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RESUMO

OBJETIVO: Existem poucos estudos na literatura utilizando pardmetros de cicatrizacdo
em animais diabéticos antes da agressdo cirurgica e nenhum estudo no colon. Este trabalho
teve como objetivo verificar se o diabetes induzido pela aloxana poderia primariamente
modificar parametros comumente usados para medir a cicatrizacdo de anastomoses do
colon de ratos, em animais sem injdria cirdrgica.

METODOS: 180 ratos foram divididos em 2 grupos de animais, um controle e o outro de
animais diabéticos. Os animais foram considerados diabéticos se apresentaram
glicemia>200mg/dl e glicose urinaria>3000mg/dl. Apds 3 meses, 0s 2 grupos foram
avaliados em 6 momentos de sacrificio quando foram analisdos os parémetros rel acionados
ao diabetes (glicemia, glicose urinaria e insulina plasmética) e a cicatrizagdo (forca de
ruptura, hidroxiprolina, proteina tecidua total e arelacdo HOP/PTT).

RESULTADOS: A aoxana 2% causou 42,3% de mortalidade e 72,4% de diabetes grave.
Todos o0s animai no gruo diabético apresentaram glicemia>300mg/dl, glicose
urinaria>3000mg/dl e significante decréscimo na insulina plaméticaa. Nem a forca de
ruptura, nem as dosagens de HOP e PTT mostraram alteraghes estatisticamente
significativas entre 0s grupos.

CONCLUSAO: Os achados do nosso estudo sugeriram que o diabetes ndo pode
primariamente aterar par@metros comumente usados para medir a cicatrizagdo em colon de
animais diabéticos antes dainjaria cirdrgica.

Descritores: Diabetes mellitus. Experimental. Cicatrizacdo. Colon.
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ABSTRACT

PURPOSE: There are few studies using healing parameters in diabetic animals before the
wound, and no studies in the colon. The aim of this study was to verify if aloxan diabetes-
induced could primarily change parameters commonly used to measure the small bowel
healing in surgical wounded rats, although using animals without any surgical procedure.
METHODS.: 180 rats were assigned to in two groups, of non-diabetic control animals, and
diabetic animals. The animals were considered diabetics if blood glucose level>200mg/dl
and urinary glucose level>3000mg/dl. After 3 months, both groups were evaluated in 6
moments of sacrifice, when were analyzed diabetes (blood and urinary glucose levels and
plasmatic insulin) and healing in the colon (breaking strength, hydroxyproline, total tissue
protein and the ratio OHP/TTP).

RESULTS: Alloxan 2% caused 42,3% of mortality and 72,4% of severe diabetes. All
animals in the diabetic group (G2) presented with blood glucose>300mg/dl and urinary
glucose>3000mg/dl and significant decrease in plasmatic insulin. Neither the breaking
strength, nor the biochemical dosages (HOP, TTP) showed up any meaningful statistical
variation between groups.

CONCLUSION: The findings of our study suggest that diabetes by itself is not able to
change healing parameters, before the surgical injury in the colon of rats.

Key words. Experimental diabetes mellitus. Healing. Colon.

I ntroducéo

Apesar de inlmeros avancos no entendimento da fisiopatologia e tratamento do
diabetes, esta patologia € ainda hoje considerada um problema de salde publica, devido a
sua ata morbimortalidade. Estimativas prevéem que em 2010 havera no mundo 239
milhdes de diabéticos'. No Brasil ha uma prevaléncia de 7,6% de pacientes diabéticos, dos
guais 50% desconhecem a sua condicdo de doente, e serdo diagnosticados através de uma
das complicacBes da doenca’.

Frente a esta dura redlidade, varios estudos experimentais tém sido desenvolvidos
na tentativa de melhor compreender os mecanismos fisiopatoldgicos do diabetes e suas
complicacdes. No campo cirargico, ja € bem estabelecido que “os diabéticos cicatrizam mal
suas feridas’, e que 50% destes pacientes necessitardo de algum procedimento cirdrgico
durante suas vidas®.

