Artigo Original

Efeitos da bromoprida na cicatrizacdo de anastomoses no célon

esquerdo de ratos

Effects of bromopride on the healing of left colon anastomoses of rats

Sitvana MARQUES E Sitva'; VANIA MAaRiA Morats FERREIRAZ; FaBIANA PiIrANI CARNEIRO?; OMAR FEres?; Pauto GONCALVES DE OLIVERA,

TCBC-DF?; JoAo BaTista DE Sousa, TCBC-DF?

RESUMDPO

Objetivo: Avaliar os efeitos da bromoprida sobre a formacdo de aderéncias e a cicatrizacdo de anastomoses de colon esquerdo de
ratos. Métodos: Foram incluidos 40 ratos, divididos em dois grupos contendo 20 animais, para administracdo de bromoprida (grupo
de estudo- E) ou solucéo fisiologica (grupo controle- C). Cada grupo foi dividido em subgrupos contendo 10 animais cada, para
eutanasia no terceiro (E3 e C3) ou no sétimo dia (E7 e C7) de pos-operatério. Os ratos foram submetidos a seccao do colon esquerdo
e anastomose término-terminal. No dia da relaparotomia, foi avaliada a quantidade total de aderéncias e removido um segmento
colénico contendo a anastomose para analise histopatologica, da forca de ruptura e da concentracao de hidroxiprolina. Resulta-
dos: Nao houve diferenca entre os grupos em relacdo a evolucéo clinica. Dois animais do grupo de estudo apresentaram deiscéncia
de anastomose bloqueada. Os animais que receberam bromoprida apresentaram numero de aderéncias intracavitarias e aderéncias
a anastomose semelhantes ao grupo controle. As anastomoses dos animais do grupo E3 apresentaram menor resisténcia de ruptura
do que as do grupo C3 (p=0,04). Este efeito ndo ocorreu no sétimo dia de pds-operatério (p=0,37). Ndo houve diferenca significativa
entre os grupos em relacdo a histopatologia ou concentracdo de hidroxiprolina das anastomoses. Conclusao: O uso da bromoprida

estd associado a diminuicao da resisténcia ténsil de anastomoses do célon esquerdo de ratos no terceiro dia de pds-operatorio.

Descritores: Anastomose cirdrgica. Colo. Motilidade gastrointestinal. Aderéncias teciduais. Ratos.

INTRODUCAO

deiscéncia de anastomose é uma complicacdo poten-
cial da cirurgia colorretal e tem incidéncia variavel,
podendo ocorrer em até 1,8 a 12% dos casos'. Esta asso-
ciada ao aumento da morbimortalidade, da estada hospi-
talar e dos custos totais do tratamento?. Mdltiplos fatores
locais e sistémicos alteram o processo de cicatrizacdo de
anastomoses em suas diversas fases®, dentre eles, pode-
mos citar o suprimento sanguineo, a oxigenacao, a tensao
na linha de anastomose, a técnica e o material cirirgico, a
magnitude da inflamacao, a idade e o estado nutricional
do paciente, a utilizacdo de drogas e a infeccao
intraperintoneal®.
As aderéncias sdo consequéncia do proces-
so normal de cicatrizacao®*. Apds qualquer trauma a
superficie peritoneal, células mesoteliais cobrem o
tecido conectivo contendo vasos sanguineos,
colageno, linfocitos, fibroblastos, macréfagos, célu-
las plasmaticas e mastécitos*. Quase todos os pacien-

tes desenvolvem aderéncias, apés uma laparotomia,
com penetracao da cavidade peritoneal. Elas podem
ser formadas entre quaisquer 6rgaos, porém as ade-
réncias entre o omento e a ferida operatoria sdo as
mais comuns.

Considerando as semelhancas fisioldgicas entre
0 processo de cicatrizacdo de anastomoses intestinais e a
formacao de aderéncias, infere-se que agentes que afe-
tem a formacao de aderéncias devam também modular o
processo de cicatrizacao.

