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RESUMO

OLIVEIRA, Jodo Carlos Costa de (2013). Efeitos da hipotermia
perioperatdria na cicatrizagdo das anastomoses de cdlon, em ratos.
70f. Tese (Tese de Doutorado em Ciéncias Médicas) — Programa de
Pds-Graduagdo em Ciéncias Médicas, Universidade Federal de Santa
Catarina. Floriandpolis, 2013.

Introducéo: O célon é a regido do trato gastrointestinal mais vulneravel
a deiscéncia anastomotica, complicacdo que apresenta risco
potencialmente letal. A hipotermia perioperatdria esta associada a
efeitos prejudiciais ao paciente, aumentando as taxas de complicagdes
operatorias, anestésicas e pos-operatorias. A hipotermia prejudica a
fungdo imune e também reduz a pressdo parcial de oxigénio tecidual no
sitio cirdrgico.

Objetivo: Avaliar a hipotese de que a hipotermia perioperatdria
induzida (32 + 1° C) em ratos influi na cicatrizacdo das anastomoses de
célon.

Método: Ratos Wistar machos (n= 48) foram aleatoriamente divididos
em 2 grupos e posteriormente em oito subgrupos com seis animais, que
foram submetidos & laparotomia, sec¢do do sigmoide e anastomose
imediata. Quatro subgrupos experimentais (grupo 1) foram operados sob
normotermia (36 + 1° C) e os outros quatro (grupo Il) sob hipotermia
(32 £ 1° C), as reoperagOes dos animais foram realizadas nos dias 3, 7 e
14 de p6s-operatério e dois grupos SHAM com 3 dias. Foram avaliados
pressdo de ruptura da anastomose, teor de hidroxiprolina tecidual,
analise histologica de pardmetros inflamatérios e cicatriciais (infiltrado
celular inflamatério, edema, fibrina, deposicdo de colageno e células
apoptéticas). A partir dos tecidos cicatriciais, foram avaliadas as
atividades das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) e os niveis dos marcadores ndo enzimaticos de estresse
oxidativo como a glutationa reduzida (GSH) e a peroxidacdo lipidica
(TBARS); e a quantificacdo relativa da expressdo génica (DNAc) de
citocinas: interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 10
(IL-10) e fatores de crescimento: fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) e fator de crescimento insulina-like (IGF-1), por
reacdo em cadeia da polimerase com transcri¢do reversa (PCR-RT) em
tempo real. As médias foram comparadas entre grupos correspondentes
de cada tempo em dias da coleta de amostras e da morte indolor
assistida (MIA).



Resultados: Os grupos hipotérmicos apresentaram pressdo de ruptura
da anastomose menor nos dias 7 e 14 de pos-operatorio, teor de
hidroxiprolina reduzido no dia 14, reducdo do infiltrado inflamatério e
de edema no dia 3 e deposicao de colageno inferior no dia 14. Os grupos
hipotérmicos apresentaram reducdo estatisticamente significativa da
atividade da enzima SOD no dia 7 de pés-operatério, da CAT nos dias 7
e 14 de po6s-operatorio e nos niveis de GSH no dia 7 de pds-operatério.
O nivel de peroxidagdo lipidica esteve aumentado no grupo hipotérmico
no dia 7 de pds-operatdrio e reduzido no dia 14, em comparagdo aos
grupos normotérmicos. A expressdo génica de citocinas nos animais
hipotérmicos foi reduzida em IL-1 no dia 3, IL-6 nos dias 7 e 14 e IL-10
nos dias 7 e 14 e no fator de crescimento IGF-1 no dia 7.

Conclusdo: A hipotermia perioperatdria apresentou efeitos prejudiciais
a cicatrizacdo das anastomoses de célon em ratos.

Descritores: Anastomose Cirdrgica. Hipotermia. Cicatrizacdo. Cdlon.
Hidroxiprolina.



ABSTRACT

Introduction: The colon is the region of the gastrointestinal tract more
vulnerable to anastomotic dehiscence, a complication that presents
potentially lethal risk. Perioperative hypothermia is associated with
detrimental effects to the patient, increasing the rates of operative,
anesthetic and postoperative complications. Hypothermia impairs
immune function and also reduces the partial pressure of oxygen tissue
at the surgical site.

Objective: We evaluated the hypothesis that induced perioperative
hypothermia (32 £ 1 ° C) in rats causes adverse effects on healing of
colonic anastomosis.

Materials and methods: Male Wistar rats (n= 48) were randomly
divided into 2 groups and then into eight groups with six animals that
underwent laparotomy, sigmoid section and immediate anastomosis.
Four experimental subgroups (group 1) were operated under
normothermia (36 + 1° C) and four (group 11) under hypothermia (32 +
1° C), the reoperations were performed on days 3, 7 and 14 after the first
surgery and two groups SHAM on 3 days. We evaluated anastomotic
bursting pressure, tissue hydroxyproline content, histological analysis of
inflammatory parameters and healing (inflammatory cell infiltrate,
edema, fibrin, collagen deposition and apoptotic cells). From the scar
tissue, we evaluated the activities of antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) and levels of non-enzymatic
markers of oxidative stress such as reduced glutathione (GSH) and lipid
peroxidation (TBARS) and quantification relative gene expression
(cDNA) of inflammatory cytokines [interleukin 1 (IL-1), interleukin 6
(IL-6) and interleukin 10 (IL-10)] and growth factors [vascular
endothelial growth factor (VEGF) and insulin-like growth factor (IGF-
1)] by polymerase chain reaction reverse transcription (RT-PCR) in real
time. Means were compared between groups corresponding to each time
days of sampling and underwent to assisted painless death.

Results: Both hypothermic groups showed anastomotic burst pressure
lower on days 7 and 14 after surgery, reduced hydroxyproline content
on day 14, reduction of inflammatory infiltrates and edema at day 3 and
less collagen deposition on day 14. The hypothermic groups showed
statistically significant reduction in activity of SOD on day 7
postoperatively, the CAT on days 7 and 14 postoperatively and levels of
GSH on day 7 postoperatively. The level of lipid peroxidation was
increased in the hypothermia group at day 7 postoperatively and



decreased on day 14, compared with normothermic groups. Cytokine
gene expression in animals hypothermic was reduced by IL-1 on days 3,
IL-6 on days 7 and 14 and IL-10 on days 7 and 14 and in the growth
factor IGF-1 on day 7.

Conclusion: Perioperative hypothermia had detrimental effects on
healing of colonic anastomosis in rats.

Keywords: Colonic Anastomosis. Hypothermia. Healing. Bursting
Pressure. Hydroxyproline.
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1 INTRODUCAO

1.1 A CIRURGIA COLORRETAL

A cirurgia colorretal eletiva € uma das operagGes mais comuns na
pratica cirlrgica atual, que apesar das técnicas apuradas e dos recursos
tecnoldgicos e hospitalares que tornam o procedimento mais seguro,
apresenta taxas expressivas de deiscéncia e fistula anastomdticas,
variando de 2,6 a 26,2%(1-4), estas complicagcdes sdo as mais temidas
neste tipo de cirurgia, por serem graves e potencialmente letais(1, 5). O
colon é a regido do trato gastrointestinal mais vulneravel a deiscéncia
anastomotica e sua ocorréncia € particularmente elevada quando a
anastomose é realizada no cdlon distal(6-7). No século XX, a ressec¢do
do coélon e anastomose primaria nao era utilizada de maneira geral até o
advento da era dos antibiéticos. De fato, em muitos centros, a ressec¢ao
do colon sigmoide nédo era tentada sem uma colostomia de derivacdo até
os anos 50. Dixon, entre outros, é reconhecido como um dos que
advogaram a anastomose primaria(8). Posteriormente houve a
popularizagdo do uso dos grampeadores mecénicos nas anastomoses
intestinais, com o prototipo criado por autores russos(9). Atualmente a
utilizacdo da anastomose mecanica término-terminal com grampeador
circular é rotineira em muitos centros hospitalares em todo o mundo.

Muitos fatores tém sido relacionados & cicatrizacdo das
anastomoses coldnicas, sua integridade e consequentes complicacdes,
como a técnica cirlrgica aplicada, material cirdrgico como fios de
sutura, suprimento sanguineo, idade, estado nutricional, doencas
associadas, irradiacdo e uso de drogas, principalmente corticosterdides,
imunossupressores e anti-inflamatérios(s, 10-13).

A sequéncia de eventos que podem ser afetados na cicatrizacao
anastomatica, inclui a agregacao e dreganulagdo plaquetéaria no processo
de hemostasia, a resposta inflamatdria inicial ao trauma cirdrgico e ao
material de sutura utilizado, a proliferacdo celular, a reepitalizacdo
mucosa, a deposicdo e maturacdo do coldgeno, a colagendlise e a
remodelacdo. A resisténcia da anastomose é baseada no coldgeno e sua
matura¢do na submucosa, porém a integridade precoce da anastomose €
dependente da formagdo de um selo de fibrina na camada serosa, que Ihe
da impermeabilidade. Durante a primeira semana de po6s-operatorio
ocorre uma significativa reducdo da resisténcia da anastomose devido a
colagendlise, com auge entre 0 3.° e 0 5.° dia de pds-operatério,
momento em que este processo excede a propria sintese de colageno. A
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colagendlise é realizada pela colagenase, enzima derivada de
neutrofilos, macréfagos e bactérias intraluminais. A sintese de coldgeno
no trato gastrointestinal é feita pelos fibroblastos e células do musculo
liso, conferindo a forca ténsil da cicatriz anastomoética, que é
rapidamente recuperada aos niveis pré-operatorios, a partir do 14° dia de
po6s-operatorio(14).

