plasmécitos e vasos da regido da
anastomose, tanto no 3 ° quanto no 7° DPO.

4.5.8 Expressdo de metaloproteinases e interleucinas

No 3° DPO, houve aumento da expressdao do gene para MMPla nos animais
submetidos a sepse abdominal e tratados com metoclopramida (subgrupos SM3), sem
efeito sobre a expressdo dos genes para MMP 8 e MMP 13. J& nos animais tratados com
bromoprida (subgrupo SB3), houve aumento da expressdo do gene para as trés MMP
avaliadas, com maior efeito para MMP 8 (tabela 48).
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Tabela 48 - Fold das anastomoses avaliadas no 3° dia de pds-operatdrio na presenca de sepse abdominal

Subgrupo Gene

MMP1a MMP8 MMP13
SM3 2,73 2,00 2,00
SB3 3,48 7,46 2,22

No 7° DPO, ocorreu aumento da expressdo dos genes para MMPla , MMP 8 e
MMP 13 nos animais submetidos & administracdo de drogas procinéticas (subgrupos
SM7 e SB7), com maior efeito para MMP 1la e MMP 8 nos animais tratados com

metoclopramida e para MMP 13 nos animais tratados com bromprida (tabela 49).

Tabela 49 — Fold das anastomoses avaliadas no 7° dia de pds-operatdrio na presenca de sepse abdominal

Subgrupo Gene

MMP1la MMP8 MMP13
SM7 9,87 5,50 2,27
SB7 7,06 2,26 435,03

No 3° DPO, houve aumento da expressdo dos genes para TNFa, IL6 e ILIJ
tanto nos animais tratados com metoclopramida quanto nos tratados com bromoprida.
Somente os animais do subgrupo SB3 evidenciaram aumento da expressao do gene para
INFy. Nao houve alteragdo na expressao do gene para IL10 nos dois subgrupos de

animais (tabela 50).

Tabela 50 - Fold das anastomoses avaliadas no 3° dia de pds-operatdrio na presenca de sepse abdominal

Subgrupo Gene
TNF o IL6 IL1B INFy IL10
SM3 69041,04 28,32 2,19 2,00 2,00

SB3 478,91 82,29 2,78 60,56 2,00
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No 7° DPO, houve aumento da expressdo dos genes para todas as citocinas
avaliadas tanto nos animais tratados com metoclopramida quanto nos animais tratados

com bromoprida. Este aumento foi maios pronunciado para IL10 (tabela 51).

Tabela 51 - Fold das anastomoses avaliadas no 7° dia de p6s-operatdrio na presenca de sepse abdominal

Subgrupo Gene
TNF «a IL6 IL1P INFy IL10
SM7 2,09 3,58 2,58 82,41 96,71

SB7 2,66 2,17 2,63 2,55 71,92
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5 DISCUSSAO

O cOlon ¢ a regido do trato gastrointestinal (TGI) mais vulneravel a deiscéncia
de anastomoses (YARIMKAYA et al., 2003). A alta mortalidade e a morbidade grave
associadas a deiscéncia justificam a necessidade de avaliacdo adicional de métodos que
diminuiam a sua incidéncia (HOEPPNER et al., 2010) e dos efeitos deletérios de drogas
sobre a cicatrizag&o.

A ocorréncia de deiscéncia é particularmente alta quando a anastomose €
realizada no coélon distal, com elevada morbi-mortalidade quando comparada a
anastomoses realizadas em outras porc¢des do TGI (JIBORN et al., 1980). A anastomose
colorretal baixa estd associada a uma maior incidéncia de complicagfes pela carga fecal
e dificuldade técnica associadas (CAKMAK et al., 2009).

Pesquisas experimentais sobre a cicatrizacdo de anastomoses tém sido realizadas
no rato pois acredita-se que o modelo basico de reparo tecidual e a composicdo da
microflora fecal deste animal sejam similares a0 humano (SIEMONSMA et al., 2003;
CAKMAK et al., 2009; HERRMANN et al., 1964). O rato apresenta praticidade para
experimentos com grande nimero de animais com similaridade genética e fisiologica
(HERRMANN et al., 1964). Outras vantagens na sua utilizacdo consistem na facil
padronizacdo quanto a raca, Sexo e peso; na resisténcia a infecgdes, o que dispensa a
utilizacdo de técnica asséptica; no baixo custo e na sua facil manutencdo em biotério
(SIRIMARCO et al.,, 2001). Entretanto, no modelo animal, a taxa de faléncia
espontanea da anastomose é muito baixa quando comparada ao humano, onde pode ser
de mais de 23%. Por isso, € importante que sejam estudados outros parametros além da
avaliacdo macroscopica (HOEPPNER et al., 2010).

Os animais foram submetidos a eutanasia no 3° e 7° DPO para a avaliacdo das
alteracdes precoces na cicatrizagcdo de anastomoses decorrentes da sepse e do uso de
drogas procinéticas. Isso porque a maior parte das complicacdes anastométicas ocorrem
até o 7° DPO e, ap06s este tempo, a forca de ruptura passa a ser semelhante a do tecido
intacto, 0 que limita a avaliacdo da presenga de aderéncias sobre a cicatrizacao intestinal
(SOARES JUNIOR; SOUZA, 2010).

Na primeira fase deste estudo, foi avaliada a influéncia das drogas procinéticas
sobre a cicatrizacdo das anastomoses na auséncia de sepse abdominal. N&o houve

diferencga estatistica entre os subgrupos em relagéo aos pardmetro clinicos, incidéncia de



87

deiscéncia de anastomose e achados intra-operatorios de peritonite, abscesso, obstrugdo
ou ileo paralitico, tanto no 3° quanto no 7° DPO.

O uso das drogas procinéticas esteve associado a uma menor cobertura da
anastomose por aderéncias no 3° DPO. O subgrupo que recebeu metoclopramida foi o
de menor cobertura, seguido pelo subgrupo que recebeu bromoprida. Os animais
controles tiveram a maior taxa de cobertura da anastomose por aderéncias. Entretanto,
em relacdo & quantidade total de aderéncias avaliada pelo escore de Nair e as estruturas
aderidas a anastomose, ndao houve diferenca estatistica entre os grupos.

As anastomoses dos animais que receberam procinéticos tiveram menores
valores de forga de ruptura que as dos animais controle no 3° DPO. Este fato ocorreu
principalmente ap6s a administracdo de bromoprida. No 7° DPO, ndo houve diferenga
entre os subgrupos em relacdo a quantidade de aderéncia e aos valores de forca de
ruptura.

Apos a realizagdo de qualquer intervencdo cirdrgica na cavidade abdominal, a
ativacdo da cascata de coagulacdo promove a conversao do fibrinogénio em fibrina com
consequente formacdo da matriz de fibrina que conecta a superficie peritoneal desnuda
por meio de bandas. A injuria tecidual causa perfusdo inadequada e isquemia local, o
que reduz a atividade fibrinolitica e favorece a persisténcia das bandas de fibrina e a
formagéo de aderéncias (AYTEN at al., 2008).

As aderéncias podem ter acdo bioldgica benéfica para a cicatrizacdo de
anastomoses por facilitar a neovascularizacdo, melhorar a drenagem linfatica e a
capacitacdo fagocitaria e pelo efeito mecénico direto, ao selar pequenas falhas, atuando
assim como uma cola fisioldgica (SOARES JUNIOR; SOUZA, 2010).

Os achados do presente estudo podem corroborar com o argumento de que as
aderéncias a anastomose sdo de maior importancia na cicatrizacdo de anastomoses que 0
total de aderéncias presentes na cavidade abdominal, uma vez que sdo elas que
realmente podem proteger a anastomoses de vazamentos. Este efeito benéfico pode ser
ainda maior nos primeiros dias de pds-operatorio, época em que a resisténcia da
anastomose atinge os seus valores minimos.

SPINGALL e SPITZ (1989) estudaram a agdo da cisaprida, outro agente
procinético, sobre a cicatrizacdo de anastomoses de ratos no 7° DPO. A administracdo
da droga esteve associada a uma menor quantidade de aderéncias, porém sem efeito

sobre a resisténcia anastomética.
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GARCIA-OLMO et al. (1997), em seu estudo sobre os efeitos farmacoldgicos
da manipulacdo da motilidade gastrointestinal sobre a resisténcia de anastomoses
colbnicas, notaram que, no 4° DPO, havia menor quantidade de aderéncias a
anastomose nos animais que receberam metoclopramida quando comparados aos
animais controle, porém sem diferenca significante. A regressdo multipla, a presenca de
aderéncias a anastomose foi o fator de maior influéncia sobre a pressdo de ruptura. Os
autores concluiram que o uso da metoclopramida no pos-operatério recente esteve
associado ao aumento significativo do niumero de deiscéncias de anastomoses colonicas,
e, nos animais sobreviventes, a uma diminui¢do significativa na resisténcia das
anastomoses.

O uso de azul de metileno preveniu a formacédo de aderéncias e prejudicou a fase
inicial da cicatrizacdo de anastomoses do colon esquerdo de ratos no 3° DPO, ao
diminuir a pressao de ruptura. Este efeito ndo ocorreu no 7° DPO (DINC et al., 2006).
Outro estudo demonstrou que no 5° DPO, a resisténcia de anastomoses com aderéncias
intactas foi maior que a de anastomoses submetidas ao teste ap6s a remocdo de
aderéncias (WU et al., 2003).

Em um estudo multicéntrico randomizado com a presenca de 1791 pacientes
submetidos a operacBes abdomino-pélvicas, o uso do agente anti formagdo de
aderéncias Seprafilm® ndo aumentou a incidéncia de fistulas. Entretanto, foi sugerido
que este agente pode alterar as consequéncias da deiscéncia de anastomoses, uma vez
que as aderéncias podem prevenir a propagacao do contetdo e, em alguns casos, selar a
anastomose, evitando sintomas clinicos (BECK et al., 2003).

Outros estudos correlacionaram a presenca de aderéncias com a resisténcia
anastomotica e tiveram achados opostos, demonstrando que outros fatores podem ser de
maior importancia sobre a cicatrizacdo. A avaliacdo de anastomose ileo-célicas de
animais submetido a injecdo intra-peritoneal de polipeptideos bioativos revelou que
estes agentes estavam associados a uma diminuigdo da quantidade de aderéncias e, ao
contrario do nosso estudo, a0 aumento da seguranca da anastomose por aumentar a
pressdo de rompimento no 3° DPO (TINGSTEDT at al.,2006).

