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Effect of oral suplementation of vitamin C on intestinal anastomotic resistance
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RESUMDO

Objetivo: Comparar a resisténcia cicatricial de anastomoses e de segmentos integros jejunais de ratos, submetidos a administracao
de vitamina C, em distintos periodos pos-operatérios. Métodos: Foram estudados 50 ratos Wistar, submetidos a enterotomia
seguida de anastomose término-terminal de segmento jejunal, a 10 cm da flexura duodenojejunal. Os animais foram distribuidos em
dois grupos (n=25): Grupo | - controle; Grupo Il - administracdo de vitamina C oral 100 mg/kg. Avaliaram-se as pressoes de ruptura
anastomotica e do segmento integro jejunal nos 3°, 5°, 7°, 21° E 28° dias do pos-peratério. Resultados: Os ratos que receberam
vitamina C apresentaram pressdo de ruptura anastomdtica maior nos 5°, 7°, e 28° dias pds-operatérios. O mesmo ocorreu com as
pressdes de ruptura do segmento integro jejunal dos ratos. Conclusdo: A vitamina C aumentou a resisténcia das anastomoses
jejunais dos ratos, tanto no pés-operatério imediato quanto no tardio. Além disso, a resisténcia final dos segmentos jejunais integros
dos ratos submetidos a administracdo de vitamina C foi significativamente maior do que no Grupo Controle.

Descritores: Cicatrizacdo. Acido ascorbico. Anastomose cirurgica. Ratos wistar.

INTRODUCAO

N 0 processo cicatricial, sob a influéncia da hipoxia tissular

e dos macréfagos, os fibroblastos sintetizam o
coldgeno, que na sua passagem para o espaco extracelular
polimeriza-se. Durante a sintese do colageno, a prolina é
incorporada a cadeia polipeptidica inicial e sofre a acdo da
peptidilprolina-hidroxilase e do oxigénio molecular, para
transformar-se em hidroxiprolina. O mesmo ocorre com a
lisina. A polimerizacao do colageno requer a remocao dos
peptideos terminais e a condensacao das lisinas'.

Segundo a literatura, o acido ascérbico atua como
doador de elétrons para o processo de hidroxilacdo da
prolina, durante a sintese do colageno, fato esse que leva
a suspeitar da sua demanda aumentada nos processos de
reparacao tecidual®®.

Estudos recentes mostraram diversas funcoes do
acido ascorbico, além daquelas ja descritas nos processos
de cicatrizacao de feridas. Atuando como antioxidante, esse
acido é capaz de captar o oxigénio livre decorrente do
metabolismo celular, impedindo sua ligacdo com radicais
livres, fendmeno que causaria dano celular®'2. E provavel
que o acido ascérbico também esteja envolvido na manu-
tencao da integridade intracelular com presenca da inte-
gridade capilar, nas respostas imunologicas, reacoes alér-
gicas e aumento da absorcdo de ferro ndo hémico™".

De acordo com estudos recentes, o intestino
circunvizinho que participa da reacdo a lesao da anastomose
jejunal perde uma grande parte de seu colageno por lise,
reduzindo assim a sua resisténcia''. Esses dados sugerem
importante papel da vitamina C sobre o processo de cica-
trizacdo. Todavia, a sua administracdo suplementar com o
intuito de melhorar os processos cicatriciais é ainda debati-
da.

Dentro de uma linha de pesquisa®*'?'8, o objeti-
vo do presente trabalho foi avaliar a influéncia da
suplementacdo oral de acido ascérbico na tensdo
anastomatica e do segmento integro jejunal de ratos, em
distintos periodos pés-operatorios.

