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RESUMO

Objetivou-se comparar a resposta inflamatéria e o
perfil oxidativo da técnica de ovariossalpingohisterectomia (OSH)
convencional com duas técnicas de Cirurgia Endoscopica por
Orificios Naturais (NOTES). Foram utilizados 15 fémeas, alocadas
em trés grupos de cinco animais. No primeiro grupo, a OSH foi
realizada por celiotomia convencional, no segundo, por NOTES
total e, no terceiro, por NOTES hibrida. Foram realizadas as
coletas sanguineas antes do procedimento cirurgico (basal), 3, 6,
12, 24, 48 e 72h pos-operatdrias. A atividade da catalase manteve-
se alta nos trés grupos estudados, entretanto a peroxidagéo
lipidica, medida pelos niveis dos produtos de reagdo com o acido
tiobarbiturico (TBARS), ocorreu mais acentuadamente no grupo
convencional e foi quase que imperceptivel no grupo de NOTES
total. Nos trés grupos estudados, ocorreu elevacao na atividade
da butirilcolinesterase e acetilcolinesterases, bem como aumento
leucocitario neutrofilico nas primeiras horas pos-cirurgicas.
Conclui-se que a inflamagéo sistémica acontece de forma similar
nas trés técnicas operatorias, com ressalva para as realizadas por
NOTES total que mantiveram as mais baixas taxas oxidativas.
Palavras-chave: butirilcolinesterase, acetilcolinesterase,
peroxidacao lipidica, enzimas antioxidantes,
cirurgia sem cicatriz.

ABSTRACT

This study aimed at comparing the inflammatory
response and the oxydative profile of the conventional
ovarysalpingohysterectomy (OSH) technique to Totally Natural
Orifice Transluminal Endoscopic Surgery (NOTES) and Hybrid
NOTES. Group of fifteen female dogs was used for each technique.
Blood samples were taken before the surgical procedure (basal)
and 3, 6, 12, 24, 48 and 72h postoperative. The catalase activity

was increased in the three studied groups. Nevertheless, lipid
peroxidation, measured by TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances) levels, was higher in the conventional group and almost
indistinguishable in the total NOTES group. In the three analyzed
groups, both butyrylcholinesterase and acetylcholinesterase
activities were increased as well as the neutrophil counts during
the first post-surgical hours. It is possible to conclude that systemic
inflammation occurs in a similar way in the three operative
techniques; however, total NOTES technique presents lower levels
of cellular oxidative damage, particularly if compared to the
conventional approach.

Key words: butyrylcholinesterase, acetylcholinesterase, lipid
peroxidation, antioxidant enzymes, scarless surgery.

INTRODUCAO

A videolaparoscopia veio substituir as
grandes incisdes cirlirgicas, apresentando vantagens em
relagdo a cirurgia aberta, como diminui¢do no tempo
de internacdo hospitalar, menor dor pos-operatoria e
rapido retorno as atividades usuais. Nesse sentido, a
busca por procedimentos ainda menos invasivos, aliada
aos avangos da cirurgia laparoscopica ¢ endoscopica,
culminaram na Cirurgia Endoscopica Transluminal
por Orificios Naturais - NOTES (MOTTIN et al.,
2007). Com essa modalidade, os cirurgides acessam
a cavidade abdominal por meio de orificios naturais,
como boca, anus e vagina, sem envolver incisdes
abdominais (BARON, 2007).
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Segundo BAYSAL et al. (2009), o trauma
cirurgico esta associado com o aumento na produgao de
oxidantes e diminui¢ao dos mecanismos antioxidantes.
Assim, existe a possibilidade de que procedimentos
abertos estejam envolvidos com maior produgdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), em virtude das
grandes incisdes, manipulacdo intestinal e ativagdo de
células inflamatorias (SOUZA et al., 2003). Por outro
lado, o pneumoperitdnio, instituido nos procedimentos
laparoscopicos, ocasiona redu¢do na perfusdo
intestinal e na microcirculacdo hepatica. Ao passo
que a posterior desinsuflagdo, reduz a pressao intra-
abdominal, aumentando a reperfusdo esplancnica,
representando um modelo de isquemia-reperfusao,
fato conhecido como a principal causa de producgdo
de radicais livres no transoperatorio (BAYSAL et al.,
2009). Ainda que esse modelo tenha sido estabelecido,
nao se tem conhecimento da producdo dessas EROs
no periodo poés-operatdrio, tampouco sua comparagao
com os procedimentos abertos.

