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RESUMDPO

Objetivo: avaliar o efeito da suplementacdo pré-operatéria dos dcidos graxos 6mega-3 sobre a cicatrizacdo das anastomoses
colénicas em ratos desnutridos que receberam paclitaxel. Métodos: foram estudados 160 ratos Wistar, distribuidos em dois grupos:
um submetido a desnutricdo pelo pair feeding (D) durante quatro semanas, e outro que recebeu racdo ad libitum (N). Na quarta
semana, os grupos foram subdivididos em dois subgrupos que receberam, por gavagem, acido graxo 6mega-3 ou azeite de oliva. Os
animais foram submetidos a transeccdo colénica e anastomose término-terminal. Apés a operacao, foram distribuidos em dois
subgrupos que receberam solucdes isovolumétricas de salina ou paclitaxel, intraperitonial. Resultados: A mortalidade foi 26,8%,
maior no grupo de animais que recebeu paclitaxel (p=0,003). A forca de ruptura completa foi maior no grupo nutrido-azeite-
paclitaxel (NAP) em relacdo ao grupo desnutrido-azeite-paclitaxel (DAP). O indice de maturacdo de coldgeno foi maior no grupo
nutrido-azeite-salina (NAS) em relacdo ao grupo desnutrido-azeite-salina (DAS), menor no grupo desnutrido-azeite-salina (DAS) em
relacdo ao grupo desnutrido-6mega3-salina (DOS) e menor no grupo nutrido-6mega3-salina (NOS) em relacdo ao desnutrido-
6mega3-salina (DOS). A contagem do numero de vasos sanguineos foi maior no grupo desnutrido-azeite-salina (DAS) em relacao ao
grupo desnutrido-azeite-paclitaxel (DAP) e menor no grupo desnutrido-azeite-salina (DAS) em relacdo ao grupo desnutrido-6mega3-
paclitaxel (DOP). Conclusdo: a suplementacdo com é&cidos graxos 6mega-3 associou-se ao aumento significativo na producdo de
coldgeno maduro nos animais desnutridos, a reversao do efeito deletério causado pela desnutricdo em associacdo ao uso do

paclitaxel, sobre a forca de ruptura, e ao estimulo da neoangiogénese no grupo que recebeu paclitaxel.

Descritores: Anastomose Cirtrgica. Desnutricdo. Acido Graxo Omega-3. Paclitaxel.

INTRODUCAO

cancer de ovario é a segunda neoplasia ginecolégica

mais comum no Brasil, com mortalidade anual de
cerca de 15.000 casos'. Diagnosticado com frequéncia
num estagio em que ha disseminacao peritonial, tem no
tratamento operatério sua abordagem inicial, com o ob-
jetivo de resseccao citorredutora ideal, isto é, que a do-
enca residual seja menor que 0,5cm?. Para isso, frequen-
temente é necessdria a resseccdo de segmentos intesti-
nais com a realizacdo de anastomoses coldnicas. A
quimioterapia precoce contendo paclitaxel é elemento
importante do tratamento®. O processo de cicatrizacdo
destas anastomoses coldnicas transcorre em um ambien-
te adverso, sob os efeitos da desnutricdo, bastante co-
mum nas pacientes com cancer de ovario com dissemi-
nacao peritonial, e os efeitos imunossupressores da
quimioterapia®.

A ingestdo alimentar pré-operatéria é
determinante para garantir que o processo de cicatrizacao
ocorra de forma adequada no pés-operatorio*®. Embora a
renutricdo adequada seja dificil no pré-operatério destas
pacientes, a suplementacdo com elementos nutricionais
especificos, com peguenos volumes, pode ser uma alter-
nativa para alcancar este objetivo, principalmente se este
substrato nutricional tiver papel modulador no processo de
cicatrizacao, possibilitando que ele transcorra com meno-
res efeitos da desnutricao’.

Estudos experimentais conduzidos para avaliar o
efeito do paclitaxel na anastomose coldnica de ratos evi-
denciaram que, quando administradas no pos-operatorio,
esta droga traz prejuizos ao processo de cicatrizagao®°.
Neste cendrio, os 4cidos graxos dmega-3 tém sido propos-
tos como elemento nutricional que possibilitam aporte
calérico e modulacao favoravel do processo inflamatorio e
de cicatrizacao*'%"".
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O presente estudo avaliou o efeito da
suplementacao pré-operatéria dos acidos graxos 6mega-3
sobre a cicatrizacao das anastomoses coldnicas em ratos
desnutridos que receberam paclitaxel intraperitonial.