METODOS

Foram estudados 50 ratos machos albinos da
raca Wistar, pesando entre 250 e 320 gramas. Os ani-
mais, provenientes do Biotério Central da Escola de Vete-
rinaria da UFMG, foram mantidos em gaiolas com cinco
animais, onde receberam racao para ratos e agua a von-
tade. Eles permaneceram em adaptacao e observacao
do estado de saude por 20 dias. Realizou-se exame minu-
cioso em cada animal a fim de garantir a auséncia de
sinais de doenca.
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Os ratos foram anestesiados com injecao
intramuscular na regiao glutea de cloridrato de quetamina
a 5%, na dose de 35 mg/kg (0,7 ml/kg) associado a
cloridrato de xilazina a 2%, na dose de 6 mg/kg (0,3 ml/
kg) e a maleato de acepromazina a 1%, na dose de 2mg/
kg (0,2 ml/kg). Quando necessario, foi aplicada adicional-
mente metade da dose inicial dos anestésicos. Em segui-
da, os animais foram submetidos a laparotomia mediana
(3 cm de extensao). Identificado o segmento jejunal a 10
c¢m da flexura duodenojejunal, foi realizada sua seccdo. Os
cotos jejunais foram anastomosados término-terminalmente
com pontos separados de Vicryl 4-0®. A parede abdominal
foi fechada em dois planos com fio de polipropileno 3-0.
Os ratos recuperaram-se espontaneamente da anestesia.

Os animais operados foram distribuidos aleatori-
amente em dois grupos (n=25): Grupo |, controle, animais
submetidos apenas a operacao; Grupo ll, operacdo com
administracdo oral de vitamina C na dose de 100mg/kg/
dia, durante todo o periodo de acompanhamento pés-ope-
ratorio.

Os animais foram avaliados diariamente. A vi-
tamina C foi acrescentada a dgua oferecida aos animais,
de acordo com resultado do projeto-piloto que determi-
nou a quantidade média de d4gua que os ratos ingeriam
por dia (80 ml). Os animais receberam agua pura (Grupo
) ou acrescida de vitamina C (Grupo ll) e racdo para ratos
a vontade. Os animais foram acompanhados diariamen-
te, receberam o mesmo tipo e quantidade nutricional e
permaneceram alocados em gaiolas com nimero de ani-
mais idéntico (n = 5).

Cada grupo de animais foi subdividido em cinco
subgrupos (n=5) para estudo no 3°, 5°, 7°, 21° e 28° dias
pos-operatérios. Decorrido o tempo de acompanhamento,
a morte dos animais foi induzida com dose letal inalatéria
de éter apds anestesia geral com cloridrato de quetamina
e cloridrato de xilazina nas mesmas doses anteriormente
utilizadas.

Apods desfazerem-se as aderéncias abdominais,
com cuidado, foram retirados dois segmentos jejunais,
medindo 10 cm cada um. O primeiro, inseria em sua parte
média a anastomose. O segundo, era constituido pelo jejuno
imediatamente distal ao primeiro segmento. A parte distal
desses segmentos foram amarradas com fio de seda 2-0 e
a parte proximal conectada a um tensidémetro eletrénico
que mediu a tensao de ruptura do segmento intestinal.

Além disso, os sequintes parametros foram ava-
liados: presenca de complicagcdes pos-operatdrias gerais e
da anastomose; avaliacdo histolégica do tecido cicatricial.

A avaliacdo macroscopica abdominal ve-
rificou a presenca dos sequintes aspectos: deiscéncia, ade-
réncias, infeccdo (caracterizada por presenca de secrecdo
purulenta). As aderéncias foram classificadas em: poucas
(menos de trés), moderadas (entre trés e cinco) e muitas
(mais de cinco)

Os estudos histolégicos foram conduzidos em
preparacdes coradas por hematoxilina-eosina e por

tricromico de Gomori. Mediu-se a espessura da
neoformacao fibrosa cicatricial, em trés regides diferentes
(préximo a extremidade cranial, na parte média e préximo
a borda caudal). A avaliacdo histopatoldgica e
histomorfométrica foi realizada através de microscopia
Optica convencional e de luz polarizada. A andlise do
infiltrado inflamatério com quantificacao diferencial das
células bem como a andlise da fibrose, com quantificacao
e observacdo do grau de entrelacamento das fibras do
colageno, foi realizada por campos de média magnificacdo
(100 X) e do colageno por campos de grande magnificacao
(400 X).

