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O fator de crescimento de fibroblasto basico melhora a
cicatrizacio de anastomoses duodenais em ratos!
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RESUMO: Objetivo: Avaliar as alteracdes histologicas, ¢ o ganho de resisténcia em anastomoses
duodenais tratadas com fator de crescimento de fibroblasto basico (FGFb). Métodos: Vinte ratos
da raca Wistar foram submetidos a secgdo transversal do duodeno, seguida de anastomose. Os
animais foram divididos em 4 grupos de 5 animais cada: Al ¢ A2 (experimentais), nos quais foi
aplicado FCFb sobre a anastomose logo apos seu término; ¢ B1 ¢ B2 (controles), nos quais foi
administrada solugdo salina sobre a zona de anastomose. Os roedores foram mortos com superdose
de anestésico, sendo Al, Bl no 5° dia ¢ A2, B2 no 7° dia de pos-operatorio. Foi feita avaliagdo
quanto a resisténcia das anastomoses a pressdo ¢ analise da densidade média dos achados
histopatologicos com auxilio do sistema digitalizado Image proPlus. Resultados: No grupo Al a
pressdo suportada pelas anastomoses foi de 52+14,4 mmHg e no grupo A2 140+34,8 mmHg. Em
B1 apressao atingiu 33,6+15,2 mmHg ¢ as anastomoses do grupo B2 suportaram pressdo 105+30,3.
No grupo A1l a densidade média dos elementos histopatoldgicos foi de 9349.3 ¢ A2 atingiu 181,8+27.6.
Nos grupos de controle Bl ¢ B2 as densidades médias foram 67,6+16.7 ¢ 101129 respectivamente.
A analise estatistica revelou diferenga significante entre nos dados dos grupos experimentais ¢
controles (p<0,05).Conclusio: a aplicagdo topica do FCFb foi capaz de aumentar a resisténcia das
feridas do duodeno suturadas ¢ observadas apos 5 ¢ 7 dias de evolugdo. Estimulou a
necovascularizacdo, a formacdo de fibroblastos e¢ de fibras colagenas, melhorando os escores
histologicos em relagéo ao controle.

DESCRITORES: Fator de crescimento de fibroblasto. Cicatrizagcdo. Anastomose. Duodeno.
Resisténcia. Colageno.

INTRODUCAO génese, quimiotaxia, indugdo ou inibi¢do da diferenciagdo
celular, transformacgédo ou indugdo da sintese de

Os fatores de crescimento tém multiplas fungdes,  proteinas'***. Estas substancias polipeptidicas tém
detacando-se a estimulagio da divisdo celular, angio- grande variedade de fontes e alvos celulares. Dentre os
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fatores de crescimento, os que parecem ter mais desta-
que na cicatrizacao das feridas sdo os fatores de cresci-
mento de fibroblasto (FCF), sendo que o FCF de reacao
basica (FCFb) exerce um maior namero de reagoes
fisiologicas®. As principais fontes destas citocinas sdo
macrofagos, linfocitos e plaquetas®’. Para Davidson®
os fatores de crescimento sdo essencialmente angiogéni-
cos, promovendo portanto o crescimento vascular,
aspecto extremamente desejavel em um processo
cicatricial. Além disso, eles exercem agdo indireta na
sintese de colageno, proteina fibrosa que da resisténcia
as anastomoses. Os FCFb tanto podem estimular como
mibir os fibroblastos, tornando-se importante mecanis-
mo de retroalimentagdo na sintese ¢ destrui¢do do
colageno, assim como da prépria cicatriza¢do das
feridas®!°.

Tomando por base as caracteristicas anatomicas
¢ fisiologicas do duodeno como um orgdo sujeito a
incidéncia ndo desprezivel de fistulas e deiscéncias pos-
operatorias, ¢ os efeitos do FCFb, foi realizado estudo
experimental em ratos com o proposito de testar a agdo
desta citocina na cicatrizagdo de anastomoses do
duodeno, consideradas como anastomoses de risco. O
trabalho tem o objetivo de estudar as alteragdes histolo-
gicas causadas pelos FGFb nas anastomoses duodenais
¢ observar o seu ganho de resisténcia sob a ac¢do dos
FGFb.

METODOS

Reagentes: Foi utilizado o Fator de Crescimento
de Fibroblastos basico (FCFb) associado ao colageno
soluvel, como veiculo, com a finalidade de facilitar a
aderéncia do mesmo ao duodeno em estudo (Reagentes
de procedéncia SigmaO).