Uma nova propriedade da acetilciolinesterase
(AChE) e butirilcolinesterase (BChE) foi identificada
como marcadores inflamatoérios de baixo grau (DAS,
2007). Varios estudos tém demonstrado que aacetilcolina
(ACh), o principal neurotransmissor do vago, tem
importante acao supressora inflamatoria. No entanto, a
ACh, bem como outros ésteres de colina sdo rapidamente
hidrolisados pela AChE ¢ BChE (MESULAM et al.,
2002). Um aumento nas atividades das enzimas AChE
e BChE poderia levar adiminui¢do nos niveis de ACh,
reduzindo seus efeitos anti-inflamatorios, devido a
auséncia do controle de feedback negativo exercido pela
ACh. Dessa forma, considerando o efeito inflamatério
supressor da ACh, ¢ aceitavel que as atividades das
enzimas AChE e BChE sejam reguladoras intrinsecas da
inflamagdo (DAS, 2007). Sendo assim, este estudo teve
como objetivo investigar os marcadores inflamatorios
(AChE e BChE) e indicadores de estresse oxidativo em
cadelas submetidas a OSH aberta, por NOTES hibrida e
NOTES total, buscando determinar a técnica que resulta
em menores alteracdes inflamatorias e oxidativas.

MATERIAL E METODOS

Para o experimento, utilizaram-se 15
cadelas, adultas, sem raca definida, sendo alocadas
em trés grupos, de acordo com a técnica operatoria
aplicada. No primeiro grupo, a OSH foi efetuada
por celiotomia retro-umbilical (GC) e, no segundo
grupo, pela técnica transvaginal por NOTES hibrida
(GNH). Para tanto, promoveu-se a pun¢do da parede
vaginal, junto a cérvix, para a instrumentagdo
cirargica. Esse acesso foi guiado por artroscdpio de

2,7mm, introduzido imediatamente caudal a cicatriz
umbilical. Os vasos ovarianos foram ocluidos por
eletrocauterizacdo bipolar via vaginal, enquanto os
uterinos e o corpo do utero foram ligados por técnica
convencional apds a exteriorizacdo dos cornos
uterinos e ovarios pela ferida vaginal. No terceiro
grupo (GNT), aplicou-se a técnica de NOTES
total, cuja sequéncia se assemelha em partes com a
descrita para o grupo NOTES hibrida, contudo toda
a instrumentalizagdo e visualizacdo da cavidade
foram obtidas através da vagina, sem quaisquer
puncdes para o posicionamento de portais através
da musculatura abdominal. Para isso, foi necessario
tracionar e incisar a mucosa do fundo vaginal,
permitindo a introducao da optica rigida com canal de
trabalho. Como medicagdo pos-operatdria, utilizou-
se tramadol (4mg kg'!, SC, TID) seis horas apds a
aplicacdo da medicacao pré-anestésica, seguindo-se a
cada 8 horas até¢ as 72h do pos-operatdrio.