Apesar de haverem numerosos estudos sobre diabetes e cicatrizagdo®>*>°, existem
poucos estudos usando 0s mesmos parametros de cicatrizagdo antes da agressdo cirlrgica, e
nenhum trabalho enfocando as alteragdes em colon de animais diabéticos antes da incisdo e
sutura, com o intuito de investigar se as alteracBes ocorridas nos animais diabéticos séo
decorrentes de defeito primario do tecido diabético, ou de problemas gue ocorreriam apos a
injuria. O objetivo deste trabalho foi verificar se o diabetes induzido pela aloxana poderia
primariamente aterar os pardmetros comumente usados no passado para medir a
cicatrizagdo das anastomoses de colon de animais diabéticos, no periodo que antecede a
agressdo cirdrgica.
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M étodos

Foram utilizados 180 ratos, Wistar, machos, com peso inicial médio de 250 gramas,
fornecidos pelo Biotério Central da Unesp - Campus de Botucatu. Os animais foram
divididos, por sorteio, em dois grupos equitativos, chamados de G1 de animais néo
diabéticos e G2 de animais com diabetes aloxanico ndo tratados. O diabetes foi induzido
com injecéo de aloxana 2%(Sigma Chemical Co. — St Louis — USA) usando uma veia da
cauda, na dose Unica de 42mg/kg. Os animais foram considerados diabéticos se atingiam
niveis de glicemia>200mg/dl e glicose urinaria>3000mg/dl, medidos no primeiro e terceiro
més apos a inducao, excluindo-se do estudo os animais que ndo atingiram estes valores.

Apbs 6 meses de diabetes (G2) ou de controle (G1), ambos os grupos foram
divididos em 6 momentos de avaliagdo e sacrificio com 15 animais em cada momento: 3m,
3m4d, 3m7d, 3m14d, 3m21d, e 4 meses. Em cada um destes 6 periodos foram analisados
parametros relacionados ao diabetes ( glicemia, glicose urinéria e insulina plasmética) e a
cicatrizagdo (forca de ruptura, dosagens de hidroxiprolina, proteina tecidual total e arelacéo
hidroxiprolina/proteina tecidual total, em segmento de cdlon, obtido no momento do
sacrificio).

Para a coleta de dados metabdlicos cada animal foi submetido a esquema
padronizado de avaliacdo, sendo colocados em gaiolas metabdlicas individuais durante 24
horas, sendo 12 horas recebendo racdo e égua ad libidum e 12 horas em jgjum, e no final
deste periodo coletados 10 ml de urina para a dosagem de glicose urinaria e 1,5 ml de
sangue colhidos de veia da cauda para as dosagens de glicemia em mg/dl e insulina
plasmatica em micro-unidades por ml. Para as dosagens de glicemia e glicose urinéria foi
usado o método por dosagem enzimética Glicose-E (CELM- Cia Equipadora de
Laboratérios Modernos — Barueri — SP). Para as dosagens de insulina foi utilizado o
método de radioimunoensaio em fase solida COAT — A — COAT insulin (Diagnostic
Products Corporation — LA — USA)

Os animais foram sacrificados sob anestesia com 30mg/kg de injec&o intraperitoneal
de pentobarbital sddico (Cristalia Chem Products Ltda — SP), sendo 0 sangue coletado para
as dosagens por puncdo cardiaca. Antes do sacrificio, em 10 animais de cada momento,
uma laparotomia foi feita e obtido um segmento de 3cm de colon distal (aproximadamente
5 cm da deflexdo peritoneal) para as medidas da forca de ruptura e dosagens de
hidroxiprolina (HOP) e proteina tecidual total (PTT).

Para o0 estudo da forca de ruptura, os segmento de colon distal foram imersos em
soro fisiolégico para retirada de contelido fecal e depois deixados por 30 minutos em
banho-maria em solugdo de soro fisiologico com cloridrato de papaverina (250mg/ml).
Utilizou-se a Magquina Universal de Ensaios Mecanicos (EMIC Ltda. — Curitiba — PR) que
opera em conjunto com um microcomputador sendo utilizado o programa Mtest (mesmo
fabricante) versdo 1.0.