1.2 O PROCESSO INFLAMATORIO

A fase inflamatéria inicia-se apds a lesdo tecidual e €
caracterizada pela formacdo de edema e proliferacdo celular,
principalmente na camada submucosa(15). Os granuldcitos sdo as
células predominantes nas primeiras 24 horas, seguidas de macréfagos
apos 48 horas. A angiogénese se inicia precocemente 2 a 3 dias ap6s 0
trauma cirdrgico no célon(15-16), apo6s fibroblastos recrutados e células
do muasculo liso iniciam producdo das proteinas da matriz
extracelular(17). A reacdo inflamatéria é um evento complexo que
envolve o reconhecimento do agente ou estimulo lesivo, para sua
posterior destruicdo e formacdo de um novo tecido(18-19). O
reconhecimento desencadeia a ativacdo e a amplificacdo do sistema
imune resultando na ativacdo de células e na liberagdo de diversos
mediadores inflamatérios que s&o responséveis pela vasodilatacéo,
permeabilidade e migracdo de leucdcitos(19-20). Na resposta
inflamatdria ocorre uma cascata de eventos. Inicialmente ocorre uma
fase aguda, de duracdo varidvel, na qual h& vasodilatacdo local e
aumento da permeabilidade capilar, seguida de uma fase caracterizada
por infiltragdo de leucdcitos e de células fagociticas e posteriormente,
regeneracdo tecidual ou fibrose(21). A resposta inflamatéria é
caracterizada por uma série de eventos na tentativa de reconstituir o
tecido lesado por meio da ativacdo de células mesenquimatosas,
incluindo hipertrofia, hiperplasia e ativagdo de matriz extracelular.
Posteriormente, o processo inflamatério é mantido e induz a cicatrizacdo
que frequentemente reconstitui o tecido lesado com tecido fibroso nédo
especializado(21).

O sistema fagocitico mononuclear ¢ composto por dois tipos de
células que participam na defesa do sistema imune do hospedeiro,
desenvolvendo fungdes distintas: os macréfagos e os mondcitos. Os
macréfagos tém a funcdo de remover antigenos particulados e atuar
como células apresentadoras de antigeno, internalizando e apresentando
antigenos aos linfdcitos T(22). Os mondcitos encontram-se circulando
no sangue e, quando necessario, migram para diferentes 6rgdos e
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cavidades do corpo em reposta a um estimulo lesivo, diferenciando-se
em macréfagos. Os leucdcitos do tipo polimorfonucleares sdo as
primeiras células que sdo ativadas na defesa imune do hospedeiro contra
a infeccdo. Estas células migram e infiltram-se no sitio inflamatério por
gradientes quimiotaticos, onde juntamente com o0s macrofagos,
fagocitam e destroem o agente causador da inflamacéo, ocorre liberacdo
de enzimas hidroliticas, proteinas bactericidas e espécies reativas de
oxigénio (ROS), muitas vezes, estocadas nos granulos dos
polimorfonucleares.(23-24).

Outros mediadores que participam do processo inflamatério sdo
as citocinas. Estas também estdo envolvidas no crescimento,
diferenciacdo e ativacao celular, na imunidade e no reparo tecidual, além
de outras funcBes no processo inflamatdrio(25). Diversos sdo 0s
estimulos para a liberac@o das citocinas, incluindo infecgdo bacteriana,
viroses, parasitoses, micoses, tumores, trauma, estimulos fisicos
(queimadura, irradiacdo), necrose tecidual (infarto), resposta
imunoldgica das doencas autoimunes(25).

1.3 0 PROCESSO BIOLOGICO DA CICATRIZAGAO

A secgdo tecidual do colon gera uma solucdo de continuidade,
lesa tecidos, interrompe o fluxo sanguineo e acumula restos celulares,
com grau maior ou menor de contaminacdo, além da exposicdo da
matriz extracelular as plaquetas. O organismo reage com um mecanismo
complexo, dindmico e bem orquestrado, a cicatrizacdo, que é dividida
em cinco fases: hemostasia, inflamacdo, proliferagdo, contracdo da
ferida e remodelagdo(14, 26), em determinados momentos do periodo
cicatricial as fases coincidem parcialmente e se desenvolvem
simultaneamente. Durante a hemostasia, com o colageno subendotelial
em contato com as plaquetas, estas promovem agregacdo, degranulacéo
e ativacdo da cascata da coagula¢do. Seguindo-se entdo a migragdo das
células inflamatérias. Os granulos plaquetarios liberam uma variedade
de substancias com atividade no processo cicatricial, tais como fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
transformante beta (TGF-p), fator ativador de plaquetas (PAF), fator de
crescimento endotelial vascular(VEGF), fibronectina e serotonina(14).
O VEGF estimula a formagdo de novos capilares e consequente
formacdo do tecido de granulagdo. Outro fator de crescimento
fundamental na cicatrizacdo das anastomoses col6nicas é fator de
crescimento insulina-llike (IGF-1), que promove aumento do reparo
epitelial e estimula a proliferacéo celular. A administragdo sistémica ou
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intraperitoneal do IGF-1 aumenta a pressdo de ruptura das anastomoses
de colon, em ratos(27).

Dentre as camadas da parede do célon a submucosa é a mais
importante na sustentacdo das suturas e na resposta inflamatoria ao
trauma e cicatrizacdo, pois € composta por tecido conjuntivo frouxo
contendo a maioria das matrizes proteicas, é ricamente vascularizada por
um plexo arterial e venoso, além de um ampla rede de linfaticos(17). Na
fase proliferativa, os fibroblastos e as células endoteliais migram dos
tecidos e vénulas proximas a anastomose. Com a ativagdo de
macréfagos, das células endoteliais, e a expressdo do VEGF, ocorre
aumento expressivo da angiogénese, formagdo de novos vasos capilares
e tecido de granulagdo. Os fibroblastos desenvolvem a produgdo de
grande quantidade de colageno, proteina constitutiva do tecido
conjuntivo(28). O colégeno, glicoproteina composta por trés cadeias
polipeptidicas em conformacdo de tripla hélice, é constituida pelos
aminoacidos glicina, alanina, lisina, prolina, hidroxilisina e
hidroxiprolina, que é um aminoacido exclusivo do colageno e €
indispensavel para a estabilidade da tripla hélice da proteina(29). O teor
de hidroxiprolina no tecido cicatricial possibilita estimar a quantidade de
coldgeno na regido da anastomose. A continuidade do colon €
restabelecida pela deposicdo de pontes de coldgeno no local da
anastomose, 0s tipos de colageno I, 11l e V sdo os principais durante a
cicatrizacdo do cdlon, sendo o tipo | predominante(17). Nas fases
iniciais da cicatrizagdo da parede do c6lon, entre o terceiro e quinto dia,
a fibronectina, uma glicoproteina de alto peso molecular, é altamente
expressa nas camadas da parede do célon, mantendo a continuidade e
resisténcia até a proliferacdo do colageno(30). A quantidade e qualidade
da sintese de colageno sintetizado e depositado, tanto quanto a sua
degradacdo promovida pelas colagenases, geram um balango que
determina a forca e integridade da anastomose. A degradagdo do
coldgeno ¢é feita pelas colagenases, cujas principais fontes sdo
granulécitos e fibroblastos, sua producéo se inicia em poucas horas apos
a lesdo e é restrita ao local da anastomose(31).

1.4 O ESTRESSE OXIDATIVO

Grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo
produzidas em tecido lesionado e inflamado pela nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase, um complexo enzimatico, que
é expresso em niveis elevados em particular nas células inflamatorias.
Este fenomeno tem sido descrito como o “burst respiratorio”. Apos a
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ativacdo da NADPH oxidase, as células produzem o anion superéxido,
um radical livre altamente reativo. Este radical é rapidamente dismutado
a peréxido de hidrogénio (H,0,) e agua, um processo facilitado pela
enzima superéxido dismutase (SOD). Embora o H,O, ndo seja um
radical, este pode causar dano celular grave devido a geracdo de radical
hidroxila na presenca de ions ferro ou de ions cobre (reacdo de
Fenton)(32). O estresse oxidativo induz a geracdo de ROS, como por
exemplo os anions superdxido, perdxido de hidrogénio e radicais livres,
0s quais sdo fatores importantes na etiologia de diversas doengas(33-
34). Nas lesdes por estresse ou trauma ou na resposta inflamatéria
podem ser importantes fontes na geracdo destes radicais(34). Dentre as
enzimas antioxidantes destacam-se: a catalase (CAT), a Glutationa
peroxidase (GPx), a glutationa S transferase (GST) e superoxido
dismutase (SOD), importantes enzimas relacionadas a defesa do
organismo frente aos radicais livres. A superdxido dismutase e a
catalase servem como linha primaria de defesa na detoxificacdo dos
radicais livres. Por fim, um dos maiores efeitos toxicos do excesso de
ROS é o dano & membrana celular pelo processo de peroxidagdo
lipidica, que pode ser dimensionado pela mensuracdo das substancias
reativas a0  4cido  tiobarbitirico  (TBARS)(35). Se a
detoxificacdo/neutralizacdo de ROS é insuficiente ou se as ROS sé&o
produzidas em excesso, ocorre 0 estresse oxidativo, que nada mais é que
uma situacdo de desequilibrio entre a quantidade de radicais livres e de
defesas antioxidantes(32).