Em todos os animais, foram realizadas
coletas de sangue da veia jugular externa, nos seguintes
momentos: pré-operatorio, 3, 6, 12, 24, 48 ¢ 72h pos-
operatdria. As amostras de sangue para hematologia
foram armazenadas em tubos contendo acidoetileno-
diaminotetraacético (EDTA). Para as analises da
atividade da butirilcolinesterase sérica (BChE) e dos
niveis de peroxidacdo lipidica através das substancias
reativas ao dacido tiobarbitirico (TBARS), 3mL
de sangue foram acondicionados em tubos sem
anticoagulante, obtendo-se o soro por centrifugacao.
Para a determinagdoda atividade da acetilcolinesterase
(AChE), foi utilizado sangue total com EDTA e este
foi hemolisado em 0,1mmol L'de tampao fosfato de
sodio, pH 7,4,contendo 0,03% de Triton X-100, 1:100
(v/v). A atividade de catalase (CAT) foi determinada
utilizando sangue total (1,5mL) em tubos com citrato
de sodio e diluida (1:10) em NaCl 0,9%. As amostras
para ensaio enzimatico foram congeladas a -20°Caté o
momento da analise.

O ensaio de AchE enzimatica no sangue
total foi determinado pelo método de ELLMAN et
al. (1961), modificado por WOREK et al.(1999). O
sistema de incubagdo foi composto de tampdo de
fosfato de sodio 0,1mol L'P174¢ o 4¢ido 5,5’-Ditiobis-
2-nitrobenzoico (DTNB) 10mmol L, acetiltiocolina
(ATC) 0.83mmol e adicionado hemolisado de sangue.
O aumento da absorvancia foi registrada durante
2min a 436nm.Os resultados foram expressos como
mUpmolde Hb™

A atividade da BchE do soro foi
determinada pelo método de ELLMAN et al. (1961).
O sistema de tampao de fosfato de potassio 0,1mol
L', pH7,4, DTNB 0,30mmolL"! e 50uL de plasma
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foi incubado durante 2min a 30°C e a reagdo foi
iniciada pela adicdo do substrato butiriltiocolina
na concentragdo de Immol. A leitura foi realizada
pelo método de espectrofotometria de 2min a
412nm. A atividade enzimatica foi expressa
em pumolBcSChh! m&-lde proteina. A peroxidagdo
lipidica foi medida no soro pelos niveis de TBARS,
como descrito por JENTZSCH et al. (1996). Obteve-
se os resultados por meio de espectrofotometria a
535nm e expressa como nanomoles de malondialdeido
por mililitro de soro (nmol MDAmL-1desoro).

A determinacdo da atividade de CAT foi
realizada pelo método modificado de NELSON &
KIESOW (1972). Este ensaio envolveu a mudanca
de absorvancia a 240nm devido a decomposi¢do
CAT dependente de perdxido de hidrogénio. Uma
aliquota (0,02mL) de sangue (diluidol:10 comNaCl
0,9%) foi homogeneizado em 0,910mL de tampao de
fosfato de potassio 50mM, pH 7,0. A determinagdo
espectrofotométrica foi iniciada pela adigdo de 0,07ml
de peroxido de hidrogénio(H,0,) 0,3mol L. A alteragao
na absorvanciaa 240nm foi medida durante 2min.A
atividade de CAT foi calculada utilizando o coeficiente
de extin¢do molar (0,0436¢cm? umol™!) e os resultados
foram expressos como nmol de CAT por min por mg
de proteina. As proteinas dos ensaios enzimaticos
foram mensuradas pelo método de BRADFORD
(1976), utilizando a albumina bovina como padrdo.
Para a analise estatistica, utilizou-se ANOVA de uma
via com posterior teste de Duncan, sendo as diferencas
consideradas significativas quando P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para prevenir o dano oxidativo, o
organismo dispde de defesas enzimaticas como
a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GPx), consideradas a
primeira linha de defesa do organismo as EROs
(FINKEL & HOLBROOK, 2000). No entanto, em
caso de produgdo excessiva dessas espécies reativas,
como ocorre nas cirurgias, as defesas antioxidantes
podem ser insuficientes em remover as EROs, evento
conhecido como estresse oxidativo, iniciando assim
o processo de peroxidacdo lipidica que pode ser
danoso ao paciente (MURUGAN & PARI, 2007).
Essa peroxidacdo ¢ geralmente avaliada através
de TBARS, que identifica o nivel malondialdeido
(MDA) presente na amostra.