Quanto a quantidade de colageno, atribuiu-se
nota 0 as anastomoses em que o coladgeno foi desprezivel,
1 para presenca de coldgeno em pequenas quantidades; 2
em moderada quantidade; 3 quando encontrou-se grande
quantidade de colageno. No tocante a distribuicdo das fi-
bras colagenas, observaram-se dois padrdes estruturais dis-
tintos: fibras em paralelo ou entrelacadas. Considera-se
que o entrelacamento atribui maior forca de tensao (resis-
téncia) no segmento em questao. O infiltrado inflamatdrio
foi avaliado de forma semi-quantitativa conforme os se-
guintes parametros: nota 0, para auséncia do infiltrado in-
flamatorio; 1, para infiltrado leve; 2, para infiltrado mode-
rado; 3, para infiltrado inflamatdrio intenso.

Foram realizadas andlises descritivas (média e
desvio-padrao da média) e o teste t de student para com-
parar a tensao de ruptura entre os grupos. A presenca de
aderéncias foram analisadas pelo teste exato de Fisher. As
diferencas foram consideradas significativas para valores
correspondentes a p < 0,05.

RESULTADOS

Os animais evolufram satisfatoriamente. O retor-
no do transito digestério foi confirmado desde o primeiro
dia pos-operatério, pela presenca de fezes nas gaiolas.
Nenhuma deiscéncia anastomatica foi observada.

A tabela 1 mostra os valores pressoricos médios
e desvio-padrao de ruptura anastomética em diferentes
periodos pos-operatorios. Observa-se que o Grupo Il apre-
sentou valores presséricos maiores nos 5°, 7° e 28° dias
pos-operatorios.

A analise de resisténcia no 3° dia mostrou pres-
sdo igual a 0, para ambos os grupos. A diferenca mais
significativa foi para andlise no 28° dia p6s-operatério, quan-
do os ratos submetidos a administracao de vitamina C apre-
sentaram tensado significativamente maior do que os do
Grupo Controle (p = 0,037). A resisténcia apés 28 dias foi
maior do que a encontrada nos periodos anteriores, para
ambos 0s grupos.

A tabela 1 também mostra os valores pressoricos
medianos de ruptura do segmento integro jejunal. Obser-
va-se que as pressdes do Grupo Il foram maiores do que as
do Grupo |, apesar de a diferenca ser significativa apenas
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no 28° dia pés-operatoério (p = 0,032). Apés o 7°. dia ndo
houve diferencas entre as resisténcias da anastomose e do
segmento integro (p > 0,05).

A necropsia, nao foram evidenciados sinais de
deiscéncia e de infeccdo intra-abdominal e de sitio cirtrgi-
co em nenhum animal. Aderéncias foram verificadas em
ambos os grupos a partir do 7°. dia pds-operatério, porém
sem diferencas entre os grupos (p = 0,41). (Tabela 2)

Na avaliacdo histoldgica, no 3° dia do pés-ope-
ratério, notou-se padrao morfolégico heterogéneo, com
reacao inflamatoria além de menor nimero de fibroblastos
e feixes de colageno. No 5° dia, verificou-se aumento na
quantidade de fibras colagenas, presenca de infiltrado in-
flamatorio constituido por polimorfonucleares, plasmacitos,
linfécitos e macréfagos, além de congestao vascular. No
21° dia, em todos 0s grupos, constatou-se padrdo
morfolégico mais homogéneo em relacdo a primeira se-
mana, com melhor arranjo de fibroblastos entremeados

por fibras coldgenas mais firmes e ordenadas. J&4 no 28°
dia, os feixes de coldgeno se encontravam mais espessos
em comparacdo as duas semanas iniciais, apresentando
distribuicdo mais ordenada e paralela entre si.