ApGs o estudo da forca de ruptura, as amostras de tecido foram utilizadas para as
dosagens de HOP e PTT. A HOP, um indice de deposicdo de colageno tecidua® foi
determinada pelo método de Bergman & Loxley °, modificada por Angeleli et al'®A PTT
foi quantificada pela metodologia de Lowry et al**.

Todos os procedimentos redizados foram aprovados pela Comissio de Etica em
Experimentacdo Animal da FMB — UNESP

Para a andlise dos resultados foi empregada a andlise de variancia
paramétrica quando os dados mostraram aderéncia a distribuicdo normal de
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probabilidades e ndo paramétrica quando este requisito ndo estava presente. Em
ambas as situagdes a andlise foi complementada com o teste de Streiner & Norman
com nivel de significancia de 5%.

Resultados

Dos 300 animais injetados com aloxana durante o experimento, 83 (27,3%) nao
atingiram os parametros pré-estabelecidos para diabetes severa, e foram excluidos do
estudo. Dos 217 restantes, 127 animais morreram (42,3%) durante os 3 meses de
seguimento, e 90 animais permaneceram vivos até o sacrificio.

O grupo controle (G1) mostrou valores normais para espécie e idade de glicemia,
glicose urinaria e insulina plasmética durante todo o experimento. O grupo diabético (G2)
niveis de glicemia e glicose urinaria compativeis com diabetes grave em todos os
momentos de avaliacdo com glicemia>300mg/dl e glicose urinaria>3000mg/dl. Este grupo
apresentou ainda niveis de insulina plasmatica significativamente reduzidos em relagdo ao
G1.

N&o houve alteracbes estatisticamente significativas entre os grupos controle e
diabético nos valores das forgas de ruptura do colon (Figura 1).
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FIGURA 1 - Medianas e desvios-padrdo da forca de ruptura (gf) no colon nos dois grupos
experimentais, nos momentos de avaliago.

A excecdo dos momentos M2 e M4, onde os valores foram maiores no grupo

normal, n&o foram registradas diferencas nas dosagens de hidroxiprolina nos demais
momentos (Figura 2)
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FIGURA 2 - Medianas e desvios-padréo da hidroxiprolina no colon, nos dois grupos experimentais

nos momentos de avaliagéo.

Os valores da proteina tecidual total nos fragmentos de colon foram
significativamente maiores no grupo controle normal em M0, M1 e M2, ndo apresentando
diferencas estatisticamente significativas em M3 e M4 (Figura 3). Contudo, estes valores

foram maiores no grupo diabético em M5.
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FIGURA 3 - Médias e desvios-padré@o da proteina tecidual total no intestino grosso em mg/100mg de tecido
fresco, nos dois grupos experimentais, nos momentos de avaliagao.

A relacdo HOP/PTT ndo mostrou diferencas entre os grupos em nenhum momento
de avaliagéo.

Discussao

Nossos resultados mostraram que o diabetes ndo é capaz de aterar pardmetros
comumente utilizados para medir a cicatrizacdo do colon, se ndo ha agressao cirurgica.

O 6hito ocorreu em 42,3% dos animais diabéticos, o que ndo € diferente dos
resultados descritos por Lukens'?.

Os dtos niveis de glicemia e glicose urinaria no grupo diabético estdo de acordo
com os resultados de outros autores que estudaram ratos diabéticos>131415.16,

Os niveis de insulina plasméatica cairam significativamente ap0s a injecdo de
aloxana, mantendo-se baixos durante todo o seguimento. Esses achados sGo compativeis
com alesdo celular beta causada pela aloxana®>!Y