Em relacdo a atividade da CAT do grupo
da cirurgia convencional, foi observado um aumento
significativo na sua atividade nas primeiras 3h pos-
operatorias (6,55+1,76nmol mg'! de proteina), com

ascensdo continua, até atingir seu pico maximo
(Figura 1A) nas 6h pds-operatorias (9,67+1,55nmol
mg! de proteina). Esse fato demonstra a ativago
de defesas antioxidantes enzimaticas, com o intuito
de prevenir os danos oxidativos as membranas
celulares, causados pelo trauma cirargico (FINKEL
& HOLBROOK, 2000). Percebe-se, entretanto, que,
nas 72h pos-operatérias (Figura 1A), a atividade da
CAT, nesse grupo (2,63+0,89nmol mg' de proteina),
encontra-se em niveis inferiores ao pré-operatdrio
(3,76+1,29nmol mg' de proteina), sugerindo
que o processo inflamatorio causado pelo trauma
cirargico tenha sido de tamanha intensidade que
possa ter ocasionado a exaustdo dessa enzima. Isso
¢ corroborado pelas observagdes de MURUGAN &
PARI (2007), os quais constataram que a reducao da
atividade das enzimas antioxidantes, como a catalase,
pode ocorrer devido a sua excessiva utilizacdo
na remocdo dos radicais livres, conduzindo ao
esgotamento enzimatico.

Nesse mesmo grupo, analisando a
evolugdo dos niveis de TBARS no pds-operatorio,
verificou-se aumento significativo apenas nas 72h
pés-operatorias  (25,84+3,11lnmol MDAmL™'), ou
seja, no mesmo tempo em que coincide o possivel
esgotamento da enzima antioxidante (Figura 1B). Isso
sugere a hipdtesede que este sistema natural de defesa
enzimatica foi insuficiente no controle do estresse
oxidativo nesse grupo, ocorrendo peroxidacdo
lipidica, que provoca degradacdo da membrana e
morte celular, tais como descreveram MURUGAN &
PARI (2007) e RAHIMI et al. (2005). Vale salientar
que, conforme verificado na figura 1, os niveis de
TBARS foram mais elevados nos grupos que foram
submetidos a cirurgia convencional com relacdo
aos demais, sugerindo que tal procedimento esteja
envolvido com danos oxidativos mais acentuados.

No que se refere a atividade da CAT do
grupo NOTES total, nas primeiras 3h pds-operatorias
ocorreu aumento significativo na atividade enzimatica
(7,34+0,93nmol mg' de proteina), com posterior
reducdo significativa nas 12h (2,98+0,30nmol mg
de proteina) e nas 72h pds-operatorias (Figura
1C). Dessa forma, pode-se dizer que nesse grupo
o sistema antioxidante foi eficaz para sequestrar os
radicais livres gerados, uma vez que os niveis de
TBARS reduziram significantemente nas 6h pos-
operatorias  (12,27+1,04nmol MDAmL"'), e foi
aumentado apenas as 72 horas, momento em que os
niveis foram equivalentes aos encontrados no pré-
operatorio (15,55+1,78nmol MDAmL™) (Figura 1D).
Assim, ressalta-se que o aumento compensatorio
na enzima antioxidante desse grupo foi benéfico,
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Figura 1 - Parametros de estresse oxidativo de cdes submetidos a OSH convencional, por NOTES total e por
NOTES hibrida. A) atividade da catalase sanguinea do grupo convencional; B) TBARS sérica do
grupo convencional; C) atividade da catalase sanguinea do grupo NOTES total; D) TBARS sérica
do grupo NOTES total; E) atividade da catalase sanguinea do grupo NOTES hibrida; F) TBARS
sérica do grupo NOTES hibrida. Grupos com letras diferentes foram estatisticamente diferentes
(P<0.05; n=5). ANOVA — Teste de Duncan. OSH (ovariossalpingohisterectomia); CAT (catalase);
TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico).
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como evidenciado pelos baixos niveis de TBARS
observados, o que leva a menores danos celulares no
decorrer do pos operatério (TURK et al., 2002).