O uso de cianoacrilato provocou maior formacdo de aderéncias porém menor
resisténcia ténsil em anastomoses do colon direito de ratos mortos no 7° DPO
(SOARES JUNIOR; SOUZA, 2010). BLOUHOS et al. (2010), ao estudarem
anastomoses realizadas no célon transverso de ratos, constataram que, no 10° DPO, o

uso do antineoplasico oxaliplatina esteve associado a um maior nimero de aderéncias a
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anastomose porém menor resisténcia ténsil, menor nimero de células inflamatorias e
menor deposi¢do de colageno.

Segundo TRUBIAN (2004), anastomoses coldnicas perdem 72 a 95% da forga
de ruptura nos primeiros trés dias de pds-operatorio. Apds duas semanas, a resisténcia é
semelhante aos controles ndo operados. HERRMANN et al. (1964) estudaram a
evolucdo normal da cicatrizacdo de anastomoses do colon esquerdo de ratos, desde 3
horas até 1 ano de pds-operatdrio. Eles determinaram que a resisténcia ténsil ndo se
altera desde 3 horas até 4 a 5 dias. Apos este periodo ocorre um ganho rapido na
resisténcia e, por volta do sétimo dia, o seu valor iguala-se ao do intestino ndo operado.
A resisténcia maxima é atingida entre o 8° e 10° DPO, época na qual o rompimento
ocorre proximal ou distal a anastomose.

No nosso estudo, quase todas as anastomoses romperam na linha de sutura
durante a realizacdo do teste de forca de ruptura. HENDRIKS e MASTBOOM (1990)
acreditam que a pressdo de ruptura seja um bom método para estudo da cicatrizagdo de
anastomoses somente quando a ruptura se dd no local da anastomose e o teste for
realizado nos primeiros dias apds a cirurgia, quando a resisténcia anastomotica é baixa e
as chances para deiscéncias sdo relativamente altas. Os mesmos autores destacam nédo
ter havido correlagdo entre concentracdo de colageno e parametros mecanicos na
cicatrizacdo de anastomoses intestinais.

N&o encontramos diferenca entre os subgrupos em relacdo ao contetdo de
colageno tecidual. O colageno é a principal proteina da matriz extracelular e o
constituinte predominante da cicatriz final (INAN et al., 2006). No TGl, esta localizado
principalmente na camada submucosa (LORD et al., 1977). Ele é importante em todas
as fases da cicatrizacdo e € critico para a forca e integridade tecidual. Entretanto, a forca
anastomotica final nem sempre esta relacionada a concentracdo absoluta de colageno: a
estrutura e o arranjo da matriz de colageno podem ser mais importantes (AYDIN et al.,
2006). E provavel que o ganho da resisténcia mecénica esteja diretamente relacionada a
qualidade do colageno (LEITE et al., 1993).

A anastomose é mais fraca no 3° e 4° DPO pelo baixo conteudo de colageno
decorrente da alta atividade da colagenase induzida pela injaria tecidual na fase inicial
da cicatrizacdo (JIBORN et al., 1980). Tanto granuldcitos tanto mondcitos que estdo
presentes na area anastomatica apos 3 e 24 horas de pds-operatdrio, respectivamente,
tém grande atividade colagenolitica (MASTBOOM et al., 1991). Ja foi demonstrado

uma perda substancial da capacidade tecidual de segurar a sutura nos primeiros dias de
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pos-operatério em todos os segmentos do TGI, provavelmente pela degradacdo do
colageno tecidual. Esta fator pode ser importante no desenvolvimento da deiscéncia de
anastomose (HOGSTROM; HAGLUND, 1985).

No nosso estudo, a quantificacdo do colageno tecidual foi realizada somente no
7° DPO porque entre 0 4° e 0 7° DPO , a sintese de coldgeno comeca a compensar a sua
lise e a concentracdo de coldgeno aumenta (JIBORN at al., 1978). Além disso, no 7°
DPO a atividade colagenolitica retorna ao normal (HOEPPNER et al., 2010). Apds este
periodo, a anastomose adquire sua forca mecanica total (AYDIN et al., 2006).

Houve reducdo da concentracdo de hidroxiprolina em todos os subgrupos
avaliados. IRVIN e HUNT (1974) demonstraram a diminui¢cdo da concentracdo de
hidroxiprolina no segmento anastomoético no 3° DPO. JIBORN et al. (1978) também
estudaram esta diminuicdo e constataram que a concentracdao de hidroxiprolina retorna
ao normal somente ap6s 10 a 14 dias da operacao.

N&o houve diferenca quanto a reducdo da concentracdo de hidroxiprolina entre
0s subgrupos de animais mortos no 3° DPO. No 7° DPO, os animais que receberam
metoclopramida tiveram melhor evolucdo (menor perda de hidroxiprolina) que o0s
animais controles.

N&o foram encontrados outros estudos que analisassem o efeito de procinéticos
sobre a concentracdo de hidroxiprolina.  Sabe-se, entretanto, que avaliacdo da
hidroxiprolina nem sempre esta em paralelo com os demais parametros da cicatrizacao
(KARATAS et al., 2010; AGALAR et al., 2000). A auséncia de relacdo direta entre 0s
testes mecénicos e a dosagem de hidroxiprolina ndo significa necessariamente que a
perda da resisténcia intestinal ndo seja causada por alteracbes na matriz de colageno.
Indica somente que ndo ¢ a quantidade absoluta de coldgeno, mas principalmente a sua
estrutura e o tipo de coladgeno os fatores decisivos na estabilidade da integridade
tecidual (FRIED et al., 1984).

A presenca das MMP nas anastomoses intestinais foi reconhecida pela primeira
vez por HAWLEY et al (1970). Sua producdo € induzida ao nivel transcricional por
citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento, horménios, radiagdo ultavioleta,
estresse fisico e contato célula a célula ou célula a matriz extracelular, via integrinas
(NAGASE; WOESSNER, 1999). Ap0s produzidas, elas sdo armazenadas como
zimogéneos ou pr6 MMP, no meio extracelular ou em granulos de neutrdfilos e
macrdfagos (AGREN et al., 2004).
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As MMP atuam em varios aspectos da cicatrizagdo como na angiogénese,
remogdo de tecido desvitalizado e remodelamento do tecido conectivo; sinalizagdo
intracelular, secregéo, bioativacdo e estabilidade de citocinas e fatores de crescimento;
migracdo, proliferacio e diferenciacdo celular e apoptose (AGREN et al., 2004;
PIIRKS, 1999).

Sob condigdes normais, a expressdao de MMP é limitada a poucos tecidos que
tém remodelamento intenso, como o endométrio durante o ciclo menstrual, feridas em
cicatrizacdo e tecidos sob reacdo inflamatoria (PAKS, 1999; SALAMONSEN, 1996;
BORDEN; HELLER, 1997). Desta forma, elas estdo ausentes ou presentes em pequenas
quantidades no colon normal (CHOWCAT et al., 1988; SAVAGE et al., 1998) mas
apos a confecgdo de anastomose, passam a ser vistas na linha de sutura.

A atividade das MMP € intensa nos primeiros DPO. Esta atividade interfere com
a sintese do colageno e permite que macrdfagos, neutréfilos e fibroblastos cheguem a
regido de reparo tecidual. AGREN et al. (2004) demonstraram que a degradacdo de
colageno por MMP ativadas em anastomoses do célon esquerdo de ratos avaliadas no 3°
DPO foi substancialmente aumentada (pelo menos dez vezes maior) na area adjacente a
sutura quando comparada a area nao suturada. Com o prosseguir de cicatrizacao, esta
acao diminui progressivamente, permitindo entdo a producao de matriz extracelular e o
aumento da resisténcia anastomatica.

O aumento da atividade de MMP pode mediar a perda de forca anastomotica nos
primeiros trés dias de pOs operatorio, ao causar degradacdo local do colageno e de
outras proteinas da matriz extracelular na submucosa do tecido vizinho a sutura
(HENDRIKS; MASTBOOM, 1990; THORNTON; BARBUL, 1997; SAVAGE et al.,
1998; VAN DER STAPPEN et al., 1987). Foi demonstrado que a expressdao de MMP
estd aumentada na parede intestinal de pacientes com deiscéncia anastomdtica
(STUMPF et al., 2005) e que a cicatrizagcdo de anastomoses de ratos foi melhorada pela
inibicdo de MMP, com aumento da pressao de ruptura, melhor preservacao da estrutura
das camadas intestinais e aumento do colageno no sitio anastomético (KIYAMA et al.,
2001).

Portanto, o controle da atividade das MMP ¢é essencial para ndo haver quebra
excessiva da matriz, que pode resultar em deiscéncia e aumento da morbimortalidade
(STUMPF et al., 2005; ONODERA et al., 2004; DE HINGH et al., 2002; SAVAGE et
al., 1997; SAVAGE et al., 1998; SYK et al., 2003). Além disso, o controle anormal da
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matriz extracelular pode ser responsavel pela formacdo de aderéncias ap0s injuria
peritoneal (CHEONG et al., 2002).

Pacientes com aumento de MMP 1, 2 e 9 em biopsias peri-operatorias de colon
apresentaram aumento das taxas de deiscéncia anastomética (STUMPF et al., 2005;
PASTERNAK et al., 2010). STUMPF et al. (2002) demonstraram maiores quantidades
de MMP13 em amostras intestinais de pacientes que evoluiram com deiscéncia
anastomética quando comparados a pacientes ndo complicados, sem diferenca entre 0s
grupos quanto a MMP 1. PASTERNAK et al. (2010) quantificaram, pelo método de
citometria de fluxo, as MMP 1, 2, 3, 7, 8, 9 e 13 presentes no fluido intra-peritoneal no
dreno de pacientes apds 4h de resseccdo anterior do reto. Houve aumento de MMP 8 e 9
nos pacientes que evoluiram com deiscéncia.