Procedimentos: Foram operados 20 ratos Wistar,
pesando 260+14¢ separados aleatoriamente nos grupos
Al,A2, Bl ¢ B2, com cinco animais cada. Todos eles
foram mantidos em gaiolas individuais recebendo agua
¢ alimento ad libitum e receberam apenas dicta liquida
no pré-operatorio imediato por um periodo de 12 horas.
A anestesia processou-se com pentobarbital por via
mtraperitoneal ¢ a anti-sepsia do campo operatorio foi
feita com solucdo de povidona. Uma laparotomia
mediana de 4 cm a partir do apéndice xifoide foi reali-
zada. O duodeno foi submetido a sec¢do transversal,
processando-se a anastomose com fio de polipropileno
6-0 em pontos simples separados. A parede abdominal
foi fechada em dois planos com fio de nylon 4-0.

Nos animais dos grupos Al ¢ A2 foi aplicada sobre
a anastomose solu¢do contendo o FCFb na dose de
20mg, em veiculo de colageno soluvel imediatamente
apos o término da sutura. Nos animais dos grupos Bl

¢ B2 (experimentais) um mililitro de solugdo salina foi
aplicado sobre a anastomose. Os grupos Al ¢ B1 foram
observados até o 5° dia ¢ os A2 ¢ B2 até o 7° dia de
pds-operatorio. Todos os animais foram mantidos em
dieta oral liquida (sacarose 10%) por um periodo de
48 hs no pos-operatério imediato, retornando a dicta
solida (labina PurinaO) a partir dai. Apés os periodos
de observacdo, os animais foram mortos com
superdose de anestésico. A anastomose duodenal foi
submetida ao teste de resisténcia a pressado, procedendo-
se a secgdo do piloro e da transicdo duodenojejunal
mtroduzindo-se catéter de polietileno n® 4 na sua luz
proximal, ai fixado com fio de algoddo 000, e feita a
ligadura para oclusao da extremidade distal do duodeno.
Através de catéter interligado a manémetro de mercurio,
foi feita a insuflagdo de ar em fluxo continuo de 0,5
litro por minuto, antes preenchendo-se a cavidade
abdominal com solugéo salina 0,9%. Considerou-se a
pressdo maxima de ruptura da alga duodenal, quando
surgiu o borbulhamento na solugdo salina na sutura
duodenal. Em seguida o duodeno foi ressecado ¢
colocado em formol a 10 % por 48 hs, incluido em
parafina e cortado em sec¢des de Sm. As laminas foram
desparafinizadas, diafanizadas e coradas com hematoxi-
lina-cosina ¢ o tricromico de Masson. A avaliacdo
histologica das laminas foi feita utilizando-se um sistema
digitalizador ¢ analisador de imagens. A area total dos
campos microscopicos foi observada utilizando-se mi-
croscopio optico (Olimpus), cuja imagem foi capturada
por camera ¢ digitalizada através de Sofiware Image
Pro-plus, versdo 3.0 (Media Cybernetics - LP, USA).
Cada campo digitalizado foi dividido em unidades de
imagem denominadas picture elements ou pixels, com
coordenadas definidas. Foram avaliados dez campos
alcatorios de cada lamina. Apds selecionada a resolucao
desejada, os impulsos opticos foram digitalizados,
resultando em uma imagem de cada campo que foi
armazenada ¢ processada em sistema multimidia. As
laminas foram examinadas para quantificagdo dos
elementos da reagdo inflamatdria como quantidade de
fibroblastos, de neutrofilos, neovasos, tecido de granu-
lagdo e colageno, sob a forma de densidade minima,
maxima ¢ média.

Anadlise Estatistica: os dados obtidos foram
analisados ¢ comparados através do teste t de Student
com significancia 0,05 ¢ os resultados foram expressos
pela média + desvio padréo.

RESULTADOS

Os animais estudados sobreviveram sem compli-
cacoes pos-operatorias, sendo todos sacrificados nos
periodos previstos. No grupo Al (observagdo por 5
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dias), a pressdo intraluminal suportada pelo duodeno
foi de 52+14.4 mmHg ¢ no A2 (7 dias) a pressao atingiu
o valor 140+34,8mmHg. No grupo Bl, que ndo fez
uso de FCF[3 e foi observado por 5 dias, a média da

pressdo foi de 33,6+15,2 mmHg, enquanto no grupo
B2 (7 dias) a pressdo intraluminal foi de 105+30,3. Os
dados completos e respectiva interpretagdo estatistica
encontra-se na tabela 1.

Tabela 1 — Valores das pressdes suportadas pelas algas duodenais expressas em mmHg.