A formacao de aderéncias mostrou efeito bené-
fico durante o periodo critico de cicatrizacdo das
anastomoses. Este efeito talvez seja explicado pela capa-
cidade destas aderéncias, principalmente as do omento,
em suprir oxigénio e nutrientes para a area sob reparacao
por embebimento ou como resultado do desenvolvimento
de conexdes vasculares microscépicas®. Foi descrito um
aumento do risco de deiscéncia de anastomose com a pre-
vencao de formacao de aderéncias por derivados do acido
hialurénico®.
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Segundo alguns autores, o estimulo da motilidade
gastrointestinal por meio da administracdo de procinéticos
promove a reducao do nimero e a modificacdo do tipo de
aderéncias’. Estes agentes sdo frequentemente usados no
periodo pds-operatorio recente para auxiliar o esvaziamento
gastrico e agilizar a resolucdo do ileo paralitico.

A bromoprida (4-amino-5-bromo-N-[2-
(dietilamino)-etil]-2-metoxy benzamida) é um agente
procinético que apresenta acdo antiemética e estimulante
a motilidade do trato gastrointestinal®, sendo utilizada no
tratamento do ileo paralitico e no controle dos vémitos no
periodo pds-operatorio.

Nao ha relatos sobre o efeito da bromoprida so-
bre a cicatrizacdo das anastomoses colicas. A determina-
cao de fatores prejudiciais a cicatrizacdo assume grande
relevancia clinica, uma vez que pode contribuir para a di-
minuicdo dos riscos de deiscéncias e, por consequéncia,
da morbimortalidade associada a estas operacoes.

O presente estudo foi realizado com o objetivo
de avaliar os efeitos da bromoprida sobre o processo de
formacao de aderéncias e a cicatrizacdo de anastomoses
de colon esquerdo de ratos.

METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Cirur-
gia Experimental da Area de Clinica Cirdrgica da Faculda-

de de Medicina da Universidade de Brasilia — UNB. O pro-
jeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de
Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biolé-
gicas da Universidade de Brasilia (UnBDOC n°® 67336/2009),
e seguiu as recomendacdes do Colégio Brasileiro de Expe-
rimentacao Animal (COBEA).

Foram incluidos 40 ratos, Rattus norvergicus, li-
nhagem Wistar, machos e sadios, com idade entre 90 e
120 dias de vida e peso corporal entre 371 e 592g. Duran-
te o periodo pré-operatério, eles foram mantidos por duas
semanas confinados em gaiolas com cinco animais cada,
em regime de 12 horas de luz artificial e 12 horas de escu-
riddo. Receberam dieta padrdo e dgua a vontade. Nao
houve jejum pré-operatorio.

Os ratos foram distribuidos por meio de
randomizagao em blocos em dois grupos contendo 20 ani-
mais cada, para administracdo, no periodo pé-operatorio,
de bromoprida (grupo de estudo — E) ou solucao fisiolégica
(grupo controle — C). Posteriormente, foi realizada nova
randomizacdo em blocos em subgrupos contendo 10 ani-
mais cada, para eutanasia no terceiro ou no sétimo dia de
pos-operatorio (Figura 1).

A anestesia geral foi realizada com cloridrato de
xilasina 10mg/Kg e cloridrato de cetamina 75mg/Kg por
via intramuscular. Todos os procedimentos operatérios fo-
ram realizados pelo mesmo cirurgido. A laparotomia me-
diana com 4cm de extensao foi iniciada a Tcm acima da
genitalia externa dos animais. Procedeu-se, entdo. a expo-

Grupo E3

eutanasia no 3° dia de pos
operatdrio(n=10)

Grupo de Estudo
{bromoprida)

n=20

40 ratos

Grupo E7

eutanasia no 7° dia de pas
operatorio

(n=10)

Grupo C3

eutanasia no 3° dia de pos
operatorio(n=10)

Grupo Controle

Grupo C7

{solucao fisiologica) n=20

Figura 1 -  Alocacao dos animais em grupos.

eutanasia no 7° dia de pos
operatorio

(n=10)
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sicao do célon distal, seccdo de um segmento de 0,5cm do
colon esquerdo, a cerca de 2,5 a 3,5cm acima da reflexao
peritoneal e anastomose término-terminal do segmento,
em plano Unico transmural, com pontos continuos de fio
de polipropileno 6.0 com agulha cilindrica. A sintese da
parede abdominal foi realizada em dois planos de pontos
continuos de seda 3.0.