Por outro lado, no grupo NOTES
hibrida, apesar de ndo ser encontrada uma elevagio
significativa da atividade da catalase na evolugdo
pos-operatoria, ocorreram alteragdes dignas de nota.
Ao contrario dos demais grupos, houve redugdo
significativa na atividade da catalase, iniciando nas
primeiras 3h (5,82+0,53nmol mg! de proteina) e
continuando nesse mesmo sentido até as 12h pos-

operatorias (2,64+1,32nmol mg™' de proteina) (Figura
1E). Contudo, os danos na membrana plasmatica
aconteceram mais acentuadamente nas 12h
(19,68+2,42nmol MDAmL™') e 72h pods-operatorias
(16,38+1,96nmol MDAmL™"), conforme dados de
TBARS (Figura 1F). Esses aumentos foram mais
salientes que no grupo de NOTES total, mas nao
mais do que no grupo convencional. Isso sugere que
o procedimento proposto de NOTES total resulta em
danos oxidativos, como todo ato cirurgico, mas que,
aparentemente, paracem ser de menor intensidade
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do que os grupos operados por NOTES hibrida e
por cirurgia convencional. Acredita-se que o motivo
possa estar na associacao do minimo trauma tecidual
ao reduzido tempo operatério (GNT: 30,42+7,6 Imin;
GC: 29,28+6,47min; GNH: 74,28+34,2 Imin).

No que dizrespeito a avaliagdo inflamatdria
obtida pelas dosagens de AChE sanguineas,
percebeu-se que, no grupo convencional, houve
aumento significativo apenas nas 72h pds-operatorias
(53,24+2,10mUpmolde Hb™'), demonstrando reagdo
inflamatéria mais tardia (Figura 2A). O aumento
na atividade da AChE provavelmente ocorre para
compensar a ativacdo da via colinérgica anti-
inflamatoria, onde citocinas liberadas no local da
infeccdo estimulam o nucleo dorso-motor através

do nervo vago aferente. O nucleo dorso motor,
juntamente com outras estruturas centrais, ativam os
neurdnios vagais eferentes, promovendo a liberagdo
periférica de ACh. A ACh se liga aos receptores
nicotinicos alfa7, presentes nas células do sistema
imune, reduzindo e bloqueando o fator nuclear kappa
B, inibindo assim a transcri¢do génica das citocinas
pré inflamatoérias (DAS, 2007). Assim, com aumento
da AChE, ocorre diminui¢do da ACh, promovendo a
resposta inflamatoria nesta fase.

No entanto, no grupo de NOTES total,
0 aumento enzimdatico ja ocorreu nas primeiras
6h (54,47+£2,50mUpmolde Hb'), com posterior
reducdo significativa nas 24h pods-operatorias
(42,68+1,88mUpmolde Hb ) (Figura2C). Esteachado
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estd de acordo com DAS (2007), o qual afirma que a
mensura¢do da AChE e BChE pode ser considerada
como método confidvel de avaliagdo da inflamacao
precoce. Em adi¢@o, analisando-se os dados da AChE
no grupo de NOTES hibrida, também percebeu-
se a ocorréncia de inflamacdo precoce, devido ao
aumento na atividade da AChE nas primeiras 3h pos-
operatorias. Esses niveis normalizaram as 6h pos-
operatorias, entretanto, apos 12h do procedimento
cirurgico, os valores aumentaram significativamente,
assim como nas 72h poés-operatorias (Figura 2E).
O aumento na atividade da AChE em ambos os
grupos NOTES ja eram esperados, uma vez que
a producdo de pneumoperitonio transoperatdrio
estimula alteragdes inflamatorias. Tal situacao
foi descrita por FREEMAN et al. (2010) quando
compararam a dor e estresse pds-operatorio de cdes
submetidos a ooferectomia aberta, laparoscdpica e
por NOTES transgastrica, com endoscopio flexivel,
e concluiram que, embora o procedimento por
NOTES tenha evidenciado menores escores de dor,
esse grupo demonstrou maior dano tecidual, quando
comparado com os animais submetidos a técnica
aberta, provavelmente devido ao pneumoperitonio
com pressdes intrabdominais mais altas e ao longo
tempo cirargico associado a técnica proposta.