Avaliacdes por imuno-histoquimica e de analise zimografica demostraram que
as MMP 2, 3, 8 e 9 estdio aumentadas em anastomoses colonicas de ratos (AGREN et
al., 2006; SEIFERT et al, 1996; SHAPER et al., 2001) enquanto as MMP10 e 13 néo
estiveram associadas a cicatrizagdo de anastomoses intestinais (VAALAMO et al.,
1998). A expressdo de MMP 1 em anastomoses de coelhos demonstrou um aumento da
atividade colagenolitica apds 48 a 72 horas de p6s-operatério quando comparado a 24
horas ap6s a operagdo. Este aumento coincidiu com a diminui¢do da concentracdo de
colageno na parede intestinal (CHOWCAT et al., 1990).

No nosso estudo, no 3° DPO, houve aumento importante da expressao dos genes
para MMPla, MMP 8 e MMP 13 nos animais submetidos a administracdo de drogas
procinéticas em relacdo aos controles. Talvez este seja mais um fator somado ao
estimulo da motilidade gastro-intestinal para a diminuicdo da porcentagem de
anastomose coberta por aderéncias e para 0s menores valores de resisténcia ténsil
encontrados nestes subgrupos de animais.

No 7° DPO, a expressdao dos genes para MMPla e MMP 8 voltou a ser
semelhante aos animais controles e a expressdo dos genes para MMP 13 diminuiu.
Talvez por isso a porcentagem da anastomose coberta por aderéncias e os valores de
resisténcia ténsil da anastomose passaram a ser semelhantes aos animais controles.

Entretanto, é importante ressaltar que o estudo da atividade das MMP por
imuno-histoquimica ou anélise de RNAmM n&o significa necessariamente que ocorrera
degradacdo da matriz, uma vez que existe ainda o rigido controle da atividade das MMP
ao serem secretadas como pro-enzimas inativas e pela presenca de inibidores (BREW et
al., 2000).
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THOMPSON et al. (2006) publicaram um artigo de revisao sobre a cicatrizagdo
de anastomoses e descreveram as fases classicas da cicatrizacdo. A fase inflamatoria é
caracterizada inicialmente pela hemostasia realizada pelas plaquetas. Ocorre aumento da
permeabilidade vascular e influxo de células inflamatorias. Os neutréfilos sdo
inicialmente o tipo celular predominante, com acdo de limpeza da ferida dos
microorganismos invasores. A infiltracdo neutrofilica dura apenas alguns dias mas a
contaminacdo prolonga a presenca deste tipo celular, o que pode contribuir para o
retardo da cicatrizacdo (LI et al., 2007).

Entre 0 2° e 0 3° DPO, mondcitos e macrofagos teciduais passam a predominar
e iniciam a sintese e liberacdo de citocinas. Os macré6fagos sdo considerados a célula
regulatoria mais importante da reacdo inflamatoria. Eles liberam fatores angiogénicos e
quimio-atraentes para fibroblastos e, dessa forma, parecem ter papel crucial na transi¢cdo
entre a fase inflamatdria e a fase de reparo tecidual (LI et al., 2007).

A fase proliferativa inicia-se a partir do 4° DPO com a chegada dos fibroblastos.
Eles substituem a matriz proviséria com tecido de granulacdo rico em colageno
(THOMPSON et al., 2006). Ap0s a sua migracao, os fibroblastos alteram seu fendtipo
pré fibrético e assumem a sintese protéica. Miofibroblastos contribuem para a contracao
da ferida (LI et al., 2007). A angiogénese também ocorre nesta fase e permite a melhor
oxigenacao local e suprimento de nutrientes.

A fase de remodelacdo é caracterizada pela proliferacdo de células musculares
lisas e reducdo da quantidade de macréfagos e fibroblastos (THOMPSON et al., 2006).
Ocorre alteracdo na composi¢do da matriz extracelular. Durante esta fase, o colageno
tipo 111 é o tipo predominante. Ele aparece ap6s 48 a 72 horas de p6s-operatério e tem
seu pico entre 5 e 7 dias. Com a evolugdo da cicatrizacdo, ocorre a degradacdo do
colageno tipo Il e 0 aumento da sintese do colageno tipo I. Este processo ocorre pela
acdo das MMP. A quantidade total de colageno atinge valores maximos entre 2 e 3
semanas apos a injuria (L1 et al.,2007).

A alteracdo da micro-circulacdo ao nivel da anastomose € um dos principais
fatores que podem contribuir para a deiscéncia anastomotica. A reducdo da perfusdo
tecidual inicia-se no intra-operatorio e pode ter como consequéncia a necrose e
formagé&o de fistulas no periodo pds-operatorio inicial (ENESTVEDT et al., 2006).

No nosso estudo, foi observada moderada quantidade de neovasos tanto no 3°
qguanto no 7° DPO. De modo contrario, um estudo experimental sobre angiogénese

demonstrou aumento significativo dos vasos sanguineos na anastomose colénica entre o
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3° e 7° DPO, em maior quantidade na periferia da anastomose quando comparada ao
centro, e de modo mais pronunciado na mucosa submetida & injdria. Estes autores
concluiram que a angiogénese estd aumentada no periodo critico da cicatrizacdo de
anastomoses (SEIFERT et al., 1997).

HOUDART et al. (1955) avaliaram a evolucdo da neovascularizacdo ap0s a
realizacdo de anastomoses col6nicas por meio da injecdo de bario e estudo radioldgico
dos espécimes cirargicos. Ndo foram observados neovasos no 2° DPO. No 4° DPO, os
primeiros vasos neoformados apareceram em pequeno numero e calibre. J4 no 7° DPO,
0 sitio anastomotico mostrou-se hipervascularizado. A quantidade de aderéncias
peritoneais foi maxima nesta época e a contribuicdo de vascularizagdo de origem extra-
intestinal foi confirmada.

O VEGF é um fator de crescimento endotelial potente e tem papel bem
estabelecido na angiogénese e crescimento tumoral (KLEESPIES at al., 2004). Aumenta
a permeabilidade vascular e promove vasodilatagdo, crescimento, proliferacdo e
migracdo de células endoteliais. (HENRY, 1999). Além disso, age inibindo a expresséo
de Oxido nitrico sintetase e regula negativamente a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Pode ainda aumentar a expressao de MMP em células musculares lisas de
vasos sanguineos (WANG; KEISER, 1998). Exerce sua acdo bioldgica
predominantemente sobre as células endoteliais, induzindo sua proliferacdo e migracéo
(L1etal., 2007).

A administracdo de VEGF na muscular prépria melhorou a cicatrizacdo de
anastomoses colonicas em coelhos, ao aumentar a presséo de ruptura e a concentragdo
de hidroxiprolina no 4° DPO (ISHII et al., 2009). Entretanto, em um estudo realizado
em ratos, o uso de bevacizumab (Avastin®), um anticorpo monoclonal recombinante
que inibe o VEGF (e , portanto, inibidor da angiogénese) ndo causou alteracdes no
contetdo de hidroxiprolina e na forca anastomética no 7° e 14° DPO (PAVLIDIS et al.,
2010).

Como jé citado, no nosso estudo ndo houve diferenca entre os subgrupos nos
achados histopatoldgicos. Isso pode explicar porque a imuno-histoquimica para este
fator de crescimento foi semelhante entre 0s subgrupos, uma vez que Varios tipos
celulares como fibroblastos e células endoteliais sdo capazes de produzir VEGF (LI et
al., 2007).

CAHILL et al. (2006) estudaram a relagdo entre mastocitos, liberacdo de VEGF

e a formacédo de aderéncias. Camundongos com e sem deficiéncia de mastécitos foram
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submetidos ao desnudamento do ceco e realizacdo de pontos de sutura com o objetivo
de desencadear aderéncias. Os animais com deficiéncia de mastocitos tiveram menor
quantidade de aderéncias no 14° DPO que os animais controles. A deficiéncia de
mastocitos esteve associada a uma menor concentracdo de VEGF peritoneal nas
primeiras 24 horas de pds-operatorio. Os autores concluiram que os mastécitos e o
VEGF parecem ter papel importante na formacéao de aderéncias.

No nosso experimento, o uso de drogas procinéticas esteve associado a uma
menor quantidade de aderéncias a anastomose porém 0 mesmo nao ocorreu em relacao
a expressdo de VEGF a imuno-histoquimica.

Citocinas e quimiocinas interagem na determinagdo do vigor da resposta
inflamatoria e na extensdo da subseqliente formacdo de aderéncias (LIN et al., 2000;
MARGETTS et al., 2002). Estas interacbes sdo complexas, com a existéncia de
citocinas pré-inflamatérias, como TNFa, ILI B, IL6 ¢ IL8; e citocinas anti-inflamatérias,
como IL4 e IL10. A cascata inflamatéria ¢ iniciada pela producdo de IL1 e TNFa,
sequidas da IL6 e IL8 (CAVAILLON et al., 1999).

Nas primeiras horas ap0s a cirurgia abdominal, as citocinas sdo primariamente
sintetizadas e liberadas no sitio de injuria, antes mesmo da liberacdo sistémica.
(BAKER et al., 2006). O nivel sisttmico pode ser considerado secundario, um reflexo
menor de eventos locais (WIIK et al., 2001; MOLLOY et al., 1993). Aparentemente, 0s
niveis locais de citocinas refletem o processo de cicatrizacdo e 0s niveis sistémicos
refletem parametros clinicos como patologia tumoral e complicacGes pos-operatorias
(BAKER et al., 2006).

A IL1B beta é produzida primariamente por macrofagos. E o primeiro sinal de
alerta as celulas adjacentes ap6s o dano tecidual (FREEDBERG et al., 2001), sendo
importante também na atracdo de neutréfilos para remocéao das bactérias contaminantes
(HANTASH et al., 2008). Esta citocina induz a secregdo de IFN y por células natural
Killer, ativa macrofagos e induz a expressdo de MMP, levando a degradacdo da matriz
extracelular e migracdo de monocitos. (ITO et al., 1996). Em conjunto com o TNF a, ¢
uma importante citocina pro-inflamatéria na fase inicial da cicatrizagdo e promove
regulacdo positiva de IL6 (HIRANO, 1998). As concentragcdes de IL1p aumentam
significativamente no fluido peritoneal no periodo pos-operatorio (TSUKADA et al.,
1993), sugerindo a acdo local da citocina. Seu pico ocorre no 4° DPO (RONG at al.,

1997), época crucial no reparo tecidual.
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O TNFa ¢ produzido predominantemente por neutréfilos, células endoteliais
vasculares e macrofagos (BAKER et al., 2006). E um mediador inflamatério ativo na
sintese de colageno e também prové substrato metabdlico para a cicatrizacdo de feridas
na fase inflamatéria (LOPES et al.,, 2008). Produzido precocemente no local da
anastomose, diminui rapidamente e quase desaparece 24 horas apds a operacdo no
processo cicatricial normal (ISHIMURA et al., 2002). Niveis aumentados apos este
periodo correlacionam-se com o retardo da cicatrizacdo (ISHIMURA et al., 2002;
BUCK et al.,, 1996; KANELLOS et al.,, 2008; ZACHARAKIS et al., 2008). O
tratamento com TNFa inibe a cicatrizagao durante a fase inflamatéria por diminuir a
producdo de tecido de granulacdo (RAPALA et al, 1991). Estudos prévios
demonstraram que 0 TNF a inibe a expressdo génica do colageno ¢ aumenta a atividade
colagenolitica, levando a um prejuizo a cicatrizacdo (BUCK et al., 1996; AHRENDT et
al., 1996).