Rato nimero GRUPO A GRUPO B

Al1(5 dias) A2 (7 dias) B1 (5 dias) B2 (7 dias)

1 70 185 40 160

2 55 140 20 110

3 40 95 35 75

4 35 160 55 80

5 60 120 18 100
Médias 50414 4% 140434 8%* 33.6£15.2¢ 1054303

* p< 0,05 comparado com A2, B2.
** n=0,01 comparado com B2

© p<0,05 comparado com B2; p>0,05 comparado com Al.

Quando foram computados os dados histopatolo-
gicos através de sistema digitalizado, que transformou
a quantificacdo dos elementos da reacao tecidual em
valores de densidade média, observou-se que os dados
colhidos acompanharam aqueles referentes a resisténcia

dos tecidos em cicatrizagdo. Assim, no grupo Al a
densidade média foi de 93+9.3, em A2 o valor
observado foi de 181,8+27.6. Esses valores foram
significativamente mais elevados (p<0,05) que os dos
grupos Bl ¢ B2, como se verifica na tabela 2.

Tabela 2 — Densidade média dos elementos histopatoldgicos do tecido duodenal em cicatrizagao.

Rato nimero GRUPO A GRUPO B

Al1(5 dias) A2 (7 dias) B1 (5 dias) B2 (7 dias)

1 102,7 190.,6 76,7 90.8

2 89.5 201.4 55.9 102,6

3 95,2 142 4 49.0 88.6

4 100.9 166.9 67,1 105.5

5 79.8 210,7 91,0 120,1
Médias 9349 3* 181.8427.6%* 67.6+16.7¢ 101£12.9

* p<0,05 comparado A2, B1; p=0,22 comparado com B2

** p<0,05 comparado com Bl ¢ B2
@ p=0,002 comparado com B2

No grupo B1 chamou a atengéo a densidade minima
de colageno nas laminas examinadas. Em todas elas,
as fibras de colageno aparcciam desorganizadas, distri-
buidas aleatoriamente. Observou-se maior quantidade
de neovasos, células inflamatorias, fibroblastos e fibras
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de colageno no grupo A-1. As laminas do grupo A2
mostraram sistematicamente grande celularidade a base
principalmente de neutrofilos e macrofagos; a quanti-
dade de fibroblastos, de fibras de colageno e a neovas-
cularizagdo foram maiores que no grupo B-2.



DISCUSSAO

Aspecto importante, que deve ser levado em consi-
deracéo, ¢ o fato de que, apesar da rica vascularizagdo
duodenal, este 6rgao esta sujeito a complicagdes conse-
qiientes a isquemia, manipulacdo cirirgica e agressao
cloridropéptical!-2.

As fistulas duodenais sdo na sua grande maioria
conseqiientes a condi¢do patologica denominada “duo-
deno dificil”. Segundo Schein e Decker!?, as complica-
¢des do tratamento do coto duodenal dificil ndo tém
merecido grande destaque, embora continuem ocorren-
do ¢ sendo dotadas de grande potencial morbido. As
casuisticas mais significativas sobre o assunto foram
publicadas até¢ a década de 70, tendo em vista ter sido,
at¢ aquela época, a gastrectomia subtotal o tratamento
padrio para as tulceras duodenais!*. Com a diminuigdo
da indicagdo do tratamento cirurgico para a ulcera
duodenal, aumentou a incidéncia de complicagdes, que
passaram a incidir cada vez mais em pessoas mais
idosas’®. A incidéncia atual das fistulas duodenais esta
em torno de 1,5 a 3,0%, '°. Desse modo, os fatores
que mais contribuem para a incidéncia das deiscéncias
¢ fistulas duodenais sdo: as desvasculariza¢des conse-
quentes as extensas dissecc¢des, a circulagdo terminal e
a fibrose cicatricial nas ulceras duodenais cronicas'S.
Deve ser ressaltado igualmente que o duodeno apresenta
outras caracteristicas, que fazem com que scja um
orgao sujeito a essas complicagdes, quais sejam: ¢ um
orgdo predominantemente retroperitoneal, portanto sem
aprotecdo da serosa peritoneal; recebe através da papila
os sucos biliar ¢ pancreatico, fato que o torna mais
susceptivel a complica¢des mais graves na vigéncia de
fistulas e deiscéncias; recebe acido cloridrico do esto-
mago, substancia altamente agressiva a parede duodenal
¢ aos fios de sutura. Essas caracteristicas fizeram com
que o duodeno fosse escolhido como o drgéo alvo para
o presente trabalho, podendo-se denominar as suturas
¢ anastomoses do duodeno como de alto risco'®.