A presenca de infiltrado inflamatério agudo teve
média de 1,45 + 0,45 para o Grupo 1 e de 1,33 + 0,38
para o Grupo 2 (p =0,41). Em relacdo a concentracao de
coladgeno, observou-se no 7°. dia 1,83 + 0,14 e 2,46 +
0,23 no Grupo 2 (p =0,021). O grupo 2 apresentou por-
centagem de 87% de fibras de coldgeno entrelacadas,
sendo de 62% no Grupo 1 (p=0,016).

DISCUSSAO

Fatores que afetam a cicatrizacdo anastomética
vém sendo pesquisados continuamente'*12'8 Entretanto,
resultados de estudos experimentais que investigam a ci-

Tabela 1 - Pressao média e desvio-padrédo da média (cmHg) de ruptura da anastomose e do segmento integro jejunal.
Grupos
Dias Poés-operatérios | I
Segmento Integro Anastomose Segmento Integro Anastomose

3° 22,7+ 3,4 24,3+ 2,1 0
50 246+ 2,8 13,7+ 0,9* 265+ 2,4 17,9+ 1,4*
7° 231+ 1,4 11,5+ 1,3 28,8+ 3,0 23,4+ 2,5+
21° 225+ 2,6 245+ 3,2 20,8+ 2,4 18,7+ 1,3
28° 24,7 £ 2, 1%* 32,8+ 4,1++ 43,1+ 3,7** 47,3+ 4,2 ++
Grupo I: controle
: Grupo II: suplementacao oral de vitamina C
* Diferente do outro grupo no mesmo dia pés-operatério (p = 0,021)
** Diferente do outro grupo no mesmo dia pés-operatorio (p = 0,032)
+ Diferente do outro grupo no mesmo dia pds-operatério (p = 0,006)
++ Diferente do outro grupo no mesmo dia pés-operatério (p = 0,037)
Tabela 2 - Graduacao da presenca de aderéncias intra-abdominais nos grupos estudados.

Grupos
Dias Pés-operatérios I I

Presenca de aderéncias (niGmero de animais)

Pouca Moderada Muita Pouca Moderada Muita
3° 2 1 - 1 -
50 2 2 - 1 2 -
7° - 2 1 1 - 1
21° 2 1 3 1
28° 1 1 1 1

Pouca: até 3 aderéncias

Moderada: de 3 a 5 aderéncias

Muita: mais de 5 aderéncias

Grupo I: controle

- Grupo II: suplementacao oral de vitamina C
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catrizacdo em anastomoses intestinais apresentam resul-
tados conflitantes®>?. Embora existam estudos com
corticosterodides e outras substancias para avaliar sua influ-
éncia em fendbmenos cicatriciais®®, pouco se pesquisou so-
bre o acido ascorbico.

No presente trabalho, a dose de acido ascorbico
foi escolhida com base em trabalhos anteriores, que verifi-
caram serem essas as concentracoes minimas capazes de
afetar a cicatrizacao de feridas e passiveis de serem usa-
das em seres humanos sem levar a efeitos téxicos e lesivos
quando administradas’®.

O uso do farmaco desde trés dias antes do ato
cirdrgico e mantido até o dia em que os animais foram
mortos, sequiu orientacdes da literatura e teve o objetivo
de assegurar e seu efeito farmacolégico desde o inicio das
reacoes tissulares ao trauma'®.

Deiscéncia em anastomoses intestinais é uma
complicacao frequente, sendo o coldgeno de fundamental
importancia na manutencdo de tensao na parede intesti-
nal'®. Investigacdes em anastomoses entéricas em varios
animais mostraram mudancas acentuadas nas concentra-
¢bdes de colageno, ocorrendo principalmente na primeira
semana pos-operatoria. Os resultados obtidos no presente
estudo mostram aumento importante da tensdo cicatricial
tanto no poés-operatério imediato quanto tardio, apos
ingestao de vitamina C.