Em culturas de fibroblastos da pele humana, o TNFa causou inibicdo da
producdo de colageno de modo dose dependente e diminuicdo do RNAm do colageno.
Além disso, aumentou a degradacdo do coladgeno por aumentar a producdo de
colagenase pelos fibroblastos da pele (MAUVIEL et al., 1988). AGREN et al. (2011)
ndo encontraram impacto importante do bloqueio da sinalizagdo do TNF o sobre a
resisténcia ténsil de anastomoses do célon esquerdo de ratos. Outros autores
demonstraram relacdo entre o aumento do TNFa e o prejuizo na cicatrizagdo de
anastomoses no 7° DPO em camundongos na presenca de sepse (ISHIMURA et al.,
2002).

A IL6 é considerada mediador fundamental em diversas etapas da inflamagcéo.
Atua na modulacdo, proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo de diversos tipos celulares
(BIFFL et al. 1996; MATEO et al.,, 1994.; AKIRA et al., 1993). Seu aumento foi
descrito em resposta ao trauma, queimaduras e operacdo eletiva (BIFFL et al. 1996) e é
proporcional ao dano tecidual. Tem ainda relacdo com a mortalidade hospitalar e
APACHE Il (AKIRA et al., 1993). Alguns estudos demonstraram aumento de IL6 e
TNFo em pacientes com complicagdes pos-Operatdrias, enquanto outros n&o
demonstraram efeito semelhante (DECHERNEY; DIZEREGA, 1997; HOLMDAHL et
al., 1997).

O INFy ¢ uma citocina secretada por linfécitos e que participa da resposta

inflamatoria que envolve vias imunes. Estudos demonstraram aumento de INFy no
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fluido peritoneal no periodo pds-operatorio, com pico no 4° DPO e retorno posterior a
linha de base em uma semana (RONG et al., 1997).

A IL10 é um dos mais conhecidos sinalizadores negativos da inflamac&o.
Acredita-se que seja 0 mais importante mediador com papel limitador e finalizador da
resposta inflamatoria (BALBINO et al., 2005; RONGIONE et al.,, 1997). O efeito
regulador da 1L10 sobre o crescimento e diferenciacdo de células do sistema imune,
queratinoctios e células endoteliais indica que sua participacdo no reparo tecidual ndo se
restringe & regulacdo negativa da inflamagdo. E possivel que exerca funcdes mais
diretas também sobre a cicatrizacdo e reepitelizacdo (BALBINO et al., 2005). Ela
aumenta apo0s 24h de pos-operatorio e promove a diminuicdo de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNFa e IL6, ¢ da atividade de macrofagos (ISHIMURA et al.,
2002; MARCHANT at al., 1995; VAN DER POLL et al., 1995). Pode ainda participar
da supressdo da infiltracdo de células inflamatorias no segmento anastomético
(ISHIMURA et al.,1998). Niveis persistentemente altos de IL 10 podem gerar
imunossupressdo prolongada com maior suscetibilidade a infeccbes (WIIK et al.,
2001).

Diversos estudos avaliaram as variac@es dos niveis de citocinas no periodo pos-
operatério e sua relacdo com a ocorréncia de complicacfes. BAKER at al. (2006)
realizaram dosagens de citocinas no fluido do dreno abdominal de pacientes submetidos
a operacdes colorretais eletivas e demonstraram que 0s niveis de IL6 tiveram pico no 1°
DPO, com posterior decréscimo até o 7° DPO. Os valores de TNFa foram baixos no 1°
e 3° DPO, com aumento gradativo até o 7° DPO. A IL1 B teve pico no 1° DPO, com
posterior queda até o0 5° DPO e leve recuperacao posterior até o 7° DPO.

HERWING et al. (2002) evidenciaram que aumentos significativos de IL6 e
TNF a no 1° DPO precede sintomas clinicos de peritonite e deiscéncia de anastomose
colorretal em vérios dias, e que os niveis de IL1 aumentaram significativamente no 3°
DPO em pacientes que desenvolveram deiscéncia.

BERTRAM et al. (2003) também encontraram aumento dos niveis de TNFoa um
dia antes do diagnostico cirdrgico de deiscéncia, mas ndo houve diferenca significante
em relacdo ao grupo controle. Estes autores concluiram que apés a operacgdo colorretal
eletiva, a quantificagdo de TNFa e de IL6 no dreno peritonal ndo tem utilidade no
diagnostico de deiscéncia anastomotica. Ja foi descrita uma correlacéo positiva entre 0s
niveis de IL1p3, IL6 e TNFa e tempo operatdrio prolongado, maior perda sanguinea e

contaminac&o bacteriana do fluido do dreno peritoneal (TSUKADA et al., 1993).
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No nosso estudo, 0 aumento da expressdo do gene para IL6 no 3° DPO néo
associou-se ao aumento do nimero de deiscéncias mas correlacionou-se com menores
valores de resisténcia ténsil nos animais tratados com as drogas procinéticas.

A importancia da acdo das citocinas sobre a formacéo de aderéncias também foi
estudada. A IL1, a IL6 e o TNF a estdo associados a formacdo de aderéncias. A
quantidade de aderéncias foi reduzida de modo significativo em ratos submetidos a
administragdo de anticorpos anti IL1 ou anti TNFa, com diminui¢do ainda maior apos a
administracdo associada das duas drogas (KAIDI et al., 1995a). Em outro estudo, os
mesmos autores concluiram que o TNF a pode ser um bom marcador da formacéo de
aderéncia pos-operatorias (KAIDI et al., 1995b). A administracdo de IL6 também pode
aumentar a formacgéo de aderéncias, enquanto a administracdo de neutralizantes da IL6
levam a uma diminuicdo na sua formacdo (SABA et al., 1999). Outros autores, por sua
vez, ndo evidenciaram diferenca na formacao de aderéncias entre o grupo de animais
tratados com IL6 e animais controles (GRECA et al., 2007). A administragdo de IL 10
limitou a formag&o de aderéncias em um estudo realizado em camundongos (MONTZ et
al., 1994).

No nosso estudo, o aumento da expressdo dos genes para IL 6 no 3° e 7° DPO
nos animais tratados com drogas procinéticas ndo foi acompanhado do aumento da
formacgdo de aderéncias. Este fato talvez decorra da falta da acao sinérgica do TNFa e
da IL1p (j& que ndo houve aumento da expressdo para estes genes) ou ainda do aumento
concomitante da expressdo de IL10, o qual ocorreu principalmente no 3° DPO.

E necessario salientar que a deteccdo da expressdo dos genes para citocinas ou
mesmo dos niveis de citocinas em tecidos ou secre¢fes nem sempre correlaciona-se
com sua atividade bioldgica. Elas podem ndo estar sendo produzidas, ter sido secretadas
na forma inativa ou ainda ja podem ter sido degradadas (WHITTE; BARBUL, 1997).

A segunda fase do nosso estudo objetivou a avaliacdo dos efeitos da sepse
abdominal sobre a cicatrizagdo de anastomoses. Foram comparados animais submetidos
a inducdo de sepse abdominal e animais controle, na auséncia de administracdo de
drogas procinéticas.

O método CLP foi descrito em 1978 esta associado a sepse polimicrobiana e
bacteremia. Desencadeia uma fase precoce hiperdindmica e uma fase tardia
hipodinamica. E um dos modelos de sepse mais usados em estudos de fisiopatologia da

sepse abdominal e das suas conseqiiéncias sistémicas. Tem como vantagem o fato de
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combinar a injaria tecidual com a capacidade de modular o grau de contaminagédo
bacteriana e a mortalidade (OZEN et al., 2007).

O modelo CLP pode ter diferentes resultados. A mortalidade varia de acordo
com o tamanho da agulha e o numero de perfuraces. Depende ainda da quantidade de
fezes na cavidade e aumenta com a proporc¢édo do ceco ligada e a quantidade do indculo.
Além disso, quanto maior a contaminagdo, maior a expressdo de interleucinas como o
TNFa e a IL6 (SINGLETON; WISCHMEYER, 2003).

Um estudo avaliou a ligadura do ceco a um centimetro da sua base e uma
perfuracdo transfixante com diferentes tamanhos de agulhas. Cento e vinte e cinco
animais foram divididos em 5 grupos. Todos tiveram hemocultura positiva apds 5 horas
do procedimento, com crescimento principalmente de bacterdides e aerébios gram
negativos. Ocorreu peritonite localizada em todos os animais. Foi constatado que a
mortalidade aumentou com o aumento do didmetro da perfuracdo e ocorreu
principalmente nas primeiras 24 horas (OTERO-ANTON et al., 2001).

O modelo de CLP utilizado no nosso estudo foi determinado em estudo piloto. O
objetivo foi o de provocar um grau de contaminacdo que pudesse ser evidenciada por
alteracdes inflamatorio-infecciosas ao inventario da cavidade abdominal a reoperacéo,
porém com minima mortalidade, na auséncia da utilizac&o de antibioticos.

N&o houve diferenca entre os grupos em termos de evolucdo clinica, deiscéncia
de anastomose e outros achados intra-operatorio exceto a presenca de peritonite.
Conforme esperado, esta foi maior no subgrupo submetido a CLP. Os animais
submetidos a sepse apresentaram ainda maior quantidade de aderéncias em relacdo ao
escore de Nair tanto no 3° quanto no 7° DPO, mas ndo houve diferenga entre 0s grupos
em relacdo a porcentagem da anastomose coberta por aderéncias.