A cicatrizagdo requer um fino equilibrio entre os efeitos positivos
e deletérios das ROS, um grupo de moléculas extremamente potentes,
com poder limitante na velocidade de regeneracdo tecidual(36). A
producdo excessiva de ROS esta associada com lesdo tecidual, gera
muitos processos patoldgicos e causa destruicdo do tecido saudavel do
estroma(36-37). ROS em excesso lesa membranas celulares por
peroxidacdo lipidica e também causa danos no  &cido
desoxirribonucleico (DNA) e proteinas. O ataque de ROS ao DNA
quebra sua fita e altera o processo normal de translacdo e transcricao,
alterando expressdo génica, replicacdo do DNA e induzindo a
apoptose(38). As proteinas também podem ser alvos das ROS, a
oxidacdo de proteinas rompem receptores, prejudicam as funcgdes
enzimaticas e interrompem as vias de transducfes de sinais(37, 39). A
reducdo da peroxidacdo lipidica e o aumento da glutationa reduzida
(GSH) do tecido da anastomose de co6lon esta relacionada ao aumento
do teor de hidroxiprolina tecidual e aumento da pressdo de ruptura da
anastomose, em ratos(40). O malonaldialdeido (MDA), que é um
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produto da peroxidacdo lipidica, tem seus niveis aumentados em feridas
com retardo de cicatrizacdo decorrente do uso de hidrocortisona em
ratos, em relagdo ao grupo animais controle(41).

1.5 A HIPOTERMIA PERIOPERATORIA

A hipotermia perioperatéria consiste na reducdo da temperatura
corporal, devido a exposi¢do dos pacientes as baixas temperaturas das
salas cirdrgicas, ao tempo de exposi¢do de visceras ou outras estruturas
do meio interno e as alteraces causadas pelo ato anestésico no controle
térmico central. O termo hipotermia leve é amplamente aceito,
referindo-se a temperatura corporal central variando entre 34 e 36° C(42-
43). A hipotermia esta associada a efeitos prejudiciais ao paciente,
aumentando as taxas de complicagBes operatorias, anestésicas e pos-
operatorias, como eventos cardiovasculares, aumento da perda
sanguinea, metabolizacdo e eliminacdo das drogas anestésicas, aumento
do tempo de internacdo hospitalar e aumento da incidéncia de infeccéo
de sitio cirdrgico(43) (Tabela 1). Também ¢ afetada a formacdo do
agregado plaquetario inicial, que exerce papel importante nos estagios
iniciais da cicatrizacdo pela liberacdo de fatores de crescimento e
quimiotaticos(44). Kurs et al.(45), em um ensaio clinico controlado,
randomizado e duplo cego, com pacientes submetidos a cirurgia
colorretal eletiva, comparando pacientes com hipotermia leve em um
grupo e pacientes com temperatura normal em outro, obtiveram como
resultado uma incidéncia trés vezes maior de infeccdo de sitio cirirgico
nos pacientes do grupo hipotérmico em relacdo ao grupo de pacientes
cujas cirurgias transcorreram com temperaturas normais e mantidas. Em
nosso meio, em um estudo de coorte, dentre doze fatores de risco
avaliados para infeccdo de sitio cirGrgico, em cirurgia colorretal eletiva,
apos analise multivariada, a hipotermia perioperatdria foi o fator que
apresentou o maior risco relativo, 4,6 (2,4 - 8,9 com IC 95%)(46). A
hipotermia prejudica a funcdo imune(47), inibe a producdo de
anticorpos mediados por células T, a atividade bactericida de
neutrdfilos, a atividade das células natural killer (42-43, 47-48), reduz a
producdo de citocinas e promove supressao da atividade fagocitaria (47-
49).

Também é conhecido que a pressdo parcial de oxigénio tecidual
no sitio cirdrgico é reduzida em pacientes que tiveram periodos de
hipotermia, o que é agravada pela vasoconstricgdo termorregulatoria que
é intensificada nestes pacientes, levando a relativa hipdxia tecidual(50-
52). Estes Ultimos fatos, por um lado aumentam o risco de infecgdo de
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sitio cirdrgico e por outro comprometem 0s processos cicatriciais, além
de aumentar a perda proteica pds-operatdria(53). A hipdxia tecidual
também esta associada a prejuizo na cicatrizagdo anastomética e na sua
integridade, em modelo animal com ratos(54). Dois grandes ensaios
clinicos randomizados demonstraram que a manutencéo da normotermia
e normoxia diminui as taxas de infeccdo(45, 50). Por outro lado,
apresentam reducdo das taxas de complicagdes, quando a suplementagéo
de oxigénio é realizada no periodo perioperatdrio, incluindo deiscéncia e
fistulas anastomaticas(50)

Foi demonstrado em ratos, que a hipotermia induzida, com
reducdo da temperatura central até 31 °C, compromete a pressao arterial
e a tensdo de oxigénio arterial(55). Também em ratos, foi demonstrado,
que a hipotermia leve (32° C) reduz a sobrevida dos animais, prejudica o
recrutamento de granulécitos e altera o balango de citocinas, sugerindo
imunossupressao(49, 56). Nao obstante, tem sido demonstrado que o
aquecimento ativo do paciente antes de cirurgias limpas ajuda a prevenir
a infeccdo de sitio cirdrgico no periodo pos-operatorio(45, 57). No
entanto, o excesso de calor intra-abdominal, como o utilizado em
quimioterapia peritoneal hipertérmica, é prejudicial a cicatrizacdo de
anastomoses coldnicas em ratos(58).
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Tabela 1- Complicacfes perioperatdrias induzidas por hipotermia

Consequéncia Auntor N Tem I(; Normofersia Hipotermia P

Eventos cardiacos Frank, 300 13 1.4% 6.3% =003
gt al.(39)

Taquicardia ventricular ~ Frank, 300 13 1.4% 7.9% =0.05

pos-operatoria gt &l.(39)

Ativagio adrenérgica Frank, 74 15 330 =30 pg'ml 480 =70 pg'ml <0.035
gt al.(60)

Infacgdo de sitio Eurz at al (45) 200 19 6% 19% <0.01

cirirgico

Tempo de intemagéo Kurz st al.(43) 200 18 121 =4 4 dias 14.7 = 6.5 dias <0.01

Froliferagio de Bailin. 60 1.0 4800 CPM 2750 CPM <0.03

linfocitos st al(47)

Macassidada da Schmisd, &0 16 1 unidada 8 unidadaz «0.03

transfusdo gtal(61)

Perda sanguinsa Schmied, 60 1.6 1.7=03L 21z03L =(.001

intraoperatoria stal(61)

Perda sanguinsa Winklar, 150 04 488 ml 618 ml <0005

intraoperatoria gt al.(62)

Perda sanguinsa Widman. 46 0.5 516 =272 ml 702 =344 ml <0.03

intraoperatéria st al.(63)

Parda sanguinesa Johansson, 50 0.8 665 =292 ml 698 =314 ml N5

intraoperatdria gt al.(64)

Excragio nitrogenadana  Carli, atal(33) 12 15 982 mmpldia 1798 mmpl'dia <0035

urina

Mortalidads em 24 hs. Gantilalle, 57 1.0-2.0 7% 43% <0.03

2m trauma stal (63)

Duragio do veguronio, Hajer, =t al.(66) 20 20 18 z4 min 61 = min =(.001

Duragio do gtragurio, Leaslis, ] 3.0 44 =4 min 68 = 7 min <0035
gt el (67)

Tremor pos-oparatorio Tust, at al (68) 14 13 141 =9 ml 169 =60 ml <0001

mig mig

Tempo da racuperacio Lanhardt. 130 19 33 =36 min 94 =63 min =0.001

pos-anastisica at al (69)

Dasconforte térmico Eurz. et al.(70) 74 16 50=10 mm 18 =9 mm VAS <0.001

VAS

N: ndmero de casos do estudo; T: diferenca da temperatura entre os grupos de estudo em °C; p:
significancia estatistica; CPM: contagem por minuto; VAS: 100 mm de comprimento em uma
escala analdgica visual
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1.6 JUSTIFICATIVA

As complicacbes decorrentes da deiscéncia de anastomose
colonica tém carater extremamente grave com altos indices de
morbidade e mortalidade. A busca na reducdo da incidéncia destas
complicacdes deve ser incansavel, principalmente com procedimentos
possiveis de serem realizados rotineiramente, como a prevencdo da
hipotermia perioperatoria.

Na literatura consultada (Pubmed, Lilacs, Scielo, teses e
dissertacGes, com o0 uso dos descritores, em inglés e portugués,
hipotermia, anastomose, anastomose coldnica, anastomose intestinal,
cicatrizacdo, fistula e deiscéncia com todas as possiveis combinacdes)
ndo foram encontrados artigos que esclarecessem 0s aspectos
especificos que se estd procurando, embora algumas das referéncias
encontradas nas diversas revisdes realizadas sugerem esta possibilidade,
porém carecem de comprovacdo, seja essa experimental ou mesmo
clinica.

Com a confirmagdo desta hipotese sera um dado um passo
fundamental para que medidas de aquecimento do paciente no periodo
perioperatdrio sejam adotadas rotineiramente, com consequente reducéo
das taxas de deiscéncia e fistulas das anastomoses de célon.

1.7 HIPOTESES

Hi: A hipotermia perioperatoria tem efeito prejudicial ao
processo cicatricial das anastomoses colonicas, em ratos.

Ho: A hipotermia perioperatéria ndo tem efeito prejudicial ao
processo cicatricial das anastomoses coldnicas, em ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a ocorréncia da hipotermia, no periodo per-
operatério, influi na cicatrizacdo das anastomoses col6nicas em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a pressao de ruptura da anastomose colénica nos
grupos de animais em estudo, com e sem hipotermia.
Determinar 0s niveis de hidroxiprolina tecidual na
anastomose col6nica, comparando-os entre 0s grupos de
animais estudados.

Avaliar parametros inflamatorios, por analise histoldgica,
com a utilizacdo de escores pré-determinados. Os
pardmetros sdo: infiltrado inflamatério, deposicdo de
colageno tecidual, edema, fibrina e apoptose celular no
tecido da anastomose colonica.