Apds o procedimento, a bromoprida foi adminis-
trada aos grupos correspondentes na dose diaria de 1Tmg/
100g de peso, por via subcutanea, de 12 em 12 horas, até
o dia da eutanasia. Os animais do grupo controle recebe-
ram volumes idénticos de solucao salina a 0,9%, também
de 12 em 12 horas, pela mesma via de aplicacéo.

No periodo pés-operatério foram avaliados pa-
droes clinicos de apatia, ericamento de pelos, diarreia,
distensao abdominal, e complicacdes da ferida operatéria
como hematomas e sinais de infeccao do sitio cirtrgico.

A reoperacao foi realizada no dia determinado
pelo sorteio para cada subgrupo. Apds a exposicao da ca-
vidade abdominal, foi pesquisada a presenca de sinais de
peritonite, abscesso ou deiscéncia de anastomose. A quan-
tidade total de aderéncia intra-abdominais foi avaliada pelo
Escore de Nair’: O - auséncia de aderéncias; 1 - presenca
de 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 - pre-
senca de mais de duas bandas entre visceras ou entre
visceras e a parede abdominal, ou todo o intestino forman-
do uma massa nao aderida a parede abdominal; 4 - pre-
senca de viscera diretamente aderida a parede abdomi-
nal, ndo importando o nimero ou extensao das bandas.

Um segmento coldnico de 4cm de comprimento,
contendo a anastomose na sua porcao central, foi removido
em conjunto com as estruturas a ele aderidas. Apos este
procedimento, foi avaliado o tipo de estrutura aderente a
anastomose. A quantidade destas aderéncias foi graduada
de acordo com a proporcao da anastomose coberta por elas.

A peca foi aberta pela borda antimesentérica e
dividida em trés segmentos longitudinais. O segmento cen-
tral foi encaminhado para analise da resisténcia ténsil por
meio de um aparelho de ensaio digital denominado Versa
Test (Mecmesin Versa Test, United Kingdom) acoplado a
um dinamoémetro digital AGF (Mecmesin Versa Test, United
Kingdom). O fragmento retangular de tecido foi fixado
nas suas duas extremidades pela pinca superior do
dinamémetro e a pinca inferior do Versa Test, com a re-
gido anastomética equidistante e paralela as pingas'™. A
velocidade utilizada durante o teste foi de 30mm/min. O
valor de ruptura foi expresso em Newtons (N).

O segmento lateral direito foi encaminhado para
analise histopatoldgica. As pecas fixadas em formol foram
processadas e coradas pelo método hematoxilina-eosina.
Um patologista experiente e que desconhecia de que gru-
pos de animais provinham as pecas as analisou por
microscopia 6tica. Foram avaliados os seguintes parametros:
congestao, edema, hemorragia, ulceracdo, necrose,

infiltrado mononuclear e polimorfonuclear, neoformacao
vascular, granulacao, fibrose e fibroblastos (quantidade,
disposicado e maturacao). Cada um destes parametros foi
graduado em ausente (-), leve (+), moderado (++), marcante
(+44), intenso (++++).

O segmento lateral esquerdo foi utilizado para
dosagem da concentracao de hidroxiprolina de acordo com
a técnica de Stegemann e Stalder, modificada por
Medugorac''2.

Para a analise estatistica foi utilizado o progra-
ma SPSS®. O Teste T de Student foi utilizado para analise
do peso pré e pds-operatdrio, resisténcia ténsil e concen-
tracdo de hidroxiprolina. A avaliacdo dos parametros clini-
cos, da quantidade de aderéncias e da andlise histologica
foi realizada por meio do Teste Exato de Fisher. Foi consi-
derado significativo um valor de p<0,05.