A infeccdo intra abdominal pode aumentar a formacdo de aderéncias. O modelo
CLP parece ser um dos maiores fatores na promog¢do de aderéncias (AYDIN et al.,
2006). A flora bacteriana do TGI tem papel importante na formacdo de aderéncias
principalmente ao redor da anastomose (BEDIRLI et al., 2003). Anastomoses de ratos
livres de germes, tiveram menor quantidade de aderéncias que anastomoses de animais
monocontaminados com Escherichia coli ou lactobacilus e animais controles. Os
autores ndo puderam concluir como 0s microorganismos exercem efeito sobre as
aderéncias e sugeriram que a translocacdo bacteriana ou 0 vazamento em pequenas

falhas poderiam estimular a formacdo de aderéncias ou ainda que este efeito poderia ser
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desencadeado pela influéncia sobre o sistema imune ou modificacdo da resposta do
sistema fibrinolitico ao trauma (BOTHIN et al., 2001).

Na maioria o0s estudos, o0s autores comprovaram o efeito deletério da infeccdo
peritoneal sobre as anastomoses intestinais nos primeiros dias de pds-operatorio. Por
volta do 7° DPO, os resultados sdo conflitantes. Ha descri¢bes de que a forca de ruptura
possa permanecer inalterada ou possa diminuir em compara¢do com animais operados
na auséncia de infeccéo.

No nosso estudo, a forca de ruptura no 3° DPO foi menor nas anastomoses dos
animais submetidos a inducdo de sepse abdominal. Entretanto, foi notado um aumento
destes valores no 7° DPO. Este achado é de dificil explicacdo mas poderia decorrer do
fato de que no 7°DPO, todos os animais submetidos a CLP ja apresentavam blogueio do
foco infeccioso (ceco bloqueado). Dessa forma, no 7° DPO, o processo infeccioso ja
teria menor repercussdo sobre a cicatrizacdo e esta poderia entdo evoluir de modo mais
intenso, diferentemente do 3° DPO, época na qual vigorava ainda a fase aguda da
infeccao.

ROCHA et al. (2010) demonstraram que a peritonite diminuiu
significativamente os valores de energia total de ruptura no 4° DPO ap0s a realizacdo de
anastomoses no colon distal de ratos. DE HING et al. (2003) evidenciaram que a
peritonite diminuiu a resisténcia mecénica de anastomoses no 3° DPO, voltando ao
normal no 5° DPO. TEKE et al. (2008) demonstraram que a peritonite secundaria
desencadeada por CLP prejudicou o processo de cicatrizacdo de anastomoses do colon
esquerdo de ratos ao diminuir a resisténcia ténsil no 7° DPO. WANG et al. (2010)
encontraram diminuicdo dos valores de pressdo de ruptura no 5° DPO em animais
submetidos a anastomose 24 horas apds CLP.

Ao contréario destes autores, BIONDO-SIMOES et al. (1996) avaliaram a
cicatrizacdo de anastomoses do célon esquerdo de ratos realizadas apds 24 de peritonite
desencadeada por lesdo do célon e animais controles. No 3° DPO, houve maior
quantidade de aderéncias no grupo de estudo. Ndo houve diferenca entre 0s grupos em
relacdo a pressao de ruptura tanto no 3° quanto no 7° DPO. Os autores concluiram que a
peritonite fecal induzida por um método que simula a perfuracdo bloqueada de
diverticulo de célon ndo modificou o processo de cicatrizacdo de anastomoses do colon
distal em ratos. Em 1997 o mesmo grupo ndo encontrou diferenca em relacdo a

quantidade de aderéncias, resisténcia ténsil e avaliacdo microscépica tanto no 3°quanto
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no 7° DPO de anastomoses realizadas 24 horas apés CLP quando comparados a animais
controles (BIONDO-SIMOES et al., 1997).

A infecgdo peritoneal esta associada ao aumento da colagendlise e prejuizo da
capacidade de sintese de colageno. Esta resposta sintética sub-0tima esta expressa em
nivel molecular durante a regulacdo desordenada da sequéncia temporal normal da
expressdo genética do colageno. Além disso, enzimas colagenoliticas derivadas de
bactérias podem participar da degradacdo do coldgeno e poderiam contribuir para a
perda estrutural precoce do mesmo. Radicais de oxigénio sdo produzidos durante a
sepse por processos que incluem o metabolismo eicosandide e a degranulacdo de
polimorfonucleares. Junto com as enzimas proteoliticas, os radicais livres e a xantina
oxidase circulante podem aumentar a colagenolise na area perianastomotica, retardando
a cicatrizacdo (TEKE et al., 2008).

NARESSE et al. (1993) avaliaram o efeito da infeccdo peritoneal na cicatrizacéo
do colon distal por meio da injecdo intra-peritoneal de uma suspensdo de fezes
humanas em ratos Wistar. Os animais foram submetidos a eutanasia no 4°, 7°, 10°, 14°
e 21° DPO. Os casos de deiscéncia de anastomose ocorreram durante a fase inflamatoria
da cicatrizacdo. No 4° DPO, os valores de forca de ruptura ndo diferiu entre 0s grupos.
Por outro lado, a concentracdo de coldgeno estava diminuida no grupo peritonite, o que
pressupde o predominio da lise sobre a sintese. N&o houve diferenca entre 0s grupos
quanto a forca de ruptura no 7° DPO. Também foi verificado o predominio da lise sobre
a sintese de colageno neste periodo. Os autores concluiram que a infec¢do peritoneal
exerce efeito deletério sobre a cicatrizacdo, prolongando a fase latente do processo
cicatricial e favorecendo a deiscéncia anastomotica.

A sepse abdominal induzida por CLP pode diminuir a sintese de colageno tanto
ao nivel transcricional quanto protéico, com prejuizo da cicatrizacdo. Altera a
expressdo de genes do colageno | e Il e prejudica a sintese reparativa do coldgeno na
cicatrizacdo do c6lon (THORNTON et al., 1997). Em um estudo de sepse sistémica
induzida por injecdo de LPS de E coli foi constatado que a sepse sistémica prejudica a
sintese de novo do coladgeno no tecido anastomoético com 24 horas de pds-operatorio
quando comparado a animais controles. Ndo houve diferenca com 96 horas de pods-
operatorio. Ocorreu diminuicdo da pressdo de ruptura nos animais sépticos com 120
horas de pos-operatorio (THORNTON at al., 1997).

No nosso estudo, ndo houve diferenca entre os subgrupos em relagdo ao

contetdo do colageno avaliado por histomorfometria. Alguns autores analisaram o 1° e
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4° DPO de anastomoses realizadas 24 horas apés inducdo de sepse por CLP. Houve
menor sintese de colageno nos dois periodos nos animais submetidos a sepse. A
alteracdo na expressdo de colédgeno | e Ill esteve associada ao prejuizo da sintese e
diminuicdo da forca anastomotica. A avaliacdo do intestino intacto apos CLP
demonstrou reducdo de 30% do conteudo de colageno | apos 24 h. Anastomoses
realizadas na auséncia de CLP tiveram diminui¢cdo do colageno | no 1° DPO, com
aumento dos niveis acima da linha de base no 4° DPO (AHRENDT et al., 1996).

Anastomoses realizadas apos CLP tiveram aumento precoce do colageno I, sem
aumento posterior até o 4° DPO. Os autores concluiram que a infeccdo intra-abdominal
prejudica a reparacdo do colageno e a sintese protéica, além de alterar a regulacdo de
genes do colageno tipo | e Ill; e que estas alteracfes contribuem para a diminuicdo da
forca mecénica do célon (AHRENDT at al., 1996).

BIONDO-SIMOES et al. (2000) realizaram em um estudo no qual 40 ratos
subdivididos em grupo controle e peritonite foram submetidos a anastomoses no co6lon
transverso e eutandsia no 3° e 7° DPO. A concentracdo de colageno foi menor nos
animais submetidos a peritonite tanto no 3°quanto no 7° DPO. Percentuais de colageno
I e 1l foram semelhantes no 3° DPO. No 7° DPO, o grupo peritonite apresentu maior
quantidade de colageno imaturo (tipo Il1). A resisténcia ténsil foi semelhante entre os
grupos nos dois periodos estudados e aumentou com o tempo. Os autores concluiram
que existe diminuicdo da concentracdo e da maturacdo do coladgeno nas anastomoses
colo-colicas realizadas quando existe peritonite, porém esta alteracdo ndo interfere na
capacidade da anastomose suportar pressao.

No nosso estudo, ndo houve diferenca entre os grupos em relagdo a
concentracdo de hidroxiprolina. Este resultado estd de acordo com o estudo de
BIONDO-SIMOES et al (1996). Entretanto, outros estudos demonstraram diminuicao
dos niveis de hidroxiprolina em animais submetidos a CLP quando comparados a
animais controles (TEKE et al., 2008; WANG et al., 2010).

Conforme ja referido, a hidroxiprolina nem sempre esta em paralelo com outros
pardmetos da cicatrizacdo (AGALAR et al., 2000). Estudo prévio ja havia demonstrado
reducdo da resisténcia ténsil sem diferencas no contetdo de hidroxiprolina em animais
submetidos a inflamacgéo asséptica, infeccdo bacteriana em sitio distante, infeccéo local
e sisttmica (DE HAAN et al., 1974). Este fato também ocorreu nos nossos animais

avaliados no 3° DPO.



103

No presente estudo, ndo foram encontradas diferencas entre os subgrupos em
relacdo aos achados histopatoldgicos. Estes achados estdo de acordo com estudos
anteriores (BIONDO-SIMOES et al.,1996; BIONDO-SIMOES et al., 1997).

A atividade das MMP € maior na presenca de peritonite bacteriana (DE HINGH
et al., 2003). Nestas condicOes, a degradacdo da matriz pelas MMP pode aumentar
ainda mais e resultar em reducdo mais acentuada da forga anastomética (AHRENDT et
al., 1994; THORNTON; BARBUL, 1997). A causa do aumento dos niveis de MMP
nas anastomoses sob sepse permanece sob especulacdo, mas pode ser decorrente do
aumento do numero de células inflamatdrias nas proximidades da anastomose sob
infecgdo, como polimorfonucleares, macréfagos e mondcitos (DE HINGH et al., 2003).
E possivel que o impacto da peritonite bacteriana na forga anastomotica possa mudar de
acordo com a fase do processo de cicatrizacdo (DE HINGH et al., 2003).