Avaliar liberacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS)
no tecido cicatricial das anastomoses, com a dosagem de
enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superoxido
desmutase (SOD), da glutationa reduzida (GSH) e da
peroxidacdo lipidica com a dosagem das espécies reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

Avaliar o0s niveis de citocinas pro-inflamatérias
interleucina 1 (IL1) e interleucina 6 (IL6) e anti-
inflamatéria interleucina 10 (IL10), e de fatores de
crescimento: fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) e fator de crescimento insulina-like (IGF-1) a
partir de tecido da anastomose colbnica, pelo método da
reacdo em cadeia da polimerase apds transcricdo reversa,
em tempo real (PCR-RT).
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3 METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO
Este trabalho é um estudo experimental, prospectivo e controlado.
3.2 GRUPOS

Os animais foram distribuidos randomicamente em 2 grupos, um
grupo com normotermia e o outro com hipotermia, cada grupo foi
redistribuido em 4 subgrupos com n= 6, que foram numerados de
acordo com o tempo em dias de pds-operatério no qual ocorreu a
reoperacdo e a morte indolor assistida (MIA): (1) normotermia e 3 dias,
(2) hipotermia e 3 dias, (3) normotermia e 7 dias, (4) hipotermia e 7
dias, (5) normotermia e 14 dias, (6) hipotermia e 14 dias, (7) SHAM,
normotermia e 3 dias (8) SHAM, hipotermia e 3 dias (Figura 1).

Os animais dos subgrupos com hipotermia tiveram sua
temperatura central diminuida até 32° C = 1° C utilizando bolsas
plasticas com gelo em gel sobre o térax, mantendo em hipotermia por 1
hora no decorrer da cirurgia e ap6s foram aquecidos com calor
proveniente de uma lampada de infravermelho até a temperatura de 37°
C. Os animais dos subgrupos de normotermia tiveram sua temperatura
mantida em 36° C £ 1° C com o uso da lampada de infravermelho. A
temperatura foi medida com um termdmetro digital (Getec® Brasil)
inserido 3 cm dentro do reto antes e durante o procedimento e até o
reaquecimento completo do animal, com tomadas de temperatura a cada
5 minutos. A temperatura foi mantida nos niveis desejados em cada
grupo com a aproximacdo ou afastamento das fontes de calor e frio do
corpo do animal, conforme necessario (Figura 2).

Em todas as avaliagfes, com excecdo da medida da pressédo de
ruptura da anastomose, 0s examinadores desconheciam a que subgrupos
as amostras estudadas pertenciam.
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Subgrupo 1 (n=06)

3 dias

Subgrupo 3 (n= 6}
Grupo | 7 dias

24 ratos em

normotermia Subgrupo 5 (n=6}
14 dias

Subgrupo 7 (n= 6}

Experimento SHAM 3 dias

n= 48 ratos subgrupo 2 (n= 6}

3 dias

Subgrupo 4 (n= 6}
Grupoll 7 dias

24 ratos em

hipotermia Subgrupo 6 (n=6)
14 dias

Subgrupo & (n= 6}
SHAM 3 dias

Figura 1 - Diviséo dos grupos de estudo.
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P it o

Figura 2 - Temperatura retal em °C, monitorada durante
as cirurgias. Na imagem superior o animal mantido em
normotermia e na imagem inferior 0 animal submetido a
hipotermia.

3.3 ANIMAIS

Quarenta e oito ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) foram utilizados nesta pesquisa, que foi previamente
aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC,
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processo cadastrado sob o ndmero: 23080.019985/2010-80. Os animais
pesavam entre 360 e 480 g e com idades entre 180 a 220 dias, foram
ambientados por 7 dias, no Laborat6rio de Técnica Operatéria e Cirurgia
Experimental (TOCE) da UFSC, recebendo &gua e alimentacdo ad
libitum com ragdo padronizada, ciclo claro-escuro de 12 horas,
temperatura de 22° C +- 2° C e umidade do ar entre 50 e 60%. Todos 0s
procedimentos foram realizados de acordo com 0s “Principles of
Laboratory Animal Care” (NIH Publication No. 96-01, revised 1996).

As cirurgias foram realizada sob anestesia geral utilizando uma
combinacdo de ketamina (9 mg/100g de peso corporal) e tiazina
(1,25mg/100g de peso), ambas por via intramuscular. A laparotomia
mediana com 2 cm de extensdo foi realizada sob condicGes de assepsia.
O colon sigmdide foi identificado e seccionado, com tesoura reta, a 2 cm
acima da reflexdo peritoneal (Figura 3). Imediatamente apds, uma
anastomose termino-terminal foi realizada com 8 pontos separados de
polipropileno 6/0 (Ethicon®, Somerville, NJ) em plano Unico extra-
mucosos (Figura 4). A parede abdominal foi fechada em dois planos,
aponeurose e pele, com suturas continuas de polipropileno 4/0
(Ethicon®, Somerville, NJ)

As reoperacOes foram realizadas nas mesmas condi¢bes da
cirurgia inicial. A anastomose foi identificada e o célon sigmoide
contendo a anastomose foi ressecado para as analises, a parede
abdominal foi fechada conforme descrito na primeira cirurgia. Ainda
anestesiados os animais foram submetidos & MIA, com uma dose letal
intracardiaca de cloreto de potassio.



Figura 3 - Imagem do célon sigmoide identificado, isolado e com
local da sec¢do e anastomose definidos.
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3.4 PRESSAO DE RUPTURA DA ANASTOMOSE

Um segmento de 4 cm do c6lon sigmoide contendo a anastomose
foi isolado e lavado com solucdo salina (Figura 5), uma extremidade foi
fechada com fio de seda 3/0 e na outra extremidade foi introduzido um
cateter de polivinil 4 Fr, fixado firmemente com fio de seda 3/0 ao redor
do cateter, que foi conectado numa configuragdo em “Y” a uma bomba
de infusdo continua (Samtronic®, Sdo Paulo, SP) de um lado e a um
mandmetro com coluna de mercurio do outro. O segmento foi submerso
em solucdo salina e inflado com ar no regime de 1 ml/minuto, o valor da
pressdo foi registrado em mm de Hg no momento exato da ruptura da
anastomose e do escape do ar (Figura 6)(71).

Apo6s, um segmento de 1 cm contendo a anastomose foi retirado e
seccionado longitudinalmente em 4 tiras de tecido iguais com 1 cm de
extensdo, cada uma contendo uma parte da anastomose (Figura 7). Um
dos fragmentos foi armazenado em criotubos e transferidos a freezer a -
80° C, para analises do contetdo de hidroxiprolina, outro fragmento foi
acondicionado em solugdo RNAlater® (Invitrogen, Séo Paulo, Brazil) e
em freezer a -18° C para determinacdo do PCR-RT, o terceiro fragmento
em solucdo de formol a 10% para estudo histolégico e o quarto
fragmento foi acondicionado em criotubos e armazenado em freezer a —
80° C para posterior andlise do estresse oxidadtivo.

) b

Figura 5 - Segmento de cdlon sigmoide retirado para as analises.
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Figura 6 - Equipamento para determinacdo da pressdo de ruptura
da anastomose.

Figura 7 - Fragmentos da anastomose com 2 cm de extenséo,
posteriormente foram seccionados 0,5 cm de cada extremidade,
restando 1 cm central, para mensuragdo de hidroxiprolina, analise
histoldgica, estresse oxidativo e PCR-RT, respectivamente.
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3.5 TEOR DE HIDROXIPROLINA

A hidroxiprolina € um aminodacido essencial para a sintese das
fibras de colageno, as quais sdo produzidas, principalmente, em
processos cicatriciais. Por essa razdo, o contetdo de hidroxiprolina é
utilizado, normalmente, como um indicador bioquimico para determinar
o0 teor de colageno presente em uma amostra. Para essa determinacéo,
aliqguotas de padrdo de hidroxiprolina e de amostras de tecido
hidrolisado da anastomose col6nica foram misturados com hidroxido de
sodio. As amostras (20 mg) foram hidrolisadas em 500 uL de solucdo de
NaOH 2N, submetidas a autoclavagem a 120 °C durante 40 minutos e
centrifugadas a 10.000 rpm durante 5 min. Em seguida, foram coletados
20 uL do sobrenadante do contetdo hidrolisado e, juntamente, com
aliquotas da solucdo padrdo foram adicionados 30 pL de solucdo de
NaOH 2N e 450 pL do reagente cloramina T. A reacdo de oxidacéo deu-
se por um periodo de 25 minutos a temperatura ambiente. Ap6s a adi¢éo
de 500 pL do reagente de Ehrlich, as amostras e as solucGes padréo
foram incubadas em banho-maria a 65° C por 40 minutos. Como a
absorbancia do croméforo formado é instavel em temperatura elevada,
foi realizado um ciclo de resfriamento gradual durante 10, 15 e 10
minutos (temperatura ambiente, 4 °C e temperatura ambiente,
respectivamente). A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro
em 550 nm. Para quantificacdo da hidroxiprolina foi construida uma
curva padrdo externa compreendendo concentragdes entre 1 - 400
ug/mL. Foi utilizada como amostra padrao N-Acetil-L-hidroxiprolina 99
%, Sigma® 01192. Os resultados correspondem & média + desvio padréo
de amostras de tecido hidrolisado a partir de andlises realizadas em
triplicata(72).