Poroutrolado,analisando os valores obtidos
daatividade da BChE, percebe-se que, apesar da AChE
ter aumentado apenas nas 72h do pds-operatério
no grupo da cirurgia convencional, verificou-se
que a inflamacdo também ocorreu precocemente
nesse grupo, devido ao aumento significativo da
BChE. Esse aumento ocorreu nas primeiras 3h pos-
operatorias (8,45+1,25umolBcSChh ! ¢! de proteina),
com diminuicao até os niveis fisiolégicos apds 24h do
procedimento cirtrgico (6,78+0,65umolBcSChh ! m¢!de
proteina) (Figura 2B). Esses dados se confrontam,
de certa forma, com os da literatura, haja vista que
SILVER (1974) afirma que a BChE ¢ menos eficiente
na hidrolise da ACh em baixas concentragdes, mas
altamente eficiente nas altas concentracdes. Tal
situa¢do também ¢ corroborada por LI et al. (2000),
os quais relataram que a atividade da BChE aumenta e
ocupa o lugar da AChE na degradacao da acetilcolina,
quando a AChE ¢ inibida.

O aumento significativo da BChE também
ocorreu no grupo de NOTES total nas primeiras 3h
(8,29+0,93umolBcSChh m#lde proteina), vindo a
reduzir significativamente nas 12h pos-operatorias
(6,52+0,27umolBcSChh'! ™'de proteina), mas nio
retornandoaosvaloresbasais(3,88+1,26 umolBcSChh'!
mg-1de proteina) até 72h pos-operatorias (Figura
2D). Esse mesmo perfil enzimatico ocorreu no grupo

de NOTES hibrida, que se elevou significativamente
nas 3h pos-operatérias (7,08+0,86molBcSChh! ™¢!de
proteina), tendendo a reduzir nas 12h, mas nio atingindo
os valores basais (4,7440,82umolBcSChh'! ™¢'de
proteina), os quais foram alcangados apenas nas 24h
pos-operatorias (Figura 2F).

Destaca-se que a presenca de inflamacao
nos trés grupos testados também foi comprovada
pelos dados obtidos nos hemogramas, quando
ficou evidente a resposta leucocitaria neutrofilica
aumentada (P<0,05), caracterizando processo
inflamatério agudo. Tal aumento se deu nas primeiras
3h no grupo convencional (13.320+£260 mm™) em
relacdo aos valores basais (10.320+1520mm™), sendo
observado um aumento progressivo até 12h pos-
operatorias (19.992+1320mm™). Porém, nos grupos
NOTES hibrida e da NOTES total, elevou-se apenas
a partir das primeiras 6h (GNT: 15.810+960mm™; GNH:
16.900+1290mm) em relagdo aos valores iniciais (GNT:
12.900+1430mm>; GNH: 13.740+980mm™). Norteado
pela avaliagdo dos biomarcadores inflamatorios,
conclui-se que todas as técnicas cirtirgicas testadas
associam-se com elevado grau inflamatorio,
justificando o uso de anti-inflamatérios por, no
minimo, até 72h pds-operatorias.

CONCLUSAO

Conclui-se que, as trés técnicas
experimentais testadas conduzem a inflamacao
sistémica, contudo, a técnica de NOTES total
demonstra menores danos celulares, especialmente se
comparados com a técnica convencional.
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