No nosso estudo, os animais submetidos a CLP tiveram aumento da expressao
de MMP 1a (e, em menor escala, de MMP 13) em relagéo ao grupo controle no 3° DPO,
e este pode ter sido o mecanismo de acdo da sepse na diminuicdo da resisténcia ténsil
das anastomoses destes animais.

A sepse envolve a liberagdo de mediadores inflamatérios incluindo TNFa, IL1,
IL 6, ILS, IL10 e INFy (VICENT, 2000). Numerosos autores descreveram o aumento
dos niveis de TNFa e IL6 peritoneais e circulantes associado a peritonite e sugeriram
seu uso como marcadores diagnosticos da presenca de bacteremia (HOLZHEIMER et
al., 1995; SCHEINGRABER et al., 2001). Outros autores, entretanto, encontraram
alteracdo minima ou ausente das citocinas plasmaticas pr6 e anti-inflamatoérias ap6s
infusdo bacteriana (HOLZHEIMER et al., 1995). O mesmo resultado foi encontrado no
nosso estudo.

O TNF a, a IL6 podem ser fatores inibitorios do processo de cicatrizacdo de
anastomoses intestinais na presenca de sepse (MARTINEAU; SHEK, 2000;
ISHUMURA et al., 2002) . ISHIMURA et al. (1998), em um estudo experimental em
camundongos, demonstraram, por imuno-histoquimica, que a expressdo de IL 6 no
segmento anastomotico € suprimida ap6s a inducdo da sepse por injecdo intra-peritoneal
de LPS, sugerindo que a cicatrizacdo esta prejudicada por supressdo local da reacéo.
Niveis plasmaticos de IL6 correlacionaram-se com a mortalidade em pacientes sépticos
(VAN DER STAPPEN et al.,1989) e altos niveis de IL6 e TNF o ao fim do periodo de
infusdo bacteriana tém correlacdo com ma evolucdo clinica (MARTINEAU; SHEK,
2000).
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A terceira fase deste estudo consistiu na avaliagdo da cicatrizacdo das
anastomoses do célon esquerdo em animais submetidos a indugdo de sepse abdominal
pelo método CLP sob a administracdo de drogas procinéticas. Ndo encontramos outros
relatos na literatura a este respeito.

N&o houve diferenca entre os subgrupos em relacdo aos parametros de
deiscéncia de anastomose e achados intra-operatorios. Ao contrario do ocorrido na
auséncia de infeccdo, ndo houve diferenca entre os subgrupos em relacdo as aderéncias
tanto na avaliacdo da global da cavidade abdominal quanto das aderéncias diretas a
anastomose. Provavelmente a presenca de infec¢do foi um fator tdo expressivo para a
formacdo de aderéncias que o estimulo a motilidade n&o foi capaz de diminuir o seu
efeito.

Como ocorrido na auséncia de infec¢do, a administracdo de bromoprida esteve
associada aos menores valores de forca de ruptura da anastomose no 3° DPO, sem
diferenca entre os subgrupos no 7° DPO.

No 3° DPO, a avaliacdo do efeito das drogas procinéticas sobre a concentracdo
de hidroxiprolina na auséncia de infeccdo ndo havia demonstrado diferenca entre os
subgrupos. Ja no 7° DPO, os animais controles haviam tido reducédo da concentracdo de
hidroxiprolina. Na analise dos animais submetidos a administracdo das mesmas drogas
ap6s a inducdo de sepse abdominal, houve menor reducdo da concentracdo de
hidroxiprolina no subgrupo controle no 3° DPO. No 7° DPO, os resultados foram
semelhante entre os subgrupos. Neste mesmo periodo, a quantidade de colageno foi
maior nos animais tratados com drogas procinéticas. Este achado ndo relacionou-se a
nenhum dos outros parametros de avaliagéo.

Houve aumento da expressdo dos genes para as MMPs 1a, 8 e 13 nos animais
tratados tratados com bromoprida e esta pode ser uma explicacdo para 0s menores
valores de resisténcia ténsil e hidroxiprolina encontrados no 3° DPO. Ainda no 3° DPO,
0s animais que receberam procinéticos apresentaram aumento da expressdo do gene
para TNFo mas, aparentemente, esta ndo foi a causa do prejuizo a cicatrizagdo, j& que
as anastomoses dos animais tratados com metoclopramida tiveram valores de resisténcia
ténsil e hidroxiprolina semelhantes aos animais do grupo controle.

Em suma:

- na auséncia de sepse abdominal, a administracdo de drogas procineéticas,
principalmente da bromoprida, diminuiu a forga de ruptura das anastomoses do colon

esquerdo de ratos. Esta acdo pode ser explicada, em parte, pela diminui¢do da
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porcentagem da anastomose coberta por aderéncias e pelo aumento da expressao de
genes para MMP 1la, MMP 8 e MMP 13, além de IL6 ¢ IL1B. No 7° DPO, houve
reversdo destes efeitos e a administragdo das drogas esteve associada a uma menor
perda do conteddo de colageno avaliado por meio da dosagem de hidroxiprolina;

- a sepse abdominal, aumentou a quantidade de aderéncias intra-cavitarias e
diminui a forga de ruptura das anastomoses no 3° DPO, com posterior recuperacao deste
efeito no 7° DPO. Este achado poderia ser justificado pela alteracdo do perfil de
expressao dos genes para MMP 1a;

- na presenca de sepse abdominal, a administracdo de bromoprida nao alterou a
quantidade de aderéncias, porém prejudicou a cicatrizagdo das anastomoses no 3° DPO
ao diminuir a forca de ruptura e concentracdo de hidroxiprolina. Este efeito ndo foi
evidenciado pela administracdo de metoclopramida e pode estar relacionado ao aumento
da expressdo dos genes para MMP 1a, MMP 8 e MMP 13 nos animais tratados com
bromoprida. J& no 7° DPO, o uUnico parametro da cicatrizacdo diferente entre 0s
subgrupos foi a maior quantidade de colageno presente nas anastomoses dos animais
tratados com as drogas procinéticas;

- os efeitos das drogas procinéticas metoclopramida e bromoprida sobre a
cicatrizacdo das anastomoses do colon esquerdo de ratos ndo podem ser atribuidos
somente a alteracdo na formacdo de aderéncias a anastomose e podem envolver outros

mecanismos, como alteracdes na expressdo de MMP e interleucinas.
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6. CONCLUSAO

Nas condicbes experimentais nas quais esta investigacdo foi conduzida e
baseado nos resultados obtidos, é licito concluir que a droga procinética bromoprida
prejudicou a cicatrizacdo das anastomoses no colon esquerdo de ratos no 3° DPO, tanto
na presenca quanto na auséncia de sepse abdominal induzida. A metoclopramida nao
apresentou efeito deletério sobre a cicatrizacao.
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APENDICE

APENDICE A - PARAMETROS CLINICOS POS-OPERATORIOS DE APATIA E
ERICAMENTO DE PELOS DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 3° DIA DE POS-
OPERATORIO NA AUSENCIA DE SEPSE ABDOMINAL

Subgrupo Animal Apatia Apatia Apatia Ericamento Erigcamento Ericamento
n° no1° no 2° no 3° no 1° PO no 2° PO no 3° PO
PO PO PO

NM3 1 ausente ausente leve ausente ausente ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
9 leve leve ausente ausente ausente ausente
10 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

NB3 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente leve ausente ausente leve
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
9 leve ausente leve ausente ausente ausente
10 ausente leve ausente ausente ausente ausente
11 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

NS3 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
7 leve ausente ausente ausente ausente ausente
8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
9 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
10 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
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APENDICE B - PARAMETROS CLINICOS POS-OPERATORIOS DE DIARREIA E
DISTENSAO ABDOMINAL DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 3° DIA DE POS-
OPERATORIO NA AUSENCIA DE SEPSE ABDOMINAL

Sub Animal Diarréia Diarréia Diarréia Distensdo Distensdo  Distenséo
grupo ne no1°PO no2°PO no3°PO abdominal abdominal abdominal
nol°PO no2°PO no3°PO

NM3 1 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

3 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

4 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

5 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

6 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

7 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

8 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

9 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

10 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

11 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

NB3 1 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

3 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

4 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

5 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

6 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

7 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

8 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

9 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

10 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

11 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

NS3 1 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

2 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

3 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

4 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

5 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

6 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

7 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

8 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

9 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente

10 ausente  ausente  ausente ausente ausente ausente
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APENDICE C - PARAMETROS CLINICOS POS-OPERATORIOS DE APATIA E
ERICAMENTO DE PELOS DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 3° DIA DE POS-
OPERATORIO NA PRESENCA DE SEPSE ABDOMINAL

Sub Animal Apatia Apatia Apatia Ericamento  Ericamento  Ericamento

grupo n° no 1° no 2° no 3° no 1° PO no 2° PO no 3° PO
PO PO PO

SM3 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
3 ausente ausente leve ausente ausente leve
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 leve leve ausente leve leve ausente
7 leve ausente ausente leve ausente ausente
11 leve leve leve leve ausente ausente
12 leve leve leve ausente ausente ausente
13 ausente leve leve ausente ausente ausente

SB3 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
3 moderada leve ausente moderada leve ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
10 moderada moderada moderada leve moderada moderada
11 leve leve leve leve leve leve
12 leve leve leve leve leve leve

SS3 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
9 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
12 leve leve moderada leve leve moderada
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APENDICE D - PARAMETROS CLINICOS POS-OPERATORIOS DE DIARREIA E
DISTENSAO ABDOMINAL DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 3° DIA DE POS-
OPERATORIO NA PRESENCA DE SEPSE ABDOMINAL

Sub Animal Diarréia Diarréia Diarréia Distensdo  Distensao Distenséao
grupo ne no1°PO no2°PO no3°PO abdominal abdominal abdominal
no 1° PO no 2° PO no 3° PO

SM3 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

11 ausente leve leve ausente ausente ausente

12 ausente leve leve ausente ausente ausente

13 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

SB3 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

10 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

11 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

SS3 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

9 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

11 ausente ausente ausente ausente ausente ausente

12 ausente leve leve ausente ausente ausente
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APENDICE E - PARAMETROS CLINICOS POS-OPERATORIOS DE APATIA DOS
ANIMAIS AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-OPERATORIO NA AUSENCIA DE
SEPSE ABDOMINAL