METODOS

Delineamento experimental e solucées adminis-
tradas

Foram utilizados 160 ratos Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Roentia Mammalia), machos, com peso
corporal variando entre 200 e 330 gramas (288,76 + 4,45q),
provenientes do Biotério da Universidade Estadual de
Maringd. Os animais foram alojados em caixas individuali-
zadas e distribuidos em dois grupos principais: N - ratos
nutridos (n=80), que receberam agua e racao ad libitum;
D - ratos desnutridos (n=80), que receberam metade da
qguantidade da dieta que seu par controle nutrido havia
recebido no dia anterior (processo de desnutricdo, método
pair feeding). Cada grupo foi dividido em quatro subgrupos
com 20 animais cada, de acordo com a suplementacao
lipidica e de acordo com a administracao de paclitaxel ou
salina.

As solugdes lipidicas utilizadas foram azeite de
oliva extravirgem e emulsao de acidos graxos 6mega-3
composta por acido eicosapentaenoico (EPA) e acido
docosahexaenoico (DHA) na proporcao de 80:20 em con-
centracdo de 20mg/ml. A administracao foi feita em dose
Unica diaria de 100mg/kg via gavagem orogastrica, sem
anestesia.

A droga utilizada foi o paclitaxel na dose de
3,5mg/Kg em injecao intraperitoneal diluida em solucao
salina isotdnica em concentragao de 0,35mg/ml. A admi-
nistracao do quimioterapico ou da solucao salina isoténica
0,9% foi feita intraperitonialmente imediatamente ap6s o
procedimento operatério.

Os ratos nutridos (N) receberam racao ad libitum
nas quatro semanas anteriores ao procedimento e foram
distribuidos em quatro subgrupos e receberam
suplementacdo com: NAS - azeite de oliva e administra-
cao de salina; NOS - dmega-3 e administracdo de salina;
NAP -azeite de oliva e administracdo de paclitaxel; NOP-
6mega-3 e administracdo de paclitaxel. Os ratos desnutri-
dos (D) foram distribuidos em quatro subgrupos e recebe-
ram suplementacdo com: DAS - azeite de oliva e adminis-
tracdo de salina; DOS - 6mega-3 e administracdo de sali-
na, DAP - azeite de oliva e administracdo de paclitaxel;
DOP - 6mega-3 e administracao de paclitaxel.

Procedimento operatério e evolugdo

O procedimento operatério, sob anestesia geral
com associacao de xilasina 10mg/kg e ketamina 50mg/
kg, constou de duas transec¢des do codlon (colotomia), uma
no segmento proximal do coélon, a 4,0cm da valvula
ileocecal e outra no segmento distal do célon, 3,0cm aci-

ma da reflexao peritonial do reto. As reconstrucoes foram
realizadas por meio de anastomoses término-terminais em
plano Unico total, com sutura interrompida utilizando oito
pontos de fio monofilamentar, sintético, inabsorvivel
EthiconO 6-0. Apés a recuperacao anestésica todos os ani-
mais receberam agua e racao ad libitum até o momento
do 6bito.

Os animais foram acompanhados e pesados dia-
riamente e os que morreram foram submetidos a necrépsia
para avaliacdo da presenca de fistula ou peritonite. A eu-
tanasia, com dose letal da associacdo de xilasina e
ketamina, foi feita no quinto dia de pds-operatério. Apds a
morte, os animais foram submetidos a celiotomia para ava-
liacdo dos seguintes itens: presenca de infeccdo de ferida
operatoria, aderéncias (pelo indice de Knigthly)'? e compli-
cacOes anastomaticas (deiscéncia ou estenose). A seguir,
foram retirarados os segmentos intestinais proximais e
distais contendo as anastomoses. Os segmentos proximais,
com cerca de 2,0cm de extensao, foram denominados corpo
de prova proximal (CPP) e utilizados para estudo anatomo-
patolégico e imunoistoquimico. Os segmentos distais, com
4cm de comprimento, foram denominados de corpo de
prova distal (CPD) e submetidos ao teste de tracao.

Tensiometria

O corpo de prova distal foi submetido ao teste
de tracdo para avaliar a forca ténsil, utilizando maquina de
ensaio mecanico computadorizada, da marca EMIC®. A
tracao ocorreu com velocidade de 50mm/minuto. Foi utili-
zada uma célula de carga de 1Kg com sensibilidade de 50
gramas, para um limite de forca de 45009f, até o colapso
de 100% com ruptura total da anastomose. As varidveis
avaliadas foram: forca méxima de tracao (FMT) e forca de
ruptura completa (FRC), medidas em Newtons(N) e a ten-
sdo maxima (TM), medida em N/cm?.

Avaliacao histolégica

O corpo de prova proximal foi fixado em
formalina tamponada a 10% e encaminhado para o labo-
ratério de histotécnica para o processamento histolégico e
avaliacao pelas coloracées de hematoxilina-eosina (HE) e
de picro-sirius red (PSR) e por imunoistoquimica.

A coloracdo de HE foi utilizada para avaliar o
grau de intensidade da reacao inflamatoéria (infiltrado poli
e monomorfonuclear), do edema intersticial, da congestao
vascular, do tecido de granulacao e da fibrose. Os dados
foram classificados em acentuado, moderado, discreto e
ausente, e transformados em varidveis quantitativas atra-
vés da atribuicdo de indice aos achados histolégicos, da
seguinte maneira: ausente, indice 0; discreto, indice 1;
moderado, indice 2 e acentuado, indice 3.