3.6 AVALIACAO HISTOLOGICA

Fragmentos de tecido incluindo a anastomose, preservados em
solucdo de formalina a 10%, foram desidratados e embebidos em
parafina. Os blocos de parafina foram seccionados em micrétomo com 4
pum de espessura, e logo apo6s as fatias foram coradas com hematoxilina
e eosina e 4cido tricromio de Masson. As amostras foram examinadas
em microscopio 6tico em aumento de 400 vezes. Toda a avaliagao foi
realizada por um Unico patologista examinador, que se desconhecia para
que qual grupo cada amostra pertencia. As avaliacbes obedeceram o
método de escore semiquantitativo(73). Os parametros analisados foram
identificados como [1] infiltrado inflamatério, representado pela
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identificacdo das células inflamatdrias: polimorfonucleares (PMN),
linfécitos, macréfagos e fibroblastos, [2] edema, [3] deposicdo de
colageno, [4] fibrina e [5] células apoptdticas. As amostra foram
categorizadas, em cada parametro, de acordo com o método de escores
em: 0 = ausente, 1 = discreto, 2 = moderado ou 3 = acentuado.

3.7 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO
3.7.1 Atividade da Enzima Superéxido Dismutase (SOD)

A analise da enzima superdxido dismutase foi realizada por meio
da oxidacdo da adrenalina com a formacdo de anion superdxido (O,) e
do adenocromo roseo. A formacdo de O, é retardada pela enzima SOD
presente na amostra analisada. Em uma cubeta de plastico foram
adicionados 1,95 mL de tampao glicina 50 mM (pH 10,2) a temperatura
ambiente e ajustou-se o0 zero de absorbancia do espectrofotbmetro.
Adicionou-se 50 pL da solucdo de adrenalina 60 mM (pH = 2,0),
mantida em gelo durante o ensaio e a solucdo (tampéo + adrenalina) foi
homogeneizada. Foi observado o grafico da cinética da reacdo de
oxidacdo da adrenalina expressa pela formacgédo de uma curva ascendente
até que se deu o seu decaimento, em comprimento de onda de 480nm.
Assim, antes de iniciar o ensaio propriamente dito, verificou-se qual o
tempo de reacdo mais propicio para executar as medidas das constantes
K, e K,. Este tempo é correspondente a por¢do ascendente da curva de
oxidacdo da adrenalina. Apo6s determinar a porcao ascendente da curva
de oxidacdo da adrenalina ao longo do tempo, adicionou-se aliquotas
entre 5-50 pL de amostra antes que a reacdo de oxidacéo terminasse, ou
seja, antes do inicio do decaimento da curva expressa no grafico. Para o
preparo das amostras, foi pesada uma aliquota de 25 mg de tecido
homogeneizada em 1000 pL de tampédo fosfato 20 mM (pH 7,4)
contendo 0,1% Triton, 150 mM NacCl e inibidores de proteases. Repetiu-
se 0 ensaio com mais 3 ou 4 aliquotas do homogenato da amostra. A
porcentagem de inibicdo foi calculada da seguinte maneira: % inibicéo =
[(k2/k1) - 1].100, onde k1 corresponde a porcéo ascendente da curva de
oxidacdo da adrenalina sem adicdo da amostra e k2 corresponde a
porcdo de inibicdo da oxidacdo da adrenalina decorrente da adicdo da
amostra, provocada pela enzima SOD presente nesta. Para determinar o
numero de Unidades de SOD (U SOD) na amostra, interpolou-se a
aliquota de amostra (uL, eixo X) versus porcentagem de inibicdo (%,
eixo y). Determinou-se a quantidade (uL) de amostra necessaria para
causar 50% de inibicdo na taxa de oxidacdo da adrenalina. A curva teve
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no minimo 4 pontos. Entdo, foi realizado o seguinte calculo: (1 /
quantidade de amostra (uL) correspondente a 50% de inibi¢cdo) . 1000 .
diluicdo do homogenato = U SOD.mg de proteina™ (74).

3.7.2 Atividade da Enzima Catalase (CAT)

Para analise da atividade desta enzima foi verificada a velocidade
de decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H,O,) em um
comprimento de onda de 240 nm. Uma solucgdo de H,O, (10 mM) em
tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) foi preparada e utilizada
como substrato da reacdo. Para o preparo das amostras, foi pesada uma
aliquota de 25 mg de tecido homogeneizada em 1000 uL tampéo fosfato
20 mM (pH 7,4) contendo 0,1% Triton, 150 mM NacCl e inibidores de
proteases. Em uma cubeta de quartzo, foram adicionados 2 mL da
solucdo tampédo contendo H,O, e 20 uL do homogenato da amostra.
Apbs homogeneizacdo, a velocidade de decomposicdo do H,O, foi
mensurada durante 90 segundos, sendo esta diretamente proporcional a
atividade da enzima catalase. As amostras foram analisadas em
triplicata, sendo os valores expressos em mmol.min™.mg proteina™(75).

3.7.3 Contetdo de Glutationa Reduzida (GSH)

A concentracdo de pequenos tidis (SH) foi avaliada
imediatamente ap6s a obtencdo dos homogenatos de tecido em solucao
acida, a fim de evitar a sua oxidacdo. A quantificacdo de glutationa
reduzida baseia-se na reacdo dos SH com o acido ditionitrobenzoico
(DTNB) com a formagdo de anion tiolato (TNB) de cor amarela,
mensuravel em 412 nm. A intensidade de coloracdo é proporcional a
guantidade de GSH presente na amostra. Para 0 preparo das amostras,
foi pesada uma aliquota de 20 mg de tecido homogeneizada em 500 pL
de acido tricloroacético (TCA) 20 %, homogeneizou-se o contelido e
centrifugou-se a 10000 rpm, por 5 minutos. Utilizou-se o sobrenadante
para a reacdo de quantificacdo dos SH. As analises foram realizadas em
triplicata e os valores expressos em mM.mg de proteina™ (76).

3.7.4 Nivel de Peroxidacao Lipidica (TBARS)

As amostras de tecido cicatricial (35 mg) foram homogeneizadas
com 1600 pL éacido fosférico 1,1%. Uma aliquota de 400 pL deste
homogenato foi utilizada como amostra. A lipoperoxidacdo foi
determinada pela reacdo com o &cido tiobarbitdrico (TBA). Esta baseia-
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se na reacdo de uma molécula de malonildialdeido (MDA) com 2
moléculas de TBA e a eliminacdo de 2 moléculas de agua, formando um
pigmento cor-de-rosa com absorcdo maxima em 532 e 600nm. As
analises foram realizadas em triplicata(77). O nivel de peroxidacéao
lipidica foi calculado da seguinte maneira: TBARS (nmol.mg de
proteina™) = {[Absorbancia da amostra (Asz, - Agao) . diluicdo]/156 /mg
de proteina.

3.8 MEDICAO DA EXPRESSAO GENICA DE CITOCINAS E
FATORES DO CRESCIMENTO

As citocinas com efeito na reacdo inflamatéria liberadas apds o
trauma cirargico e os fatores de crescimento com efeito no processo
cicatricial foram mensurados com o uso em tempo real da reacdo em
cadeia da polimerase, apds transcricdo reversa (PCR-RT). Foram
mensurados a expressdo génica das citocinas pré-inflamatdrias I1L-1 e
IL-6, da citocina anti-inflamat6tia 1L-10 e dos fatores e crescimento
VEGF e IGF1

O 4cido ribonucleico (RNA) total foi isolado com TRIZOL
(Sigma-Aldrich®) a partir de tecido da anastomose colénica, a PCR-RT
foi realizada em um sistema de deteccdo de sequéncia ABI Prism
7900HT (Applied Biosystems®) utilizando SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems®) (Figura 9). A transcricdo reversa foi
realizada com 1 pg de RNA, utilizando a Superscript Il transcriptase
reversa (Invitrogen Corp®) para sintetizar a primeira sequéncia de &cido
desoxiribonucleico complementar (DNAc). O nivel relativo da
expressao do gene foi determinada pelo método comparativo Ct, tal
como descrito pelo fabricante, em que os dados para cada amostra foram
normalizados de acordo com a expressdo de RNA 18S e expressos como
0 numero de vezes em que foi replicado em comparacdo com controles
ndo tratados. Os pares de primers utilizados foram: para 18S,

CGTTGATTAAGTCCCTGCCCTT (forward) e
TCAAGTTCGACCGTCTTCTCA (reverse); IL-1,
TCAGGAAGGCAGTGTCACTCAT (forward) e
ACACACTAGCAGGTCGTCATCA (reverse); IL-10,
GCCAAGCCTTGTCAGAAATGA (forward) e
TTTCTGGGCCATGGTTCTCT (reverse). IL-6,
AAGAGACTTCCAGCCAGTTGCC (forward) e
ACTGGTCTGTTGTGGGTGGTA (reverse). VEGF,
ATCATGCGGATCAAACCTCACC (forward) e

GGTCTGCATTCACATCTGCTAT (reverse). IGF1,
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TTCAGTTCGTGGTGTGGACCAAG (forward) e
GCTTCAGCGGAGCACAGTACAT (reverse).

Figura 8 - Sistema de detecc¢do de sequéncias de DNAc, para
determinacdo em PCR-RT

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados obtidos das diversas avaliagdes realizadas
foram submetidos a célculo de médias e desvios—padrdo. As médias
foram comparadas utilizando teste t bicaudal ndo pareado. Um valor de
p menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significante. Toda a
analise estatistica e a criagdo de graficos foram realizados utilizando o
programa Graph Pad Prism® Versdo 2.01 for Windows (Graph Pad
Software, San Diego, CA).
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4 RESULTADOS

N&o houve mortes durante o estudo. Também nenhum sinal de
deiscéncia de anastomose foi identificado nos segmentos col6nicos
avaliados. Houve discretas variagfes na média de perda de peso entre os
grupos e também no ganho de peso no dia 14 de pds-operatério, porém
estes resultados ndo mostraram diferencas estatisticamente significantes.