Subgrupo Animal 1°PO 2°PO 3°PO 4°PO 5°PO 6°PO 7°PO
nO
NM7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
8 Obito
11 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
14 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
15 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
NB7 1 ausente leve ausente ausente ausente ausente  ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
7 leve ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
13 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
NS7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
2 leve ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
13 ausente ausente ausente ausente ausente leve ausente
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APENDICE F - PARAMETROS CLINICOS POS-OPERATORIOS DE
ERICAMENTO DE PELOS DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-
OPERATORIO NA AUSENCIA DE SEPSE ABDOMINAL

Subgrupo Animal 1°PO 2°PO 3°PO 4°PO 5°PO 6°PO 7°PO

n
NM7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
8 Obito
11  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
14  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
15  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
NB7 1 ausente  leve ausente ausente ausente  ausente  ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
7 leve ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
11  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
13 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
NS7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
11  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente

=
N

ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente

=
w
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APENDICE G - PARAMETROS CLINICOS POS-OPERATORIOS DE DIARREIA
DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-OPERATORIO NA AUSENCIA
DE SEPSE ABDOMINAL

Subgrupo Animal 1°PO 2°PO 3°PO 4°PO 5°PO 6°PO 7°PO
nO

NM7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
2 ausente  ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
3 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
4 ausente  ausente ausente ausente ausente leve ausente
7 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
8 Obito
11  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
14  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
15  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente

NB7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente leve
2 ausente  ausente ausente leve leve ausente  ausente
3 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
4 ausente  ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
5 ausente  ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
6 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
7 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente  ausente
11  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
13  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente

NS7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
2 ausente  ausente ausente ausente leve leve ausente
3 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
4 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente  ausente
5 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente  ausente
6 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente  ausente
7 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente  ausente
11  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente

[EY
w

ausente ausente ausente ausente ausente leve ausente
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APENDICE H - PARAMETROS CLINICOS P()S-OPERATORIOS, DE DISTEN,SAO
ABDOMINAL DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-OPERATORIO
NA AUSENCIA DE SEPSE ABDOMINAL

Subgrupo Animal 1°PO 2°PO 3°PO 4°PO 5°PO 6°PO 7°PO
nO

NM7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
2 ausente  ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
3 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
4 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
7 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
8 Obito
11  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
14  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
15  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente

NB7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
2 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
3 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
4 ausente  ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
5 ausente  ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
6 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
7 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente  ausente
11  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
13  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente

NS7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
2 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
3 ausente  ausente ausente  ausente ausente  ausente  ausente
4 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente  ausente
5 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente  ausente
6 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente  ausente
7 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente  ausente
11  ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente  ausente

[EY
w

ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
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APENDICE | - PARAMETROS CLINICOS POS-OPERATORIOS DE APATIA DOS
ANIMAIS AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-OPERATORIO NA PRESENCA DE
SEPSE ABDOMINAL

Sub Animal 1° PO 2° PO 3° PO 4° PO 5° PO 6° PO 7° PO
grupo n°
SM7 2 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
3 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
4 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
5 leve moderada leve leve leve moderada  moderada
6 leve leve leve leve leve moderada  moderada
8 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
9 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
11 ausente  ausente leve leve ausente  marcante leve
12 ausente  ausente leve leve ausente  leve leve
13 ausente  ausente ausente leve leve leve leve
SB7 1 ausente  leve leve leve ausente  ausente ausente
2 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
4 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
5 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
6 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
7 ausente  leve ausente ausente ausente  ausente ausente
11 ausente  ausente ausente ausente ausente  moderada leve
12 leve moderada moderada moderada leve moderada  leve
13 Obito
14 ausente  ausente ausente ausente ausente  leve ausente
SS7 2 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
4 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
5 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
6 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
7 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
8 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
9 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
10 ausente  ausente ausente ausente ausente  ausente ausente
11 Obito
12 ausente  ausente ausente leve ausente  ausente ausente
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APENDICE J - PARAMETROS CLINICOS POS-OPERATORIOS DE
ERICAMENTO DE PELOS DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-
OPERATORIO NA PRESENCA DE SEPSE ABDOMINAL
Subgrupo  Animal 1° PO 2° PO 3°PO 4° PO 5° PO 6° PO 7° PO
nO
SM7 2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente leve leve moderada moderada
6 ausente ausente ausente leve leve moderada moderada
8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
9 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 ausente ausente leve leve ausente marcante  moderada
12 ausente ausente ausente leve ausente leve moderada
13 ausente ausente leve leve leve leve moderada
SB7 1 ausente leve leve leve ausente ausente ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente leve ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente leve ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
7 ausente leve ausente ausente ausente ausente ausente
11 ausente ausente ausente ausente ausente moderada leve
12 ausente moderada moderada moderada leve moderada leve
13 Obito
14 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
SS7 2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
9 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
10 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 Obito
12 ausente ausente ausente leve ausente ausente ausente
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APENDICE K - PARAMETROS CLINICOS POS-OPERATORIOS DE DIARREIA
DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-OPERATORIO NA PRESENCA
DE SEPSE ABDOMINAL

Sub Animal 1° PO 2° PO 3° PO 4° PO 5° PO 6° PO 7° PO

grupo n°

SM7 2 ausente ausente ausente ausente ausente leve leve
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
9 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 ausente ausente ausente ausente ausente moderada moderada
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente leve
13 ausente ausente ausente ausente ausente ausente leve

SB7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente leve
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente moderada
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 ausente leve ausente ausente ausente ausente ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente leve
13 Obito
14 ausente ausente ausente ausente leve ausente ausente

SS7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente

2

4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente leve marcante
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
9

ausente ausente ausente ausente leve moderada ausente
10 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 Obito

12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
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APENDICE L - PARAMETROS CLINICOS POS-OPERATORIOS, DE DISTEN,SAO
ABDOMINAL DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-OPERATORIO
NA PRESENCA DE SEPSE ABDOMINAL

Sub  Animal 1° PO 2°PO 3°PO 4° PO 5°PO 6° PO 7° PO

grupo n°

SM7 2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
3 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
9 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
13 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente

SB7 1 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
2 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
13 Obito
14 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente

SS7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente

2

4 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
5 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
6 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
7 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
8 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
9 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
10 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
11 Obito
12 ausente ausente ausente ausente ausente ausente ausente
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APENDICE M - PESO PRE E POS-OPERATORIO DOS ANIMAIS AVALIADOS
NO 3° DIA DE POS-OPERATORIO

Subgrupo Animal Peso Peso Subgrupo Animal Peso Peso
n° antesda  antes da n° antesda  antes da
1@ re- 1@ re-
operacdo operacéo operacdo operacéo
)] 9 9 )]
NM3 1 424 437 SM3 1 446 425
3 451 437 2 437 425
4 392 431 3 419 388
5 381 447 4 461 460
6 395 455 5 442 407
7 361 444 6 465 440
8 438 488 7 485 447
9 385 411 11 387 330
10 388 476 12 381 327
11 411 364 13 404 350
NB3 1 371 402 SB3 1 427 475
3 399 456 2 375 464
4 419 436 3 529 498
5 417 426 4 359 433
6 454 450 5 395 463
7 452 438 7 437 491
8 469 450 8 356 408
9 464 517 10 350 288
10 480 483 11 402 337
11 433 377 12 403 353
NS3 1 466 448 SS3 1 487 473
2 475 451 2 464 430
3 478 445 3 469 451
4 446 437 4 379 363
5 456 417 5 454 447
6 475 469 6 431 420
7 475 465 8 468 447
8 463 440 9 472 458
9 400 370 11 404 347
10 508 489 12 395 353
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APENDICE N - PESO PRE E POS-OPERATORIO DOS ANIMAIS AVALIADOS
NO 7° DIA DE POS-OPERATORIO

Subgrupo Animal Peso Peso Subgrupo Animal Peso Peso
n° antesda  antesda n° antesda  antes da
12 re- 1@ re-
operagdo operacéo operagdo  operacao

9) 9) 9 9)

NM7 1 526 534 SM7 2 522 474
2 491 511 3 489 440
3 512 515 4 560 539

4 485 439 5 521 485

7 472 437 6 553 506

8 Obito Obito 8 536 524

11 454 425 9 463 445

12 462 430 11 465 346

14 458 387 12 443 350

15 433 385 13 430 344
NB7 1 508 447 SB7 1 536 471
2 592 527 2 504 453

3 420 511 4 492 426

4 515 511 5 532 505

5 552 515 6 494 412

6 524 472 7 575 529

7 549 519 11 422 369

11 444 383 12 440 350

12 433 396 13 Obito Obito

13 427 362 14 440 385

NS7 1 476 530 SS7 2 483 413
2 524 536 4 526 507

3 501 535 5 532 516

4 530 559 6 505 465

5 509 521 7 519 478

6 566 494 8 473 480

7 485 503 9 553 450

11 423 404 10 563 559

12 471 383 11 Obito Obito

13 436 331 12 417 357
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APENDICE O - TESTE DA FORCA DE RUPTURA DAS ANASTOMOSES DOS
ANIMAIS AVALIADOS NO 3° DIA DE POS-OPERATORIO

Subgrupo Animal n° Forca de Subgrupo  Animal n° Forca de
ruptura (N) ruptura (N)
NM3 1 0,19 SM3 1 0,00
3 0,21 2 0,09
4 0,35 3 0,00
5 0,56 4 0,01
6 0,00 5 0,17
7 0,03 6 0,19
8 0,01 7 0,13
9 0,00 11 0,07
10 0,00 12 0,07
11 0,05 13 0,07
NB3 1 0,07 SB3 1 0,15
3 0,09 2 0,00
4 0,07 3 0,00
5 0,09 4 0,00
6 0,00 5 0,00
7 0,00 7 0,00
8 0,00 8 0,00
9 0,07 10 0,00
10 0,11 11 0,00
11 0,01 12 0,00
NS3 1 0,37 SS3 1 0,05
2 0,80 2 0,00
3 0,21 3 0,09
4 0,35 4 0,00
5 0,27 5 0,07
6 0,01 6 0,03
7 0,21 8 0,09
8 0,00 9 0,09
9 0,13 11 0,00
10 0,00 12 0,19
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APENDICE P - TESTE DA FORCA DE RUPTURA DAS ANASTOMOSES DOS
ANIMAIS AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-OPERATORIO