A coloracao do picrosirius-red F3BA foi feita para
identificacdo das fibras coldgenas madura e imatura por
técnica de microscopia com luz polarizada e andlise
morfométrica computadorizada. Cada corte foi avaliado
por microscopia optica em aumento de 200 vezes, utili-
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zando-se fonte de luz polarizada C-SP simple polarizer.
Foram analisados dois campos, proximal e distal a linha
anastomotica, contendo toda a espessura do segmento da
alca colénica. As imagens foram capturadas por camera
Nikon DS-FI1C e transmitidas através do sistema D-DA
simple analyzer, ao monitor colorido LCD G205HV®, con-
geladas e digitalizadas. Foi realizada a analise das ima-
gens por meio de aplicativo Image Pro-plus®. No sistema
RGB (“Red, Green, Blue”) foram quantificadas as areas de
fibras coldgenas maduras - colageno tipo | (tons de verme-
lho, amarelo e laranja) e imaturas - colageno tipo Il (tons
de verde). Foi calculada a razdo entre as porcentagens da
area de colageno tipo | e da area de colageno tipo Ill,
determinado como indice de maturacdo de coldgeno
(IMaQ).

Avaliagcdao imunoistoquimica

Pelo método imunoistoquimico avaliou-se 0 CD31
(Monoclonal, cédigo JC70, Cell Marque, Moleenstraat, NL),
Calponina (Monoclonal, cédigo CALP, Cell Marque,
Moleenstraat, NL) e Ki-67 (Monoclonal, cédigo SP6, Cell
Marque, Moleenstraat, NL), em laminas separadas. A uti-
lizacdo destes marcadores foi feita objetivando a avalia-
¢ao da neoangiogénse, da pesquisa de miofibroblastos e
das células em replicacdo celular (fora de GO), respectiva-
mente, presentes na area do processo de cicatrizacdo. A
recuperacdo antigénica foi feita expondo os materiais a
calor e pressdo. A revelacdo dos casos foi feita pelo
cromdgeno marrom Diaminobenzidine (DAB), sendo a téc-
nica de deteccao feita por polimero-HRP (livre de Biotina).
Controles positivos e negativos foram utilizados para vali-
dar as reacoes. As laminas foram analisadas no aumento
de 200 vezes para contagem de vasos e de 400 vezes para
a contagem de miofibroblastos e de células em prolifera-
cdo. As imagens foram feitas com a utilizacdo do sistema
de captura de imagens OPT 5000 Power OpticamQ, de 5.0
megapixels, conectado a um computador com software
de analise de imagens VMS 3.5 Measuring Software
HPowerQ. Realizou-se anélise quantitativa do nimero de
vasos, de fibroblastos e células replicantes na area da
anastomose, em uma extensao de 10mm proximal e 10mm
distal a esta, em quatro campos distintos escolhidos alea-
toriamente.

Andlise estatistica

A anélise estatistica foi realizada de acordo com
a natureza dos dados obtidos. Para as varidveis quantitati-
vas com distribuicdo normal (Gaussiana) foram utilizados
testes paramétricos. Para comparacao entre todos os gru-
pos utilizou-se a andlise de variancia de médias (ANOVA)
e para analise dos grupos dois a dois foi utilizado o teste t
de Student. Para as varidveis quantitativas sem distribui-
cao normal (Gaussiana) utilizou-se a analise nao
paramétrica. Para comparacao entre todos os grupos utili-
zou-se o teste de Kruskal-Wallis e para andlise dos grupos
dois a dois foi utilizado o teste de Mann-Whitney (teste de
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Wilcoxon para grupos indepedentes). As variaveis
dicotdmicas, como evolucao a ébito, presenca ou ndo de
infeccdo de ferida operatéria e de complicacdes
anastomaticas (deiscéncia ou estenose) foram avaliadas
pelo teste de Qui-quadrado e pelo teste de Cochran. O
nivel de significancia adotado foi p<0,05.

RESULTADOS

Dos 160 animais que iniciaram o expertimento,
117 sobreviveram até o dia da eutanasia, sendo a taxa de
mortalidade global de 26,8%. Dos 43 6bitos, 42 foram por
complicacdes anastométicas, 15 nos animais que recebe-
ram salina e 28 nos animais dos grupos que receberam
paclitaxel, sendo significativamente maior neste grupo
(p=0,03).

O peso médio inicial dos animais foi 294,8 +
1,67g. Nao houve diferenca entre as médias dos pesos
entre os grupos no primeiro dia (D1) do experimento
(p=0,8037). Os animais dos grupos nutridos tiveram um
ganho médio de peso de 23,1% entre D1 e D28. Os ani-
mais dos grupos desnutridos apresentaram uma perda
média de peso de 16,6% entre D1 e D28. Entre o dia da
operacdo e o da eutanasia houve uma perda ponderal
média de 18% nos grupos nutridos e de 10% nos grupos
desnutridos (Figura 1).