RESULTADOS

Nao houve diferenca entre os grupos em rela-
¢a0 ao peso pré e pés-operatédrio. Os animais do grupo E3
apresentaram discreto aumento do peso no periodo pés-
operatorio quando comparado ao periodo pré-operatorio.
Os demais grupos (E7, C3 e C7) apresentaram diminuicao
do peso apds procedimento cirdrgico (Figuras 2 e 3).

A evolucao clinica dos animais foi semelhante
nos dois grupos avaliados em relacao aos parametros apa-
tia, ericamento de pelos e diarreia. Nenhum animal apre-
sentou distensdo abdominal, hematoma ou infeccdo de
sitio cirdrgico. Nao houve ébitos em nenhum dos grupos.

Nenhum animal apresentou sinais de peritonite a
avaliacao da cavidade abdominal realizada na reintervencéo
cirtrgica, porém um animal do grupo E3 apresentou absces-
so intracavitario. Um animal do grupo E3 e um do grupo E7
apresentaram deiscéncia de anastomose blogueada pelos
orgaos adjacentes, notada somente apos a abertura da peca

] Peso pré-operatorio
s - [ Peso pos-operatorio

k0=

o

T T
Bromoprida Solugao fisiologica

Peso dos animais submetidos a eutandsia no terceiro
dia de pds-operatdrio.

Figura 2 -
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Figura 3 -  Peso dos animais submetidos a eutandsia no sétimo
dia de pds-operatdrio.
Tabela 1 -

cirtrgica. Nenhum animal do grupo controle apresentou
deiscéncia de anastomose.

Os animais que receberam bromoprida apresen-
taram valores de Escore de Nair semelhantes aos do grupo
controle, tanto no terceiro dia quanto no sétimo dias de
pos-operatorio (Tabela 1).

A avaliacdo da porcentagem da anastomose
coberta por aderéncias foi semelhante entre os grupos,
tanto no terceiro dia quanto nosétimo dias apds a opera-
cao (Tabela 2).

As anastomoses dos animais do grupo E3 apre-
sentaram menor resisténcia de ruptura quando compara-
dos aos animais do grupo C3, com diferenca estatistica-
mente significante (Tabela 3). Nao houve diferenca esta-
tistica quanto a forca de ruptura das anastomoses no séti-
mo dia de pds-operatério (Tabela 3). Nao houve, ainda,
diferenca estatistica entre os grupos em relagdo a concen-
tracdo de hidroxiprolina (Tabela 3) ou a avaliacao
histopatoldgica.

Aderéncias intra-abdominais encontradas durante a avaliacao intra-operatoria.

Escore de Nair(Aderéncias)

Ndmero de animais

3 ° dia de pés-operatério

7° dia de pés-operatoério

(p = 0,628) (p= 0,243)
Bromoprida Solucao fisiolégica Bromoprida Solugao fisiolégica
0 - Ausentes 6 8 2 6
1 - Uma banda 4 2 7 3
2 - Duas bandas 0 0 1 1
Total de animais 10 10 10 10

Tabela 2 - Porcentagem da anastomose coberta por aderéncias.

% da anatomose coberta

Numero de animais

por aderéncias

3 ° dia de pés-operatério

7° dia de pés-operatoério

(p = 0,141) (p= 0,359)

Bromoprida Solucao fisiolégica Bromoprida Solugao fisiolégica
até 25% 0 0 0 2
entre 25 e 50% 0 0 0 1
entre 50 e 75% 1 1 1 0
mais de 75% porém menos de 100% 5 1 1 2
100% 4 8 8 5
Total de animais 10 0 10 10
Tabela 3 - Meédias dos valores da forca de ruptura e da concentracdo de hidroxiprolina.