Subgrupo Animal Forca de Subgrupo Animal Forca de
ruptura (N) ruptura (N)
NM7 1 0,03 SM7 2 0,21
2 0,13 3 0,19
3 0,00 4 0,21
4 0,23 5 0,33
7 0,17 6 0,43
8 Obito 8 0,21
11 0,21 9 2,78
12 0,52 11 2,94
14 1,74 12 1,21
15 1,11 13 0,23
NB7 1 0,25 SB7 1 0,21
2 0,11 2 0,27
3 0,23 4 0,43
4 0,17 5 0,21
5 0,21 6 0,23
6 0,33 7 0,33
7 0,09 11 0,49
11 1,00 12 0,13
12 0,70 13 Obito
13 0,33 14 0,21
NS7 1 0,19 SS7 2 0,00
2 0,09 4 0,23
3 0,07 5 0,25
4 0,13 6 0,23
5 0,17 7 0,41
6 0,21 8 0,27
7 0,17 9 0,29
11 0,23 10 0,21
12 0,39 11 Obito
13 0,76 12 1,33
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APENDICE Q - DOSAGEM DA CONCENTRACAO DE HIDROXIPROLINA DAS
ANASTOMOSES DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 3° DIA DE POS-
OPERATORIO

Animal HP na HP na Animal HP na HP na
cirurgia  eutanésia cirurgia eutanasia
NM3 1 0,40 0,10 SM3 1 0,80 0,07
3 0,60 0,06 2 0,70 0,10
4 0,28 0,20 3 0,60 0,06
5 0,60 0,20 4 0,40 0,09
6 0,70 0,10 5 0,50 0,09
7 0,40 0,10 6 0,60 0,08
8 0,50 0,20 7 0,50 0,20
9 0,60 0,10 11 0,60 0,04
10 0,70 0,20 12 1,50 0,10
11 1,26 0,10 13 1,20 0,20
NB3 1 0,70 0,06 SB3 1 2,00 0,20
3 0,50 0,20 2 0,60 0,30
4 0,30 0,30 3 0,70 0,20
5 0,60 0,07 4 1,00 0,20
6 0,70 0,10 5 1,10 0,20
7 0,50 0,10 7 1,30 0,20
8 1,10 0,10 8 0,90 0,20
9 0,70 0,30 10 0,10 0,20
10 0,40 0,10 11 1,00 0,20
11 0,10 0,10 12 1,60 0,04
NS3 1 0,50 0,20 SS3 1 0,02 0,05
2 0,50 0,20 2 0,10 0,20
3 0,60 0,20 3 0,10 0,07
4 1,10 0,20 4 0,06 0,10
5 0,70 0,20 5 0,10 0,06
6 0,20 0,20 6 0,40 0,08
7 0,60 0,20 8 0,60 0,05
8 0,90 0,20 9 0,30 0,06
9 1,10 0,20 11 0,40 0,09
10 0,20 0,20 12 2,00 0,20
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APENDICE R - DOSAGEM DA CONCENTRACAO DE HIDROXIPROLINA DAS
ANASTOMOSES DOS ANIMAIS AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-
OPERATORIO

Animal HP na HP na Animal HP na HP na
cirurgia eutandsia cirurgia eutanasia
NM7 1 0,30 0,20 SM7 2 0,90 0,30
2 0,60 0,20 3 0,50 0,20
3 0,50 0,20 4 0,80 0,50
4 0,50 0,40 5 0,50 0,20
7 0,20 0,30 6 0,70 0,20
8 Obito 8 0,07 0,70
11 0,40 0,30 9 0,60 0,30
12 0,30 0,30 11 0,80 0,20
14 0,40 0,30 12 0,90 0,20
15 0,30 0,40 13 0,90 0,20
NB7 1 0,80 0,30 SB7 1 0,60 0,30
2 0,60 0,30 2 0,70 0,20
3 0,70 0,30 4 0,80 0,30
4 0,60 0,40 5 0,20 0,20
5 0,70 0,20 6 0,80 0,30
6 0,50 0,40 7 0,70 0,30
7 0,60 0,30 11 0,70 0,40
11 0,50 0,50 12 0,90 0,30
12 0,90 0,30 13 Obito
13 0,90 0,70 14 0,80 0,30
NS7 1 0,80 0,30 SS7 2 1,00 0,40
2 0,80 0,30 4 0,50 0,30
3 1,00 0,30 5 1,20 0,40
4 0,60 0,30 6 0,40 1,20
5 0,50 0,30 7 0,30 0,40
6 0,80 1,00 8 1,20 0,40
7 0,80 0,30 9 0,90 0,60
11 0,70 0,60 10 1,40 0,40
12 1,10 0,20 11 Obito
13 0,90 0,30 12 0,80 0,30
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APENDICE T - ACHADOS I—!ISTOPATOL,OGICOS DAS ANASTOMOSES
AVALIADOS NO 3° DIA DE POS-OPERATORIO NA PRESENCA DE SEPSE

ABDOMINAL
Sub Animal Fibro-  Mono- Polimorfo  Neo Edema Ulce- Necr Abs- Colé- C Cros-
grupo blastos nucleare -nucleares vasos ra 0-se cesso nias E ta
S

SM3 1 ++ ++ +++ ++ ++ P P P A A P
2 ++ ++ +++ ++ ++ P P P P A P
3 ++ ++ +++ ++ ++ p P P A A P
4 ++ ++ +++ ++ ++ p P P P A P
5 ++ ++ +++ ++ ++ P P P A A P
6 ++ ++ ++ ++ ++ P P P A A A
7 ++ ++ +++ ++ ++ p P P A A P
11 ++ ++ +++ ++ ++ P P P A A P
12 ++ ++ +++ ++ ++ P P P A A P
13 ++ ++ +++ ++ ++ p P P P A P

SB3 1 ++ ++ ++ ++ ++ P A A A A P
2 ++ ++ +++ ++ ++ P P P A A P
3 ++ ++ +++ ++ ++ p P P A A P
4 ++ ++ +++ ++ ++ p P P A A P
5 ++ ++ +++ ++ ++ P P P A A P
7 ++ ++ +++ ++ ++ P P P A A P
8 ++ ++ +++ ++ ++ p P P A A P
10 ++ ++ +++ ++ ++ P P P A A P
11 + ++ +++ + ++ P P P A A P
12 ++ ++ +++ ++ ++ p P P P A P

SS3 1 ++ ++ +++ ++ ++ P P P P A P
2 ++ ++ +++ ++ ++ P P P P A P
3 ++ ++ +++ ++ ++ p P P P A P
4 ++ ++ +++ ++ ++ p P P P A P
5 ++ ++ +++ ++ ++ p P P P A P
6 ++ ++ +++ ++ ++ p A P A A P
8 ++ ++ +++ ++ ++ p P P P A P
9 ++ ++ +++ ++ ++ p A P A A P
10 ++ ++ +++ ++ ++ p P P P A P
11 + + +++ + ++ P P P A A P
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APENDICE U - ACHADOS I—!ISTOPATOL’OGICOS DAS ANASTOMOSES
AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-OPERATORIO NA AUSENCIA DE SEPSE

ABDOMINAL

Sub Animal Col4&- Fibro- Mono- Polimorfo-  Neo Ede Ulce Necr Abs Cold6 C Cros

grupo geno blastos nucleare nucleares vasos -ma ra ose cesso  nias E ta

S

NM7 1 + +++ ++ +++ ++ ++ P A P P P P
2 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P
3 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P
4 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P
7 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A A A P
8 OBITO
11 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A A P P
12 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A A A P
14 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A A A A
15 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P

NB7 1 + +++ ++ +++ ++ ++ P P P P A P
2 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P
3 + +++ ++ +++ ++ ++ P A p P P P
4 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A A P P
5 + +++ ++ +++ ++ ++ P A P P P P
6 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P A P
7 + +++ ++ +++ ++ ++ P A p P A P
11 + +++ ++ +++ ++ ++ P P P P A P
12 + +++ ++ +++ ++ ++ P P P A A P
13 + +++ ++ +++ ++ ++ P P p P A P

NS7 1 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P
2 + +++ ++ +++ ++ ++ P P P P P P
3 + +++ ++ +++ ++ ++ P A p P P P
4 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P
5 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A A P P
6 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P
7 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P
11 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P A P
12 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P
13 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P A P
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APENDICE V - ACHADOS HISTOPATOLOGICOS DAS ANASTOMOSES DOS
ANIMAIS AVALIADOS NO 7° DIA DE POS-OPERATORIO NA PRESENCA DE
SEPSE ABDOMINAL

Sub Animal Cold Fibro Mono Polimorfo  Neo Ede Ul Ne Absc Cold6 C Cros
grupo geno  blastos nucleare nucleares vasos ma cer Crose  esso nias E ta
S a

SM7 2 + +++ ++ +++ ++ ++ P A 2 A P P
3 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A A A P
4 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P A A
5 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A A A P
6 + +++ ++ +++ ++ ++ P A p P P P
8 + +++ ++ +++ ++ ++ P A p P P P
9 + +++ ++ +++ ++ ++ P A P P P P
11 + +++ ++ +++ ++ ++ P p p P P P
12 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P A P
13 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P

SB7 1 + +++ ++ +++ ++ ++ P A P A P P
2 + +++ ++ +++ ++ ++ P A p P P P
4 + +++ ++ +++ ++ ++ P A P P P P
5 + +++ ++ +++ ++ ++ P A P P P P
6 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A A P P
7 + +++ ++ +++ ++ ++ P A p P P P
11 + +++ ++ +++ ++ ++ P A P A A P
12 + +++ ++ +++ ++ ++ P A p A P P
13 OBITO
14 + +++ ++ +++ ++ ++ P A P A A P

SS7 2 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P A P
4 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A A A P
5 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P A P
6 + +++ ++ +++ ++ ++ P p p P A P
7 + +++ ++ +++ ++ ++ P A p P P P
8 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A A P P
9 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P A P
10 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P P P
11 OBITO
12 + +++ ++ +++ ++ ++ P A A P A P
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