No dia da operacao (Figura 2), a média de peso
do grupo DAS (236,5 + 4,29) foi significativamente menor
(p<0,05) que a média de peso do grupo DOS (253,8 +
4,19).
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Figura 1 -  Evolucdo do peso dos animais.

Eixo X: dias do experimento — D1- dia 1, D7- dia 7, D14- dia 14, DCIR-
dia do procedimento cirtrgico e DEUT- dia da morte dos ratos (euta-
nésia).

Eixo Y: peso em gramas (g). NAS- ratos nutridos, azeite-salina; NOS-
ratos nutridos, 6émega-3-salina, NAP- ratos nutridos, azeite-paclitaxel;
NOP- ratos nutridos, 6mega-3-paclitaxel; DAS- ratos desnutridos, azeite-
salina, DOS- ratos desnutridos, 6mega-3-salina, DAP- ratos desnutri-
dos, azeite-paclitaxel, DOP- ratos desnutridos, émega-3-paclitaxel.
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A estenose de anastomose ocorreu em 14 ratos
do grupo nutrido e 31 do grupo desnutrido, sendo significa-
tivamente maior neste grupo (p=0,007).

A forca de ruptura completa (Figura 3) foi signi-
ficativamente maior no grupo NAP em relacdo ao grupo
DAP (1,28 + 0,17 vs. 0,77 = 0,07; p<0,05). Nado houve
diferenca entre os grupos em relacdo a tensdo maxima
(p=0,2119) e em relacdo a forca maxima de tracdo
(p=0,3638).

A média da intensidade do infiltrado inflamato-
rio (Figura 4) foi significativamente menor no grupo DAS
em relacdo ao grupo DOS (1,61 = 0,78 vs. 2,50 + 0,63;
p<0,05).

Em relagdo ao indice de maturacdo do coldgeno
(IMaC) (Figura 5), no grupo NAS, foi significativamente
maior do que no grupo DAS (1,45 £+ 0,4 vs. 0,35 + 0,08,
p<0,05), no grupo NOS foi significativamente menor do
gue no grupo DOS (2,08 + 0,35 vs. 2,82 + 0,33, p<0,05),
no grupo DAS foi significativamente menor do que nos
grupos DOS (0,35 + 0,08 vs. 2,82 + 0,33, p<0,05) e DAP
(0,35+0,08 vs. 1,58 = 0,15, p<0,05).

A contagem média do nimero de vasos sangui-
neos (Figura 6) foi signifiativamente maior no grupo DAS
em relacdo ao grupo DAP (12,64 + 1,7 vs. 6,45 + 0,28;
p<0,05) e significativamente menor no grupo DAP em re-
lagdo ao grupo DOP (6,45 + 0,28 vs. 8,91 £ 0,88; p<0,05),

DISCUSSAO

Aincidéncia global de ébitos no presente estudo
foi 26,5%, congruente com outros estudos que utilizaram
metodologias semelhantes. Trubian, que avaliou desnutri-
¢do com inducdo de toxemia, teve 24,5% de dbitos'™. A
taxa de oébitos foi maior nos grupos que receberam paclitaxel
em comparacdo com 0s grupos que receberam salina, a
maioria decorrente de complicacées anastomoticas pos-
operatorias.

A acdo imunossupressora das drogas
quimioterépicas, como o paclitaxel, ¢ um dos possiveis fa-
tores associado a maior taxa de ébitos observados nos gru-
pos que receberam esta droga?'. Outra possivel hipétese
para esta maior taxa de obito é porque tais drogas, por
diferentes mecanismos de acdo, atuam inibindo a prolife-
racao celular. Como tal proliferacdo é fundamental no pro-
cesso de cicatrizacdo, elas exercem importante acao
atenuadora no processo de fibroplasia.®>'>. A acdo inibito-
ria sobre a fibroplasia tem como consequéncia maior taxa
de deiscéncia das anastomoses, ocasionando fistula
anastomatica e peritonite fecal'®, o que condiz com o que
foi observado na necropsia dos animais.

A média do peso inicial dos animais de todos os
grupos foi homogénea. A inducao de desnutricdo protéico-
energética, mediante restricio em 50% da dieta padrao,
promoveu reducao ponderal progressiva durante os 28 dias.
Os animais dos grupos nutridos tiveram ganho médio de

270,0
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Figura 2 - Médias dos pesos nos grupos desnutridos no dia da

operacao.
Eixo Y: peso em gramas.
Eixo X: grupos: DAS- ratos desnutridos, azeite-salina; DOS- ratos
desnutridos, 6mega-3-salina; DAP- ratos desnutridos, azeite-
paclitaxel; DOP- ratos desnutridos, 6mega-3-paclitaxel, e- média de
peso do grupo DAS é menor do que a média de peso do grupo DOS
(p<0,05).
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Figura 3 - Forca de ruptura completa (FRC) nos grupos.