3° dia de pés-operatorio

7° dia de pés-operatério

Bromoprida  Solucao p Bromoprida Solugao P
fisiolégica fisiologica
Forca de ruptura (mmHg) 0,051 0,235 0,04 0,342 0,241 0,37
Concentracao de hidroxiprolina (mg/g) 0,143 0,200 0,08 0,370 0,390 0,82
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DISCUSSAO

A bromoprida é um agente procinético utilizado
no periodo pés-operatério para o tratamento do refluxo
gastroesofagico, nduseas, vomitos e disturbios da motilidade
gastrintestinal; ¢ uma benzamida substituida, assim como
a metoclopramida. Sua principal acdo esta relacionada ao
bloqueio dos receptores da dopamina-2 (D2) no sistema
nervoso central e no trato gastrointestinal.

Antagonistas dopaminérgicos diminuem a ativi-
dade do centro do vomito e a ativacdo de nervos viscerais'.
Além disso, promovem inibicdo do trato gastrointestinal,
com relaxamento ou inibicao da contracao da musculatura
lisa do es6fago ao célon'™. Desta forma, a inibicao de re-
ceptores dopaminérgicos resulta em um efeito procinético.
Receptores dopaminérgicos especificos foram descritos no
trato gastrointestinal (particularmente no estémago e pan-
creas exécrino) e na vasculatura renal, mesentérica,
coronariana e cerebral™. Os receptores D2 tém localizacado
tanto pré como pos juncional e exercem modulacao nega-
tiva sobre a liberacao de acetilcolina nos terminais de ner-
vos colinérgicos intrinsecos’®.

De forma semelhante a outros derivados
benzamidicos, a estimulacdo do trato gastrointestinal pela
bromoprida também parece ser mediada, pelo menos
em parte, por sua atividade colinérgica indireta, parcial-
mente dependente de suas propriedades
anticolinesterasicas.

Garcia-Olmo et al.'’ realizaram um estudo com
objetivo de determinar os efeitos farmacoldgicos da ma-
nipulacdo da motilidade gastrointestinal na resisténcia de
anastomoses colicas. Setenta e dois ratos foram submeti-
dos a anastomoses coélicas e randomizados em trés gru-
pos que receberam 1ml, por via subcutanea, de solucdo
salina, metoclopramida (1,2mg/100g de peso corporal)
ou hioscina (2mg/100g de peso corporal). Os animais fo-
ram mortos no quarto dia de pds-operatorio. Os autores
concluiram que o uso da metoclopramida no pés-opera-
toério recente esteve associado ao aumento significativo
do numero de deiscéncias de anastomoses colbnicas, e,
nos animais sobreviventes, a uma diminuicao significati-
va na resisténcia da anastomose. A hioscina, um inibidor
da motilidade gastrointestinal, ndo melhorou a cicatriza-
cao.

No presente estudo, o uso da bromoprida este-
ve associado a uma diminuicdo estatisticamente
significante dos valores da forca de ruptura das
anastomoses avaliadas no terceiro dia de pds-operatorio
guando comparadas ao grupo controle. Estes resultados
estao de acordo com os achados descritos no estudo cita-
do anteriormente’. Entretanto, ndo houve diferenca es-
tatistica na avaliacdo das anastomoses no sétimo dia de
pos-operatorio. Valores similares de resisténcia ténsil no
sétimo dia de pds-operatério entre animais controles e
ratos tratados por outro agente procinético, a cisaprida,
também foram relatados’.

O estimulo da motilidade gastrointestinal por
agentes procinéticos pode causar reducao significativa das
aderéncias peritoneais'®. Este efeito poderia ser deletério
ao interferir na cicatrizacdo das anastomoses por acao
mecanica direta ou pela reducao na formacao de aderén-
cias a anastomose®.

Em estudo prévio, foi encontrada uma forte re-
lacdo entre a resisténcia da anastomose e a proporcao desta
coberta pelos érgdos adjacentes. Foi demonstrado que o
grupo de animais submetido a administracao de procinéticos
apresentava maior quantidade de aderéncias intra-
abmoninais, porém menor quantidade de aderéncias real-
mente benéficas, aquelas entre 6rgaos adjacentes e a
anastomose, no quarto dia de pés-operatorio’. O presente
estudo revelou resultados semelhantes. Apesar da falta de
significancia estatistica, os animais que receberam
bromoprida apresentaram maiores valores do Escore de
Nair tanto no terceiro quanto no sétimo dia, porém, houve
menor quantidade de aderéncias a anastomose no tercei-
ro dia de pés-operatdrio, época em gue houve reducdo
dos valores de resisténcia ténsil. Este efeito foi revertido no
sétimo dia.