4.1 PRESSAO DE RUPTURA DA ANASTOMOSE

As medidas de pressao de ruptura da anastomose ndo mostraram
diferengas estatisticamente significantes entre os subgrupos 1 e 2 (3
dias), 0 mesmo ocorreu com os dois subgrupos SHAM 7 e 8, porém nos
subgrupos de 7 dias as médias dos subgrupos 3 (normotermia) vs. 4
(hipotermia) foram 171,2 (+ 11,67) vs. 138,3 (£ 12,39) mmHg (p=
0,0008) e nos subgrupos de 14 dias as médias dos subgrupos 5
(normotermia) vs. 6 (hipotermia) foram 185,8 (+ 26,87) vs. 142,7 (+
18,14) mmHg (p= 0,0085) (Figura 9).
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Figura 9- Pressdo de ruptura da anastomose em mmHg, conforme
os dias de pds-operatorio e 0s subgrupos: subgrupos 1 e 2 (3 dias),
subgrupos 3 e 4 (7dias) e subgrupos 5 e 6 (14 dias). *p< 0,05.
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4.2 TEOR DE HIDROXIPROLINA

O conteldo de hidroxiprolina determinado nos tecidos cicatriciais
dos subgrupos 1 e 2, que correspondem a 3 dias do periodo pds-
operatério dos subgrupos normotérmico e hipotérmico foi bastante
reduzido, com 7,693 (+ 2,956) e 6,875 (+ 4,142) respectivamente, porém
sem diferenca estatisticamente significativa. Nos subgrupos 3 vs. 4, com
7 dias de pos-operatorio, as médias se elevaram para 235.3 (x 14.91)
and 254.5 (+ 6.826) pg/mg respectivamente, também sem diferencas
estatisticamente significante. Contudo, aos 14 dias de operat6rio os
subgrupos normotérmico vs. hipotérmico apresentaram médias bastante
distintas, com 243,6 (+ 19,26) ug/mg no subgrupo 5 e apenas 125,9 (+
11,35) pg/mg no subgrupo 6, determinando o valor de p < 0,0001
(Figura 10). Os subgrupos SHAM 7 com 100,3 (+ 13,82) ug/mg e
subgrupo SHAM 8 com 50,61 (£ 4,791) apresentaram p < 0,05.
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Figura 10 - Teor de hidroxiprolina em pg/mg de tecido, conforme os
dias de pds-operatdrio e os subgrupos: subgrupos 1 e 2 (3 dias),
subgrupos 3 e 4 (7dias) e subgrupos 5 e 6 (14 dias). *p< 0,05.

4.3 AVALIACAO HISTOLOGICA

Os resultados da avaliagdo histoldgica foram obtidos com a
determinacdo de escores em cada um dos cinco parametros
inflamatdrios ou cicatriciais adotados. Dois dos parametros utilizados,
deposicdo de fibrina e células apoptéticas presentes na amostra, ndo
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mostraram quaisquer diferengas estatisticamente significantes, quando
confrontados os subgrupos de normotermia e hipotermia, nos dias 3, 7 e
14 de pds-operatdério, 0 mesmo ocorrendo nos subgrupos SHAM. O
parametro infiltrado inflamatério, quando comparados os subgrupos 1
vs. 2, apresentou médias de 2,833 (+ 0,1667) no subgrupo normotérmico
e 1,667 (+ 0,4216), no hipotérmico, com p= 0,0277, porém nos dias 7 e
14 e nos subgrupos SHAM, as diferencas ndo foram significativas. De
maneira similar o parametro edema inflamatdrio, quando comparados os
subgrupos 1 vs. 2, apresentou médias de 2,667 (x 0,2108) no subgrupo
normotérmico e 1,833 (x 0,3073) no hipotérmico, com p= 0,0493, mas
nos dias 7 e 14 e nos subgrupos SHAM, as diferencas ndo foram
significativas. Entretanto a deposi¢do de colageno, quando comparados
0s subgrupos 5 vs. 6, apresentou médias de 2,50 (+ 0,3416) no subgrupo
normotérmico e 1,167 (x 0,1667) no hipotérmico, com p= 0,0056,
entretanto nos dias 3 e 7 e nos subgrupos SHAM, as diferencas ndo se
mostraram significativas (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeitos da hipotermia nos escores de pardmetros
inflamatdrios, avaliados por estudo histologico, no tecido de anastomose
de c6lon, em ratos; nos dias 3, 7 e 14 de pds-operatério

Dias de pés-operatorio 3 dias 7 dias 14 dias
Parimetros Meédia (dp) Media (dp) Meédia (dp)
inflamatérios
Infiltrado Normo 2.833 (0.4082) * 2.833 (0.4082) 2,500 (0.8367)
Hipo 1.667 (1.033) 2,500 (0.5477) 1.500 (0.8367)
Edema Nommo 2,667 (0.5164) % 2,167 (0.9832) 1.833 (0,7528)
Hipo 1,833 (0,7528) 2,333 (0.8163) 1,000 (0,6325)
Colageno Nomo 1.500 (0.8367) 2,667 (0.8163) 2,500 (0.8367) *
Hipo 1.833 (0,9832) 2,167 (0.7528) 1.167 (0.4082)
Fibrina Nommo 2,667 (0.8163) 2.000 (1.093) 0.8333 (0.4082)
Hipo 1.667 (1,033) 2,000 (0.6325) 1,000 (0,6325)
Apoptese  Normg 2,167 (0.7528) 1.167 (0,9832) 0.8333 (0.7528)
Hipo 1.500 (1,225) 1.333 (0.5164) 0.5000 (0.5477)

dp = desvio padrio; Normo = normotermia: Hipo = hipotermia; *p <0.05, N = 6 animais

em cada grupo
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4.4 MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO

4.4.1 Enzima Superéxido Dismutase

As medidas da SOD ndo mostraram diferencas estatisticamente
significantes entre os subgrupos 1 e 2 (3 dias) com médias de 0,4482 (=
0.08044) e 0,9604 (+ 0.1940) U SOD/mg respectivamente, 0 mesmo
ocorreu com o0s dois subgrupos SHAM, 7 e 8, sem diferencas
significativas. Nos subgrupos de 7 dias as médias dos subgrupos 3 e 4
foram estatisticamente diferentes com resultados de 1,374 (+ 0.2129) e
0.6476 (x 0.04539) U SOD/mg (p= 0,0076), respectivamente. Nos
subgrupos de 14 dias as diferencas entre as médias dos subgrupos 5 e 6
foram 1444 (+ 0.1206) e 1.363 (x 0.06365) U SOD/mg,
respectivamente, sem significancia estatistica (Figura 11).
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Figura 11 - Atividade enzimatica da superéxido dismutase (SOD)
no tecido da anastomose col6nica em U SOD/mg, conforme os
dias de pds-operatdrio e os subgrupos: subgrupos 1 e 2 (3 dias),
subgrupos 3 e 4 (7dias) e subgrupos 5 e 6 (14 dias). *p< 0,05.

4.4.2 Enzima Catalase

As médias das dosagens teciduais da catalase nas anastomoses
coldnicas foram similares na comparacao entre os subgrupos de 3 dias
de pos-operatorio, grupos 1 e 2, com resultados de 1,116 (£ 0,1731)
mM/mg no subgrupo normotérmico e 1,163 (+ 0,1598) mM/mg no
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subgrupo hipotérmico, os subgrupos SHAM, 7 e 8, também ndo
mostraram diferencas estatisticamente significantes entre si. Porém, nas
comparacdes entre os subgrupos 3 vs. 4 e 5 vs. 6, as diferencas das
médias apresentaram significancia estatistica. Aos 7 dias de pos-
operatorio os subgrupos normotérmico e hipotérmico apresentaram
médias de 1,485 (+ 0,1216) e 0,8816 (+ 0,08559) mM/mg,
respectivamente (p= 0,0023). Aos 14 dias de pos-operat6rio, 0s
subgrupos normotémico e hipotérmico apresentaram resultados de 2,612
(x 0,2186) e 1,439 (+ 0,07558) mM/mg, respectivamente (p= 0,0005)
(Figura 12).
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Figura 12 - Atividade enzimética da catalase no tecido da
anastomose colénica em mM/mg, conforme os dias de pés-
operatorio e 0s subgrupos: subgrupos 1 e 2 (3 dias), subgrupos 3 e 4
(7dias) e subgrupos 5 e 6 (14 dias). *p< 0,05.

4.4.3 Glutationa Reduzida (GSH)

As dosagens de GSH do tecido cicatricial das anastomoses
colénicas determinou valores reduzidos no subgrupo hipotérmico em
comparacdo ao normotérmico aos 7 dias de pds-operatdrio, com
diferenca estatisticamente significante, os subgrupos 3 e 4 apresentaram
0,5136 (+ 0,03523) e 0,3542 (+ 0,01089) mM/mg, respectivamente (p=
0,0015). As demais comparacdes ndo tiveram diferencas
estatisticamente significantes entre os subgrupos de 3 dias, 14 dias e
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SHAM. Os subgrupos 1 e 2 apresentaram 0,3985 (+ 0,02151) e 0,4329
(x 0.01985) mM/mg, respectivamente; e o0s subgrupos 5 e 6
apresentaram resultados de 0,4434 (+ 0,03619) e 0,5092 (= 0,06636)
mM/mg (Figura 14).
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Figura 13 - Niveis da glutationa reduzida (GSH) no tecido da
anastomose coldnica em mM/mg, conforme os dias de pds-
operatorio e os subgrupos: subgrupos 1 e 2 (3 dias), subgrupos 3 e
4 (7dias) e subgrupos 5 e 6 (14 dias). *p< 0,05.