Eixo Y: forca, em Newtons.

Eixo X: grupos; NAS- ratos nutridos, azeite-salina; NOS- ratos nutridos,
6mega-3-salina, NAP- ratos nutridos, azeite-paclitaxel; NOP- ratos
nutridos, émega-3-paclitaxel; DAS- ratos desnutridos, azeite-salina,
DOS- ratos desnutridos, 6mega-3-salina, DAP- ratos desnutridos, azeite-
paclitaxel; DOP- ratos desnutridos, émega-3-paclitaxel. Nao houve
diferenca entre os grupos (p=0,3638).

peso de 23,1% entre D1 e D28, enquanto animais dos
grupos desnutridos apresentaram perda média de peso
de 16,6% entre D1 e D28. A média de peso dos grupos
desnutridos foi menor em relacdo aos grupos nutridos
no final dos 28 dias, mostrando a eficiéncia do processo
de restricao alimentar para obtencdo da desnutricao. Re-
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Figura 4 -  Intensidade do infiltrado inflamatdrio na HE.

Eixo Y: indice de intensidade do infiltrado inflamatdrio.

Eixo X: grupos. HE- hematoxilina-eosina; NOS- ratos nutridos, 6mega-
3-salina; NAP- ratos nutridos, azeite-paclitaxel; NOP- ratos nutridos,
6mega-3-paclitaxel; DAS- ratos desnutridos, azeite-salina; DOS- ratos
desnutridos, émega-3-salina; DAP- ratos desnutridos, azeite-paclitaxel;
DOP- ratos desnutridos, 6mega-3-paclitaxel; a- intensidade do infiltrado
inflamatdrio do grupo DAS significativamente menor em relacdo ao
grupo DOS (p<0,05).
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Figura 5 -  Indice de maturacao do colageno.

Eixo Y: indice de maturacdo do coldgeno (IMaC) médio.

Eixo X: grupos. NAS- ratos nutridos, azeite-salina, NOS- ratos nutridos,
Omega-3-salina, NAP- ratos nutridos, azeite-paclitaxel, NOP- ratos
nutridos, émega-3-paclitaxel; DAS- ratos desnutridos, azeite-salina;
DOS- ratos desnutridos, 6mega-3-salina, DAP- ratos desnutridos, azeite-
paclitaxel; DOP- ratos desnutridos, émega-3-paclitaxel; a- NAS teve
IMaC médio significativamente maior do que o grupo DAS (p<0,05); b-
NOS teve IMaC médio significativamente menor do que o grupo DOS
(p<0,05), c- DAS teve IMaC médio significativamente menor do que o
grupo DOS (p<0,05); d- DAS teve IMaC médio significativamente do
menor que o grupo DAP (p<0,05).

sultados semelhantes foram encontrados em outras pes-
quisas''®,

Relativamente poucos trabalhos avaliaram o pa-
pel da suplementacdo dos acidos graxos 6mega-3 na recu-

Figura 6 - Numero de vasos sanguineos pelo marcador CD 31.
Eixo Y: numero de vasos.

Eixo X: grupos. NAS- ratos nutridos, azeite-salina, NOS- ratos nutridos,
Omega-3-salina, NAP- ratos nutridos, azeite-paclitaxel, NOP- ratos
nutridos, émega-3-paclitaxel; DAS- ratos desnutridos, azeite-salina;
DOS- ratos desnutridos, 6mega-3-salina, DAP- ratos desnutridos, azeite-
paclitaxel; DOP- ratos desnutridos, émega-3-paclitaxel; a- nimero de
vasos do grupo DAS significativamente maior do que o nimero de
vasos do grupo DAP (p<0,05);, b- numero de vasos do grupo DAP
significativamente menor do que o numero de vasos do grupo DOP
(p<0,05).

peracao pos-anastomose do trato digestivo, sendo a maio-
ria deles estudos clinicos. Ensaios clinicos como os de
Farreras et al., de 2005", Torrinhas, de 20134, e Aoyama
et al., de 2013, avaliaram a acdo da suplementacédo de
acidos graxos 6mega-3 em pacientes submetidos a
anastomoses do trato digestivo, sendo que apenas neste
ultimo, o peso, como indicador de recuperacao nutricional,
foi avaliado, sendo que a suplementacao com acidos graxos
Omega-3 teve importante papel na recuperacao nutricional
e no ganho de peso em pods-operatério de pacientes sub-
metidos a anastomoses gastroentéricas por cancer de es-
témago'®.