Um outro fator de destaque, é a influéncia ne-
gativa de microorganismos capazes de produzir enzimas
colagenoliticas, que levariam a desequilibrio entre a sinte-
se e degradacdo de colageno®” . Isso sugere que além da
técnica cirurgica e dos cuidados perioperatérios, a admi-
nistracdo suplementar de vitamina C possa ser benéfica no
sentido de restabelecer o equilibrio metabdlico. Essa hipé-
tese poderia contribuir para explicar em parte, os valores
de tensdo maiores encontrados nos grupos em que se ad-
ministrou a vitamina C.

No acompanhamento de sete dias, todos os gru-
pos apresentaram tensdo cicatricial inferior ao periodo de
21 dias. No inicio, a tensao cicatricial ainda é muito ténue,

ABSTRACT

o que dificulta a analise do efeito do acido ascoérbico. Mes-
mo assim, observou-se que nos grupos tratados com a vita-
mina C, a tensao foi maior em relacdo ao Grupo Controle.
Entretanto, nossos dados nao permitem explicar a
fisiopatologia desses achados.

Segundo Chowcat et al®, a colagenase é sinte-
tizada sob demanda e controlada por um inibidor tecidual
de metaloproteinase. A suplementacdo de vitamina C
mesmo que ndo tenha influéncia sobre essas enzimas, ofe-
rece aporte maior de substrato, que poderia ser responsa-
vel por reacdes quimicas indutoras de sintese de colageno™.

A transposicao dos achados experimentais para
a clinica deve ser cautelosa. Apesar de alguns trabalhos
evidenciarem efeito benéfico da vitamina C, outros mos-
tram que mecanismos inflamatérios (células e mediadores
quimicos) sdo os responsaveis pela regulacao da sintese de
colagen®1617,

Os resultados do presente trabalho sugerem efei-
to positivo da vitamina C tanto nas fases iniciais quanto
tardias dos processos cicatriciais. Levando-se em conta que
a maior parte das complicacoes (deiscéncias, fistulas) ocor-
rem no periodo pés-operatério imediato, julgamos perti-
nente supor que a administracdo de vitamina C possa ser
benéfica, mesmo na clinica, quando se trata de doencas
cronicas ou degenerativas.

Um outro aspecto que merece consideracao é o
fato de a administracdo de vitamina C levar a tensao de
ruptura tardia do segmento jejunal integro significativamen-
te maior do que a do Grupo Controle. Neste trabalho, ndo
encontramos qualquer subsidio histolégico que auxiliasse
na explicacdo desse resultado. Portanto, essa resisténcia
também requer maiores estudos para ser compreendida.

A suplementacao oral de vitamina C contribuiu
para aumentar a resisténcia das anastomoses jejunais e do
segmento jejunal integro de rato, tanto no periodo pds-
operatorio imediato, quanto tardio.

Os autores agradecem ao CNPg e FAPEMIG pe-
los auxilios financeiros que permitiram a realizacdo deste
trabalho.

Objective: To compare the resistance of anastomosed and intact jejunal segments of rats submitted to administration of vitamin
C in different postoperative periods. Methods: Fifty Wistar rats underwent enterotomy followed by end-to-end anastomosis of the
Jejunal segment, 10 cm from the duodenojejunal flexure. The animals were divided into two groups (n = 25): Group | — control; Group
Il — administration of oral vitamin C 100 mg/kg. We evaluated the bursting pressures of the anastomotic and the intact jejunal
segments in the third, fifth, seventh, 21st and 28th postoperative days. Results: The rats that received vitamin C had higher
anastomotic bursting pressure in the fifth, seventh and 28th postoperative days. The same happened with the bursting pressures of
intact jejunal segments. Conclusion: Vitamin C increased the resistance of jejunal anastomoses in rats, both in the immediate and
in late postoperative periods. In addition, the final resistance of intact jejunal segments of rats under administration of vitamin C was

significantly higher than in the control group.

Key words: Wound healing. Ascorbic acid. Anastomosis, surgical. Rats, wistar.
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