Os achados poderiam ser explicados, pelo me-
nos em parte, pela fisiologia da cicatrizacdo. O processo
de cicatrizacdo comeca com a hemostasia. Segue-se a res-
posta inflamatéria, formacao de tecido conjuntivo e remo-
delacdo da ferida'®'?. Durante este estdgio essencial, os
macréfagos e polimorfonucleares migram da circulacdo
para o sitio da ferida em resposta ao aumento dos niveis
de citocinas®. Esta fase é seguida da proliferacao de
fibroblastos, sintese do colageno, remodelamento do teci-
do conectivo e do seu componente parenquimatoso e a
aquisicdo da resisténcia da ferida?'. Dessa forma, a resis-
téncia anastomatica inicial depende da sutura, ja que, até
o quarto dia, a anastomose esta preenchida por fibras de
colageno frouxas e desorganizadas. Talvez esta resistén-
cia possa ser dependente também do bloqueio realizado
pelos 6rgaos adjacentes, que atuariam como fator protetor
para a anastomose.

Entre o quinto e o sétimo dias ocorre o pico de
sintese de coladgeno pelos fibroblastos e a resisténcia
anastomatica passa a depender principalmente destas no-
vas fibras organizadas®. No presente estudo, a formacao
do colageno foi avaliada por meio da dosagem da concen-
tracdo de hidroxiprolina. No sétimo dia de pds-operatorio,
os niveis foram maiores no grupo controle quando compa-
rado ao grupo que recebeu bromoprida. Este fato foi acom-
panhado de maiores valores de resisténcia ténsil neste gru-
po, apesar das diferencas ndo serem estatisticamente sig-
nificativas.

E importante ressaltar que, apesar das diferen-
cas existentes entre os grupos, ndo houve uma grande in-
terferéncia nos seus parametros clinicos. Os animais tive-
ram evolucado clinica pds-operatoria similar e ndo houve
casos de peritonite ou 6bitos em nenhum dos grupos. Além
disso, as deiscéncias de anastomose que aconteceram no
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grupo de estudo estavam bloqueadas por 6rgaos adjacen-
tes e foram evidenciadas apenas apds a abertura da peca
operatoria. Dessa forma, estes animais ndo apresentaram
repercussao clinica desta complicacao.

Diante do exposto, conclui-se que o uso da
bromoprida esta associado a diminuicao da resisténcia ténsil
de anastomoses do célon esquerdo de ratos no terceiro dia
de pds-operatorio.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effects of bromopride on the formation of adhesions and anastomotic healing in the left colon of rats.
Methods: We divided 40 rats into two groups of 20 animals, administration of bromopride (study group-E) or saline (control group-
C). Each group was divided into subgroups containing 10 animals each for euthanasia in the third (C3 and E3) or the seventh (E7 and
C7) postoperative days. The rats were submitted to section of the left colon and end-to-end anastomosis. On the day of reoperation,
we evaluated the total amount of adhesions and removed a colonic segment containing the anastomosis for histopathological
analysis, assessment of rupture strength and hydroxyproline concentration. Results: There was no difference between groups in
relation to clinical outcome. Two animals in the study group had blocked anastomotic leakage. The animals that received bromopride
had the number of intracavitary adhesions and adhesions to the anastomosis similar to the control group. The anastomoses from the
group E3 animals showed lower resistance to rupture the one from the C3 group (p = 0.04). This effect did not occur on the seventh
postoperative day (p = 0.37). There was no significant difference between groups in relation to histopathology and hydroxyproline
concentration in the anastomoses. Conclusion: The use of bromopride was associated with decreased tensile strength of left colon

anastomosis in rats in the third postoperative day.

Key words: Anastomosis, surgical. Colon. Gastrointestinal motility. Tissue adhesions. Rats.
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