Observou-se ainda que, no dia da operacao,
apos uma semana de administracao de azeite de oliva ou
de 4cido graxo 6mega-3, a média de peso do grupo DOS
foi maior do que a do grupo DAS. Este achado, condizente
com a literatura, sugere que a suplementacdo com 6mega-
3, além de modular favoravelmente o processo de cicatri-
zacao da anastomose, contribui também como importante
fator de aporte nutricional energético na recuperacao do
estado de desnutricao’®.

Das trés forcas de resisténcia a tracao
mensuradas, a forca maxima de tracdo (FMT) e a tensao
méxima (TM) ndo apresentaram diferencas entre os gru-
pos. Em relacdo a forca de ruptura completa (FRC), no
grupo DAP foi menor quando comparada ao grupo NAP. A
desnutricao associada ao paclitaxel teve papel prejudicial
sobre a resisténcia ténsil da anastomose. Neste sentido,
estudos experimentais que avaliaram a acdo da desnutri-
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¢ao0'*'® e do uso de quimioterapicos' sobre a forca de rup-
tura de anastomoses colénicas em ratos também observa-
ram reducao significativa da mesma por acdo deletéria de
tais drogas sobre o processo de cicatrizacdo.

A inducdo de desnutricao protéico-calorica in-
terfere sistemicamente na sintese protéica. Possivelmen-
te este efeito também ocorra no sitio anastomético, pre-
judicando a sintese do coldgeno. Como a sintese do
coldgeno na anastomose é um dos principais fatores de
recuperacao da forca de resisténcia a tracao'*'?, pertur-
bacdes nesta sintese possivelmente se associam com re-
ducdo na forca de resisténcia a tracdo. Este mecanismo
possivelmente explique o achado da reducao da forca de
ruptura completa (FRC) no grupo DAP em relagdo ao gru-
po NAP. Corrobora com esta ideia o achado de que o
indice de maturacao do colageno (razéo entre colageno
maduro e imaturo) também seja menor, embora ndo de
forma significativa, no grupo DAP quando comparada ao
grupo NAP.

A acdo dos quimioterapicos sobre a proliferacao
celular atenua o processo de fibroplasia®®'>. Possivelmente
isto seja elemento potencializador dos efeitos inibitérios da
desnutricado sobre a sintese protéica, em especial do
colageno no sitio anastomético. Estes elementos, desnutri-
cdo e administracdo de paclitaxel, atuando de forma
concomitante, provavelmente expliqguem a reducao da FRC
no grupo DAP em relagcao ao grupo NAP, pois tal reducdo
nao foi observada no grupo de animais submetidos apenas
a desnutricdo, sem a administracdo de paclitaxel (DAS)
em relacao ao grupo NAS.

Por outro lado, ndo se observou diferenca signi-
ficativa na FRC entre os grupos DOP e NOP. Este achado
sugere que a suplementacdo nutricional com acidos graxos
Omega-3 possa reverter o efeito deletério causado pela
associacao de desnutricdo e administracao de paclitaxel
na FRC da anastomose colénica, pois a reducao significa-
tiva desta forca, observada no grupo DAP em relacdo ao
grupo NAP, ndo foi observada no grupo DOP em relacao
ao grupo NOP. Este achado é concordante com os de
Ekci et al.?°, que também observaram aumento significa-
tivo na pressdo de ruptura da anastomose col6nica de
ratos que receberam suplementacdo nutricional com
6mega-3, embora tenha sido utilizado em associagao com
0 acido ascorbico. A modulacao favoravel dos acidos
graxos dmega-3 sobre a sintese de colageno no sitio
anastomotico é uma das explicacdes possiveis para a re-
cuperacao da forca de ruptura da anastomose col6nica
observada.

Observou-se também aumento na atividade ce-
lular no sitio anastomotico, considerada como infiltrado
inflamatorio, no grupo DOS em relacdo ao grupo DAS.
Este achado contribui com a ideia de que o émega-3
tenha acdo imunomoduladora no processo inflamatério
e de cicatrizacdo, estimulando a atividade celular e cor-
robora os achados de McDaniel et al.?' que observaram
aumento do infiltrado inflamatério de feridas cutaneas

humanas em cicatizagcao, bem como, nivel significativa-
mente maior de interleucina 1 (IL-1b) no fluido inflama-
torio lesional no grupo que recebeu a administracdo do
EPA e DHA. Este achado pode parecer conflitante com
0 proposto na literatura, de que os acidos graxos 6mega-
3 tenham atividade menos proé-inflamatéria por
substituirem acido araquidénico (acido graxo 6mega-6)
na membrana celular e aumentarem, pela sua
metabolizacdo, a producdo de eicosanoides de menor
potencial inflamatério, como a prostaglandina E, e
leucotrieno B.'%??. Especula-se que esta maior atividade
celular no ambiente da anastomose se deva a tipos ce-
lulares especificos, como macréfagos, fibroblastos e
miofibroblastos. E possivel que no sitio anastomético, os
eicosanoides derivados dos 4cidos graxos 6mega-3, em-
bora tenham efeito inibitorio sobre o processo inflama-
torio de forma geral, possa estimular a proliferacao des-
tes tipos celulares especificos. A maior producdo de
coldgeno maduro (IMaC) no grupo DOS em relacdo ao
grupo DAS contribui indiretamente com esta ideia, pois
esta maior producdo esta correlacionada com a maior
atividade de células produtoras de coldgeno (fibroblasto
e miofibroblasto) no ambiente anastomético.