4.4.4 Nivel de Peroxidacao Lipidica (TBARS)

A mensuracdo da peroxidacdo lipidica pela determinacdo do
TBARS demonstrou niveis maiores nos subgrupos hipotérmicos de 3 e 7
dias em relacdo aos seus correspondentes normotérmicos, porém aos 14
dias de pos-operatorio o nivel do grupo hipotérmico reduziu, ficando
abaixo do nivel do normotémico. Os subgrupos SHAM 7 e 8 quando
comparados ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes.
Os subgrupos de 3 dias, 1 e 2, apresentaram resultados de 44,82 (+
4,908) e 50,04 (x 3,351) nmol/mg, respectivamente, porém sem
diferenca estatistica. Os subgrupos de 7 dias, 3 e 4, apresentaram 40,07
(x 5,320) e 60,54 (x 3,587) nmol/mg, respectivamente (p= 0,0097). Os
subgrupos de 14 dias, 5 e 6, tiveram resultados de 53,24 (+ 3,784) e
34,24 (+ 2,541) nmol/mg, respectivamente (p= 0,0019) (Figura 15).
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Figura 14 - Niveis das substéncias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) tecido da anastomose colénica em nM/mg, conforme os dias
de pos-operatorio e os subgrupos: subgrupos 1 e 2 (3 dias), subgrupos 3
e 4 (7dias) e subgrupos 5 e 6 (14 dias). *p< 0,05.

4.5 CITOCINAS E FATORES DE CRESCIMENTO

A expressdo génica das citocinas pro-inflamatérias IL-1 e IL-6,
da citocina anti-inflamat6tia IL-10 e os fatores de crescimento VEGF e
IGF1 foram mensurados com o uso PCR-RT em tempo real. Os
resultados em relagdo a IL-1 mostraram-se significativos na comparagdo
dos subgrupos 1 e 2, com médias de 14,3 (+ 8,783) no subgrupo
normotérmico vs. 5,002 (x 5,073) no subgrupo hipotérmico, com p=
0,0486 (Figura 15), porém nas comparagdes entre 0s subgrupos de 7 €
14 dias, além dos subgrupos SHAM ndo apresentaram médias
significativamente diferentes. Os resultados relativos a IL-6
apresentaram médias maiores para 0s subgrupos normotérmicos em 3, 7
e 14 dias, porém apenas nestes dois Ultimos as diferencas foram
estatisticamente significantes: a comparacdo dos subgrupos 3 com
média de 3,327 (+ 2,533) vs. subgrupo 4 com 0,6167 (x 0,2326) (p=
0,027) e a comparagdo do subgrupo 5 com 3,626 (+ 2,357) vs. 0
subgrupo 6 com 0,6363 (x 0,7479) (p= 0,0142) (Figura 16), o0s
subgrupos SHAM ndo mostraram diferencas significativas. A citocina
IL-10 apresentou valores crescentes na sequencia dos dias 3, 7 e 14, ao
contrario de IL-1 e IL-6, que foram decrescentes, as médias de IL-10
ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas para os
subgrupos SHAM e na comparacao entre 0s subgrupos 1 e 2, porém nas
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comparagdes nos subgrupos de 7 e 14 dias demonstraram resultados
significativos: o subgrupo normotérmico 3 com 1,954 (+ 1,038) vs. o
subgrupo hipotérmico 4 com 0,6094 (+ 0,3608) resultou em um p=
0,0087, e o subgrupo 5 com 5,001 (+ 4,205) vs. o subgrupo 6 com
0,7930 (+ 0,3848) resultou em valor de p= 0,0348 (Figura 16). Dois
fatores de crescimento foram avaliados, VEGF e IGF1, todas as
comparacdes relativas aos subgrupos pareados em 3, 7, 14 dias e 0s
subgrupos SHAM para VEGF ndo mostraram diferencas
estatisticamente significativas, apesar de tenderem a ser mais elevados
para os subgrupos normotérmicos, exceto entre os subgrupos 5 e 6 e
com valores crescentes na sequéncia de dias 3, 7 e 14. As médias das
mensuragdes de IGF1 também ndo foram significativamente diferentes,
exceto nos subgrupos de 7 dias de pds-operatério, 3 vs. 4, com
resultados médios de 3,397 (+ 1,844) no subgrupo normotérmico vs.
1,346 (+ 0,9514) (p= 0,036) (Figura 17).
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Figura 15 - Expressdo de mRNA para citocinas em anastomoses de
cblon, em ratos. Os animais foram submetidos a cirurgia sob hipotermia
ou normoterrmia e a expressdo relativa do RNAm de IL-1 (a), IL-6 (b),
IL-10 (c) foi determinado no tecido do intestino aos 3, 7 e 14 dias apds a
cirurgia. *p< 0,05. RQ= Quantificacao relativa.
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RNAmM de VEGF (a) e IGF1 (b) foi determinado no tecido do
intestino aos 3, 7 e 14 dias ap6s a cirurgia. *p< 0,05. RQ=
Quantificacdo relativa.
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5 DISCUSSAO

As fistulas de anastomoses do trato digestivo constituem uma das
principais complicagbes da cirurgia gastrointestinal, apresentam
elevados indices de morbidade e mortalidade(78) e no colon sua
incidéncia é elevada e associada a infecgcdes graves, devido a alta
concentracdo bacteriana de sua luz. Muitas vezes é necessario reoperar
pacientes com peritonite e sepsis,  decorrentes de deiscéncia
anastomotica, com a realizacdo de estomas como parte do tratamento
destas complicacGes(3, 79).

Este estudo demonstra os efeitos danosos da hipotermia
perioperatéria na cicatrizacdo das anastomoses colbnicas, em ratos,
desde a resposta inflamatoria inicial, com reducdo de citocinas e
infiltrado inflamatdrio até as fases finais de cicatrizagdo com deposi¢do
de colageno deficiente e perda de resisténcia da anastomose a pressdo
intraluminal induzida.

Estes resultados vem se somar a estudos prévios que apresentam
efeitos prejudiciais da hipotermia perioperatéria na funcdo imune e
resposta inflamatdria(43), porém aqui analisando a cicatrizacdo de
anastomoses coldnicas, processo fundamental para que ndo ocorram
complicagdes pds-operatdrias, especialmente a deiscéncia anastomotica.
A cicatrizacdo, iniciada imediatamente apds a lesdo tecidual, aqui de
caréater cirurgico, envolve uma complexa série de eventos que inclui o
tampdo plaquetdrio inicial, quimiotaxia, proliferacdo celular,
neovascularizacdo, sintese de matiz extracelular, formacdo e
remodelacéo da cicatriz, quando finalmente a forga ténsil da anastomose
esta reconstituida, ao redor do 14° dia de pds-operatdrio. Estes eventos
sdo regulados por varios mediadores incluindo plaquetas, células
inflamatdrias, citocinas e fatores de crescimento(80).

Apbs a seccdo cirlrgica do colon e imediata realizagdo da
anastomose € iniciada a reacdo inflamatdria em resposta ao trauma
cirlrgico, a exposicdo da matriz extracelular e a reacdo ao material de
sutura utilizado, gerando o processo inflamatério normal e necessario
para a adequada sequéncia da cicatrizagcdo da parede intestinal(13, 80).
A hipotermia perioperatdria causa vasoconstriccdo termorregulatoria e
consequente reducdo da tensdo de oxigénio nos tecidos, provoca
também prejuizo na funcéo imune, reduz o recrutamento e a fungéo dos
neutréfilos e a producdo das células natural killer(48) e de anticorpos
mediados por células(47-48) , além de prejudicar a liberagcdo de
citocinas e fatores de crescimento, dificultando a progressdo do processo
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inflamatdrio e cicatricial(56). A forca ténsil da anastomose depende da
deposicdo de colageno, que necessita de hidroxilacdo de prolina e lisina,
processos que dependem de oxigénio(43).

A pressdo de ruptura da anastomose foi consistentemente
diminuida nos animais submetidos a hipotermia, nos dias 7 e 14 de pds-
operatério, caracterizando maior fragilidade da linha anastomética
guando comparada a anastomose realizada em condi¢cGes normais de
temperatura. Este fato associado a expressiva diminuicdo no teor de
hidroxiprolina no dia 14 de pds-operatério no subgrupo de hipotermia
em relagdo ao de normotermia (p< 0,0001) e a reducdo estatisticamente
significativa na deposicdo de colageno quando avaliado na histologia,
demonstra claramente que a hipotermia perioperatdria inibe a formagédo
do colageno na cicatrizacdo da anastomose, que por sua vez esta
associada a reducéo da resisténcia anastomatica a pressao intraluminal.

A hidroxiprolina ¢ um marcador bioguimico da cicatrizacdo,
representando a deposicdo do colageno cicatricial. O colageno é
importante em todas as fases de cicatrizacdo e é critico no retorno da
integridade e forca ténsil tecidual(81). Por essa razdo, o contelido de
hidroxiprolina é utilizado normalmente como um indicador para
determinar o teor de colageno, uma concentracdo elevada de
hidroxiprolina indica que o conteddo de colageno é abundante e que o
reparo da lesdo ocorreu de maneira mais rapida(72).