A forca de ruptura consiste na tracdo das extremidades opostas do segmento
estudado, até seu rompimento. Permite-nos avaliar a resisténcia de uma anastomose
intestinal®® 1% 2%21 oy toda uma extensio intestinal®?. O presente trabalho mostrou que n&o
ocorreram diferencas da forca de ruptura do colon entre os grupos controle e diabético.
Infelizmente, para efeitos comparativos, ndo existem estudos mecénicos envolvendo o
colon de animais diabéticos sem agressdo cirlrgica. Os trabalhos existentes em animais
diabéticos envolvem incisdes e suturas na pele*®?* no estémago e duodeno® e em
anastomoses intestinais?®. Nestes trabalhos, 0 que se observa é uma constante diminuicdo
da forca de ruptura, que guarda relacdo direta com os baixos niveis de hidroxiprolina. Em
nosso estudo, como ndo houve agressdo cirdrgica dos tecidos, a equivaéncia estatistica
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entre os grupos controle e diabético da forca de ruptura poderia apoiar-se no fato de ter
ocorrido pequena ateracéo nos valores de HOP e narelacdo HOP/PTT. Ha de se considerar
ainda que no tecido sem agressbes cirurgicas a taxa de deposicdo e metabolismo do
colageno é constante, mantendo-se um equilibrio.

A hidroxiprolina € um aminoacido que no organismo humano € componente
estrutural quase que exclusivo do colageno, encontrando-se em baixas concentragdes na
elastina®?®, motivo pelo qual a dosagem de HOP tem sido amplamente utilizada como
método indireto para quantificar o colégeno tecidua®*>?*?’. Nao existem trabalhos que
tenham estudado as dosagens de HOP em colon de animais diabéticos sem a agresséo
cirurgica. A maioria dos trabalhos preocupou-se em estudar o colégeno em incisdes na
pele?’, em cilindros implantados no tecido subcutaneo™®, em anastomoses intestinais?® e em
incisdes feitas em visceras™. Em todos estes estudos, os vaores do coldgeno dosados em
ratos diabéticos foram mais baixos que os grupos controles utilizando diferentes métodos
de dosagens.

NO nosso estudo, as dosagens de HOP foram estatisticamente maiores no grupo
controle nos momentos M2 e M4, mas hiologicamente os vaores do grupo diabético
estiveram sempre abaixo do grupo controle nos demais momentos. Os valores de PTT
foram maiores no grupo controle em MO, M1 e M2, sem diferencas em M3, M4 e M5. Isto
mostra que pelo menos nos 3 primeiros momentos de avaliagdo o diabetes exerceu efeito
negativo sobre a PTT do colon. No entanto, este efeito negativo, ainda que biologicamente
presente, ndo se manteve nos momentos subsequentes. Tal fato obriga-nos a levantar
algumas hipdteses capazes de explicar estes resultados de HOP e PTT. Primeiramente o
fato da quantidade de colageno presente nos intestinos ser menor do que em outros tecidos
estudados, como a cartilagenT, que é um tecido composto basicamente por colégeno, o que
poderia explicar o fato de pequenas variagoes da HOP deste tecido pode ser detectada com
importancia estatistica. Outra explicacdo é que ndo se pode comparar diferentes métodos de
dosagens de HOP> %1924 por (itimo, existe a possibilidade de que o método por nds
utilizado ndo tenha sensibilidade suficiente para mensurar pequenas variagdes do colageno
em animais ndo operados, visto que até hoje sO foi utilizado em experimentos com a
presenca de agressdo cirdrgica, onde a quantidade de coldgeno € sabidamente maior,
independente da presenca do diabetes®™?°. Esta tltima hipétese é reforcada pelo fato de que
0 tipo de colageno do animal adulto, sem trauma é do tipo maduro, ja presente no sitio do
estudo (colon) quando da induc&o do diabetes com aloxana, diferente do que ocorre na
agressao cirdrgica, onde ha a exigéncia de colageno neoformado.

A relacdo HOP/PTT permite-nos inferir indiretamente sobre o metabolismo do
colageno, baseado no encontro de fracbes menores ou maiores, quando comparados a
valores obtidos de colon com anastomose, estudo a ser realizado em trabalho posterior. No
presente trabaho n& houve diferencas entre os grupos na relagdo HOP/PTT,
provavelmente pel0os mesmos motivos acima mencionados.

Conclusao

O diabetes, por s sb, ndo foi capaz de provocar primariamente alteracbes nos
parametros habitualmente utilizados para medir a cicatrizacdo em fragmentos de colon de
ratos.
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