A avaliacdo da densitometria do coldgeno mos-
trou reducao significativa do coldageno maduro (tipo I) em
relacdo ao coldgeno imaturo (tipo Il) avaliado pelo indice
de maturacao do coldgeno (IMaC) no grupo DAS em rela-
¢ao ao grupo NAS. Este achado sugere que a desnutricao
seja importante fator na reducdo da producao do coladgeno
maduro no ambiente da anastomose em cicatrizacao.
Trubian, também observou reducdo do IMaC nos grupos
de ratos desnutridos em relagdo ao grupo de ratos nutri-
dos™.

A recuperacao da forca ténsil estd mais relacio-
nada ao colageno tipo | do que com o colageno do tipo lll.
A deposicao e o remodelamento das fibras colagenas do
tipo | é o principal fator para recuperacao da resisténcia da
anastomose'®.

No grupo DOS observou-se ganho importante do
coldgeno maduro em relacdo ao imaturo quando compa-
rado ao grupo NOS, pois o IMaC naquele grupo foi maior
do que neste grupo. Este achado sugere que a administra-
¢ao do 6mega-3 na semana gue antecede a intervencao
operatdria estimula a producdo de coldgeno maduro nos
animais desnutridos. O IMaC foi também significativamen-
te maior no grupo DOS em relacdo ao DAS. Este achado
corrobora a ideia de que a administracdo pré-operatéria
de 6mega-3 possa reverter os efeitos deletérios da desnu-
tricdo na producao do coldgeno maduro no ambiente da
anastomose em cicatrizacao.

A migracao e a proliferacdo dos fibroblastos e
dos miofibroblastos no ambiente em cicatrizacéo, e
consequentemente a producdo do coldgeno, é mediada
pela acdo dos prostanoides inflamatérios (prostaglandinas
e leucotrienos) produzidos pelas células inflamatérias. Por-
tanto o IMaC maior no grupo DOS em relagdo ao DAS
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possivelmente esteja correlacionado com o maior nivel da
atividade celular observada no grupo DOS em relacao ao
grupo DAS.

Outro achado deste estudo que favorece este
conceito de imunomodulacao produzido pela
suplementacdo com 6mega-3 foi a observacao feita em
relacdo ao nimero de vasos sanguineos (neoangiogénese)
no ambiente de cicatrizacdo da anastomose. Em
imunoistoquimica, o CD31 é usado principalmente para
demonstrar a presenca de células endoteliais em seccoes
histolégicas teciduais. Isto permite avaliar o grau de
angiogénese tecidual?®>. Observou-se reducdo no numero
de vasos sanguineos no grupo DAP em relagdo ao grupo
DAS sugerindo que a administracao do paclitaxel, que é
um quimioterapico com acdo antiangiogénica?, seja o fa-
tor causador desta reducao, concordando com outro estu-
do® que mostrou reducao significativa da neovascularizacao
das anastomoses coldnicas de ratos que receberam
paclitaxel. A suplementagdo com 6émega-3 no grupo DOP
associou-se a recuperacao do numero de vasos, pois este
numero foi maior neste grupo quando comparado com o
grupo DAP. Este achado sugere que a inibicdo que o
paclitaxel causa na neoangiogénese do processo de cica-
trizacdo da anastomose col6nica possa ser revertida com a
adicao de 6mega-3 no pré-operatério. Especula-se que os
eicosanoides produzidos pela metabolizacdo dos acidos
graxos 6mega-3, como a prostaglandina E, e o leucotrieno
B., estimulem a migracéo e a proliferacéo de células pre-
cursoras das células endoteliais no ambiente da
anastomose.

Os miofibroblastos sdo células produtoras de
coladgeno, predominantemente do tipo | e sua quantificacao
também pode ser usada como método de avaliacdo da
cicatrizacao. Os fibroblastos comecam aparecer na ferida
por volta do terceiro dia de pds-operatério e proliferam em
resposta a fatores de crescimento e iniciam a producdo de
colageno?. Foi observada reducao significativa na média
de nuimero de miofibroblastos no grupo DOS em relacéo o
grupo NOS. Este achado sugere que a desnutricdo seja
fator deletério na producao de miofibrolastos. Trubian tam-
bém encontrou reducdo significativa do mumero de
miofibroblastos na anastomose col6nica de ratos desnutri-
dos™.