O FCFb mostrou-se eficaz no presente trabalho
em melhorar a qualidade da cicatrizagdo de lesdo do
duodeno ao estimular a neovascularizagio, a celulari-
dade a base de fibroblastos, neutrofilos e macréfagos,
bem como a formagao de colageno, mesmo que a obser-
vagdo tenha sido até o sétimo dia pds-operatdrio. Varias
técnicas tém sido usadas para a quantificagao da resis-
téncia anastomoses de algas intestinais, como extenso-
metro de resisténcia elétrica!’, coluna de mercurio e
selo d’agua'® resisténcia com insuflagdo?® . Optou-se
no presente estudo pela determinagdo da resisténcia da
anastomose ainda na cavidade abdominal, com o objetivo
de evitar a interferéncia de lesdes acidentais da area em
estudo durante a dissecgdo do duodeno. Witte e Barbul
(21) afirmam que, para que uma cicatrizacgio se faga a
contento, sdo essenciais: boa irrigacdo, auséncia de

tensdo, trauma tecidual minimo, hemostasia adequada
¢ técnica perfeita e rigorosa.

Com a finalidade de reduzir ao maximo a interfe-
réncia subjetiva do patologista ao examinar as laminas
ao exame histopatologico, foi utilizado sistema digital
de captagdo de imagens ¢ quantificagdo dos achados
histologicos em densidade média. Sistema semelhante
foi utilizado por Schnaider et al*®. Alguns outros métodos
tém sido utilizados com resultados satisfatorios?*2%,

Os fatores do crescimento constituem um grupo
de peptideos a semelhanga de horménios, que afetam
uma grande variedade de sistemas bioldgicos, inclusive
acicatrizacgao das feridas, quando administrados in vivo
ou in vitro”’. Com a descoberta dos fatores do cresci-
mento derivados de plaquetas, do fator transformador
beta ¢ do FCFb, tem sido possivel demonstrar a melhora
da cicatrizacao das feridas em certo namero de modelos
invivo pela aplicagdo topica nas feridas®®. Muitos desses
fatores de crescimento sdo produzidos por células
reconhecidamente envolvidas na reparacao das feridas.
Estudos ja comprovaram que o FCFb ¢ um potente
estimulador da angiogénese, ¢ um mitdgeno ¢ substancia
quimiotaxica que atrai c¢lulas endoteliais e fibroblastos.
Esses efeitos foram observados com bastante evidéncia
no presente estudo. Da mesma forma, tem-se demons-
trado que o fator de crescimento de fibroblastos ¢ um
potente estimulador da produgdo de colagenase e do
ativador do plasmonogénio, que facilitam a migragdo
de células através da matriz do tecido em cicatrizagio?.

CONCLUSOES

1 — De acordo com os dados obtidos do estudo
em ratos, pdde-se concluir que o FCFb foi capaz de
aumentar a resisténcia das feridas do duodeno suturadas
¢ observadas apos 5 ¢ 7 dias de evolugao.

2 — A aplicacgédo topica de FCFb em feridas do
duodeno de ratos estimulou a neovascularizagéo, a for-
magao de fibroblastos e de fibras colagenas, melhorando
os escores histoldgicos em relagdo ao controle.
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ABSTRACT: Objective: Analysis of histopatological alterations, and pressure resistence in duodenal
anastomosis treated with basic fibroblast growth factor (FGF-b). Methods: Twenty Wistar rats
were submited to a transversal duodenal section and subsequent anastomosis. They were randomly
separated into four groups of five rats cach: Al and A2 (experimentals), in which FCFb was
applied over the anastomosis; in Bl and B2 (controls), saline was use at the anastomosis site. The
rodents were killed with an anesthetics overdosis, according to the following protocol: Al, B1 on
5% postoperative day and A2, B2 on the 7% one. A pressure resistence test of the anastomosis was
done. The digitalized system Image ProPlus was used in order to analyse the mean density of the
histopatological elements of healing duodenal tissues. Results: All the rats survived without
complications. In the group Al the intraluminal pressure was 52+14,4 mmHg and in group A2 it
was 140+£34.8 mmHg. In the group B1 the pressure reached 33,6+15,2 mmHg and in B2 it reached
105+30,3. In group Al the mean density of histopatological elements was 93+9,3 and in A2 it was
181,8+27.6. In the control groups Bl and B2 the mean densitys were 67,6+16.7 and 101£12.9
respectively. The statistical analysis detected a significant difference between the data of the
experimental and control groups (p<0,05). Conclusion: the topical use of FGFb was able to
enhance the resistence of duodenal anastomosis in rats observed and evaluated after five and seven
postoperative days. The FCFb enhanced the neovascularization and the mean density of collagen,
fibroblasts and inflammatory cells in the healing tissues.
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