A cicatrizacdo requer um fino equilibrio entre os efeitos positivos
e deletérios das ROS, um grupo de moléculas extremamente potentes,
com poder limitante na velocidade e qualidade da regeneracao
tecidual(36), este equilibrio é conhecido como balanco redox. A
producdo excessiva de ROS esta associada com lesdo tecidual, gera
muitos processos patoldgicos e causa destruicdo do tecido saudavel do
estroma(36-37). ROS em excesso lesa membranas celulares por
peroxidacdo lipidica e também causa danos no DNA e nas proteinas. O
ataque de ROS ao DNA quebra sua fita e altera o processo normal de
translacéo e transcricdo, alterando expressdo génica, replicacdo do DNA
e induzindo a apoptose(38). As proteinas também podem ser alvos das
ROS, a oxidacdo de proteinas rompem receptores, prejudicam as
funcGes enzimaticas e interrompem as vias de transducgdes de sinais(37,
39). A reducdo da peroxidacéo lipidica e o aumento do GSH do tecido
de anastomose de célon, em ratos, esta relacionada ao aumento do teor
de hidroxiprolina tecidual e aumento da pressdo de ruptura da
anastomose(40), os dados obtidos neste trabalho confirmam esta
afirmacdo, quando foi demonstrado que o aumento da peroxidacdo
lipidica e a reducdo do GSH que foram detectados nos ratos
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hipotérmicos estdo relacionados a reducdo da hidroxiprolina tecidual e
da pressdo de ruptura da anastomose nas amostras destes animais. O
malonaldialdeido, um produto da peroxidacdo lipidica, tem seus niveis
aumentados em feridas com retardo de cicatrizacdo decorrente do uso de
hidrocortisona em ratos, em relagdo ao grupo ratos controle(41).

Neste estudo, foi observado que a hipotermia perioperatéria reduz
a atividade das enzimas antioxidantes nos tecidos provenientes de
anastomoses de colon, em ratos. A atividade da enzima SOD reduziu
significativamente aos 7 dias de pos-operatorio e a atividade da catalase
aos 7 e 14 dias. Os niveis de GSH estavam reduzidos significativamente
aos 7 dias de pos-operatorio. Além disto, a peroxidacdo lipidica,
determinada pelo TBARS, mostrou-se acentuada no tecido proveniente
dos animais dos grupos de hipotermia no dia 7 de pos-operatorio e 0s
niveis reduziram apenas aos 14 dias de pos-operatorio, uma fase ja
tardia da cicatrizacao.

Assim sendo, pode-se observar que a hipotermia perioperatdria
exerceu inibicdo do processo normal de detoxificacdo das ROS no sitio
de cicatrizacdo da anastomose colbnica, prejudicando, por esta via, 0
processo cicatricial.

Excessiva producdo de ROS ou detoxificacdo deficiente destas
moléculas altamente instiveis causa estresse oxidativo, e isto tem sido
identificado como um importante fator na patogénese de feridas crénicas
ndo-cicatrizadas(82).

Assim, pode-se afirmar, com este estudo, que a hipotermia
perioperatdria reduz a atividade das enzimas antioxidantes SOD e
catalase, os niveis da glutationa reduzida e aumenta a peroxidacdo
lipidica no tecido cicatricial de anastomoses coldnicas, em ratos.

Nas fases iniciais do processo inflamat6rio decorrente do trauma
cirirgico na parede do célon ocorre o pico de citocinas pro-
inflamatdrias, recrutamento celular e aumento da permeabilidade
capilar(83), dando inicio a sequencia de eventos que culmina com a
adequada cicatrizacdo da anastomose intestinal.

No presente estudo foi observado que a citocina pré-inflamatoria
IL-1 teve sua expressdo génica reduzida significativamente no subgrupo
2 de hipotermia em relagdo ao subgrupo 1, estando de acordo com a
reducdo dos parametros histoldgicos edema e infiltrado celular no
subgrupo de hipotermia em relagdo aos normotérmicos, com médias
estatisticamente inferiores, observada também no dia 3 de pds-
operatorio. A citocina pré-inflamatoria 1L-6 também apresentou um pico
aumentado no dia 3 de pds-operatdrio e foi progressivamente reduzindo
nos dias 7 e 14, porém seus niveis estavam diminuidos nos subgrupos



58

hipotérmicos nos dias 3, 7 e 14, apresentando diferenca estatisticamente
significante apenas nos dias 7 e 14. A citocina anti-inflamatoria 1L-10
mostra um padrdo de expressdo inverso as pré-inflamatdrias, com
aumento progressivo no decorrer do tempo, ainda assim os subgrupos
hipotérmicos apresentaram reducgdes significativas nos dias 7 e 14 de
pos-operatorio. Além das diferencas entre 0s grupos ressaltadas acima, é
interessante observar que o0s animais dos grupos hipotérmicos
apresentaram um achatamento das colunas nos gréaficos das citocinas,
com niveis muito baixos nas trés citocinas estudadas, demonstrando
uma inibicdo acentuada da reacdo inflamatéria por uma reduzidissima
expressdo génica de citocinas do processo inflamatério. Assim foi
observado que a hipotermia perioperatdria inibe os eventos do processo
inflamatdrio desde do seu inicio, prejudicando sua evolucdo e a
adequada cicatrizacdo das anastomoses. Por fim demonstramos também
gue a expressdo génica dos fatores de crescimento analisados VEGF,
que estimula a angiogénese e tecido de granulagdo, e IGF-1, que
estimula a proliferacdo de fibroblastos e a sintese de coladgeno(14) e
aumento da forca ténsil da anastomose(27), tiveram seus niveis
reduzidos nos subgrupos hipotérmicos em relacdo aos seus
correspondentes  normotémicos, tendo médias estatisticamente
significantes apenas para IGF-1 no dia 7 de pds-operatorio. Assim
podemos associar a reducao destes fatores de crescimento a reducéo na
deposicdo de colageno no estudo histolégico, a reducdo do teor de
hidroxiprolina e & reducéo da pressdo de ruptura da anastomose.

Neste estudo foram avaliados diversos aspectos da cicatrizagao
das anastomoses de célon e do estresse oxidativo ocorrido apés a lesdo
tecidual do procedimento cirdrgico, todos os resultados obtidos nestes
testes convergem para o fato que a hipotermia perioperatéria é deletéria
a cicatrizacdo das anastomoses de célon, com isso é possivel aventar que
resultados cirdrgicos ruins ap6s resseccdo e anastomose de célon, em
parte, estdo relacionados a hipotermia a que 0s pacientes sdo submetidos
inadvertidamente. Pode-se também, conjecturar que outros processos
cicatriciais, em cirurgias nas diversas partes do corpo humano, podem
ter sua cicatrizacdo prejudicada pela intercorréncia da hipotermia
perioperatdria. Estudos clinicos observacionais podem ser delineados
para confirmar estas afirmacdes.

Além dos diversos efeitos prejudiciais da hipotermia
perioperatéria ja referidos neste trabalho, agora vem a se somar o
prejuizo a cicatrizacdo de anastomoses de colon. Com isto torna-se
mandatdrio o uso de monitorizagdo continua da temperatura central e o
aquecimento ativo dos pacientes cirlrgicos, por métodos ja conhecidos.
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6 CONCLUSOES

6.1 CONCLUSAO GERAL

Neste estudo, foram obtidos resultados dos diversos parametros
analisados que permitem concluir que a hipotermia perioperatoria (£ 32°
C) inibe o processo inflamatério e a cicatrizagdo das anastomoses
colonicas em ratos, sendo portanto prejudicial & cicatrizagdo das

mesmas.

6.2 CONCLUSOES ESPECIFICAS

A pressdo de ruptura da anastomose col6nica foi menor
nos animais submetidos a hipotermia perioperatoéria.

O teor de hidroxiprolina no tecido cicatricial da anastomose

colénica foi menor nos animais submetidos a hipotermia

perioperatoria.

A avaliacdo histolégica das amostras teciduais das

anastomoses demonstrou redugdo do edema, do infiltrado

inflamatdrio e da deposicdo de coldgeno nos subgrupos
hipotérmicos.

A liberacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) foi

maior nos animais submetidos a hipotermia perioperatoria,

conforme a atividade das enzimas anti-oxidantes SOD e

CAT, além do GSH e TBARS.

A avaliac@o das citocinas e fatores de crescimento por PCR-

RT mostraram diferengas significativas entre 0s grupos de

animais submetidos a hipotermia e aqueles mantidos em

normotermia, conforme:

a. A quantificacdo relativa de IL1 foi menor nos subgrupos
de hipotermia.

b. A quantificacdo relativa de IL6 foi menor nos subgrupos
de hipotermia.

c. A quantificacdo relativa de IL10 foi menor nos
subgrupos de hipotermia.

d. A quantificacdo relativa de VEGF foi menor nos
subgrupos de hipotermia, porém sem significancia
estatistica.

e. A quantificacdo relativa de IGF-1 foi menor nos
subgrupos de hipotermia.
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ANEXO A — RESULTADO DE SOLICITAGAO DE PROTOCOLO

Protocolo

PP00461

Titulo

EFEITOS DA HIPOTERMIA PER-OPERATORIA NAS
ANASTOMOSES DE COLON, EM RATOS. AVALIACAO
MECANICA, CELULAR E BIOQUIMICA

Data de Entrada

24/05/2010

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
10/09/2010

Consideracdes

Oficio n° 164/CEUA/PRPE/2010

Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais-CEUA
Ao(a): Prof(a) Dr(a) Jodo Carlos Costa de Oliveira, Departamento de
Cirurgia— CCS

Prezado(a) Professor(a),
Em relagéo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA
deliberou o seguinte:

- APROVADO ad referendum, por trés ano(s), para a utilizacéo de
cinquenta e oito ratos (Rattus Norvegicus).

Procedéncia do animal: Biotério Central.

- Processo cadastrado sob o nimero: 23080.019985/2010-80

Por ocasido do término desg,e protocolo, DEVERA SER
APRESENTADO RELATORIO detalhado relacionando o uso de
animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos, conforme

formulario ON LINE CEUA.

Atenciosamente,
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Relatério Final previsto para (90 dias ap6s término da vigéncia do
protocolo ou no momento da apresentacdo de um novo protocolo)
Data 10/12/2013

Data 10/09/2010

Parecer(es):

L) _~
( "/\‘1 O,()L,'\ A
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE
PRESIDENTE
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