As células em proliferacdo sdo a grande marca
da anastomose em cicatrizacdo. O antigeno Ki-67 esta pre-
sente em todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2,
e mitose), mas esta ausente em células em repouso (G0)?°.
No presente trabalho, ndo se observou diferenca entre os
grupos no numero de células em proliferacdo, avaliado pelos
marcador Ki67. Diante dos achados anteriormente apre-
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sentados e das hipoteses desenvolvidas, seria esperado
encontrar maior nimero de células em proliferacdo entre
0S grupos que receberam acidos graxos 6mega-3, em es-
pecial nos subgrupos que ndo receberam o quimioterapico,
em comparagado com 0s grupos que receberam azeite,
porém isto ndo ocorreu. Nao foi possivel estabelecer ra-
zes objetivas para tal fato. Uma das possibilidades aven-
tadas é a de que os tipos celulares em proliferacdo sejam
diferentes entre os grupos azeite e acidos graxos 6mega-3.
Neste, mediados pelos eicosanoides de menor potencial
inflamatario (prostaglandina E, e o leucotrieno B,), oriun-
dos da metabolizacao dos acidos graxos Gmega-3, 0s tipos
celulares seriam compostos por miofibrolbastos, fibroblastos,
células endoteliais e seus precursores e no outro grupo (azei-
te), mediados por prostanoides de maior potencial infla-
matorio, seriam outros tipos celulares, como infiltrado
polimorfo e monomorfonuclear.

Em concordancia com a literatura, os dados aqui
apresentados sugerem que o uso de 6mega-3 associou-
se a modulacao do processo inflamatério com estimulo
da producédo do colageno e na qualidade do mesmo no
ambiente da anastomose’. Como ja referido, a quanti-
dade de coldgeno maduro em relacdo ao imaturo, medi-
do pelo IMaC, foi significativamente maior no grupo DOS
em relacdo ao DAS. Também no grupo DOS, a atividade
celular representada pelo infiltrado inflamatério no ambi-
ente da anastomose foi maior em relacdo ao grupo DAS.
Estes dois achados avaliados concomitantemente supor-
tam a ideia de que a administracdo de émega-3 no pré-
operatério, em animais desnutridos, contribua positiva-
mente na modulacdo do processo de cicatrizacdo das
anastomoses colonicas de ratos corroborando dados de
outro trabalho?® onde se observa a acdo benéfica dos acidos
graxos.

A suplementacdo do 6Gmega-3 mostrou-se tam-
bém importante fator nutricional como aporte energético,
pois atenuou a perda de peso no grupo DOS em relacdo
ao grupo DAS.

Esta suplementacao desempenhou ainda papel
importante na recuperacao dos efeitos deletérios do
paclitaxel na neocangiogénese, pois 0 nimero de vasos san-
guineos no grupo DOP foi maior do que no grupo DAP.

Os mecanismos exatos pelos quais o émega-3
possa ter atuado para produzir os achados encontrados nesta
pesquisa ainda precisam ser melhor elucidados. Os acidos
graxos 6mega-3 possuem atividades imunomoduladoras,
ainda em estudo, sobre a producao de citocinas, a ativa-
cao dos linfécios T e na angiogénese?’ que, ao serem
elucidadas, poderao contribuir para a melhor compreen-
sdo dos dados apresentados.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of preoperative supplementation of omega-3 fatty acids on the healing of colonic anastomoses
in malnourished rats receiving paclitaxel. Methods: We studied 160 male Wistar rats, divided in two groups: one subjected to
malnutrition by pair feeding (D) for four weeks, and another that received food ad libitum (N). In the fourth week, the groups were
further divided into two subgroups that received omega-3 or olive oil by gavage. The animals were submitted to colonic transection
and end-to-end anastomosis. After the operation, each of the four groups was divided into two subgroups that received intraperitoneal
isovolumetric solutions of saline or paclitaxel. Results: Mortality was 26.8% higher in the group of animals that received paclitaxel
(p = 0.003). The complete rupture strength was greater in well-nourished-oil Paclitaxel group (WOP) compared with the the
malnourished-oil Paclitaxel one (MOP). The collagen maturation index was higher in well-nourished-oil saline group (WQS) in relation
to the malnutrition-oil-saline group (MOS), lower in malnourished-oil-saline group (MOS) in relation to malnourished-6mega3-saline
one (M3S) and lower in the well-nourished-omega3-saline group (W3S) compared with the malnourished-omega3-saline (M3S). The
blood vessel count was higher in the malnourished-oil-saline group (MOS) than in the malnourished-oil-paclitaxel group (MOP) and
lower in the malnourished-oil-saline group (MOS) in relation to the malnourished-omega3-paclitaxel group (M3P). Conclusion:
Supplementation with omega-3 fatty acids was associated with a significant increase in the production of mature collagen in
malnourished animals, with a reversal of the harmful effects caused by malnutrition associated with the use of paclitaxel on the
rupture strength, and with a stimulus to neoangiogenesis in the group receiving paclitaxel.

Key words: Anastomosis, Surgical. Malnutrition. Omega-3 Fatty Acids. Paclitaxel.
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