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RESUMO

Introducdo: Os procedimentos cirdrgicos com anastomoses colorretais
sdo largamente realizados na pratica médica e indicados para doencas
benignas e malignas. A fistula anastomdtica é a complicacdo mais grave
e apresenta maior taxa de morbimortalidade, aumento do tempo de
internacdo e dos custos hospitalares e piores resultados oncolégicos.
Diversos fatores influem na cicatrizacdo da anastomose e sdo
relacionados as técnicas cirdrgicas, as condicdes clinicas dos pacientes e
ao uso de farmacos no periodo peri-operatorio. Recentemente substancias
gue liberam fatores do crescimento tem demonstrado melhoria nos
parametros cicatriciais em diversos tecidos, principalmente no trato
gastrointestinal. A grelina é um horménio orexigeno com potente acdo
sobre a liberagdo do horménio do crescimento (GH) e que também age de
maneira benéfica nos processos de crescimento e reparo celular. Atua
sobre diversas reacGes a nivel molecular, inclusive sobre o estresse
oxidativo que é um dos fatores que influem no processo cicatricial.
Recentemente, foi demonstrada melhoria em alguns parametros da
cicatrizagdo de anastomoses colénicas com administracdo exdgena de
grelina. Objetivos: Investigar o impacto da administracdo exdgena de
grelina na cicatrizacdo de anastomoses colénicas em relacdo a parametros
mecanicos, histoldgicos, bioquimicos e marcadores de estresse oxidativo.
Método: Estudo analitico experimental do tipo corte transversal com
intervengdo em sessenta e quatro ratos Wistar machos. Os animais foram
distribuidos randomicamente em 8 subgrupos que receberam
administracdo intraperitoneal pés-operatéria de grelina (23ug/Kg/dia) ou
soro fisioldgico, sendo que, o tecido anastomatico cicatricial foi avaliado
no 3° 7° e 14° dias de pds-operatdrio, respectivamente. A pressdo de
ruptura, os parametros histolégicos da cicatrizacdo, o teor de
hidroxiprolina, os niveis de Catepsina B e marcadores de estresse
oxidativo tecidual foram comparados entre os subgrupos. Resultados:
Houve aumento estatisticamente significante nas médias de pressdo de
ruptura da anastomose no subgrupo grelina no 7° PO (P=0,035). Na
avaliacdo histologica houve diferenca significante no infiltrado
neutrofilico (P=0,035) no 3° e 14° PO, também na apoptose (P=0,004), no
tecido de granulagéo (P=0,011) e na inflamac&o peritoneal (P=0,014) no






14°PO. Houve aumento estatisticamente significativo da concentragdo de
hidroxiprolina no tecido cicatricial do subgrupo grelina no 14° PO
(P=0,043). A avaliacdo de catepsina B ndo apresentou diferencas
significativas. Na comparacdo dos marcadores de estresse oxidativo
houve diferencas nas concentra¢des teciduais de NO, (P= 0,021) no 3°
PO e na producdo de EROs (P=0,012) no 14° PO. Conclusdo: A
administracdo de grelina no pds-operatdrio apresentou efeitos benéficos
anti-inflamatérios e antioxidantes no 3° e 14° PO e aumentou a resisténcia
da anastomose no 7° PO e a concentracdo de hidroxiprolina tecidual no
14° PO.

Palavras-chave: Grelina; Cicatrizagdo; Cirurgia Colorretal; Estresse
Oxidativo, Fistula Anastomotica, Anastomose Cirlrgica.






ABSTRACT

Introduction: Surgical procedures with colorectal anastomosis are widely
performed in medical practice for benign and malignant diseases.
Anastomotic leakage is the most deadly complication and presents a
higher rate of morbidity and mortality, increased length of hospitalization
and costs and worse oncological results. Several factors influence the
anastomotic healing process and are associated with surgical techniques,
patient’s conditions and perioperative drugs administration. Recently,
drugs that release growth factors have shown improvement in the healing
parameters in several tissues, mainly in the gastrointestinal tract. Ghrelin
is an orexigenic hormone with potent action on the growth hormone (GH)
releasing and acts in a beneficial way in the processes of growth and tissue
repair. It acts on several steps at the molecular level, including oxidative
stress, which is one of the factors that influence the healing process.
Improvement in some parameters of the healing of colonic anastomosis
with exogenous administration of ghrelin has been demonstrated.
Obijectives: To investigate the impact of exogenous administration of
ghrelin on the colonic anastomosis healing process, evaluating
mechanical, histological, biochemical parameters and oxidative stress
markers. Method: Experimental cross-sectional analytical study with
intervention in sixty-four male Wistar rats. The animals were randomly
assigned to 8 subgroups receiving postoperative intraperitoneal
administration of ghrelin (23 pg / kg / day) or saline. The anastomotic
tissue was evaluated on the 39, 7" and 14" postoperative days,
respectively. The anastomotic bursting pressure, histological parameters,
hydroxyproline content and tissue oxidative stress markers were
compared among the subgroups. Results: There was a significant increase
in the means of anastomotic bursting pressure in the ghrelin subgroup on
the 71 postoperative day (P = 0.035). Histological evaluation presented a
significant difference in the neutrophilic infiltrate (P = 0.035) at the 3"
and 14" days, and apoptosis (P = 0.004), granulation tissue (P = 0.011)
and peritoneal inflammation (P = 0.014) at 14™ postoperative days. There
was a statistically significant increase in the hydroxyproline content in the
ghrelin subgroup at 14™ postoperative day (P=0,043). The cathepsin B
expression did not has significant differences. In the comparison of the






oxidative stress markers, there were significant differences in the NO2-
levels (P = 0.021) in the 3 and in ROS levels (P= 0,012) in the 14%
postoperative days. Conclusion: The administration of ghrelin had
beneficial anti-inflammatory and antioxidant effects in the 3 and 14
and increased the resistance of the anastomosis in the 7" and the
hydroxyproline tissue content in the 14™ postoperative days.

Keywords: Ghrelin; Wound Healing; Colorectal Surgery; Oxidative
Stress, Anastomotic Leak, Surgical Anastomosis.
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I.  REFERENCIAL TEORICO
1. Introducéo
1.1 Consideragdes Gerais

A cirurgia colorretal incorporou importantes avancos técnicos e
conhecimentos cientificos nas Ultimas décadas tais como: a utilizacéo de
grampeadores, 0 uso de antibioticos, o preparo pré-operatério de célon, o
acesso Vvideolaparoscépico, a quimiorradioterapia, a confeccdo de
ostomias, entre outros, que possibilitaram a realizagdo segura e eficaz de
intervenc@es cirdrgicas tanto para as doencas benignas quanto para as
malignas (1, 2). Apesar dessa evolugdo, as cirurgias colorretais ainda
apresentam importantes complica¢des pos-operatérias, sendo a mais
grave a fistula anastomética (FA), que estd associada a altas taxas de
morbidade e mortalidade, alto custo hospitalar, prolongado tempo de
internacdo nosocomial e a um pior prognostico no resultado oncoldgico
tardio (3-7).

A prevencgdo da FA apés procedimentos colorretais € um tema
em continua investigacdo, sendo que, diversos estudos clinicos e
experimentais utilizando diferentes tipos de farmacos, técnicas,
dispositivos tém sido publicados tentando esclarecer a sua etiopatogenia
e diminuir a incidéncia dessa complicacdo (2, 4-6, 8-11).

A FA é definida como um vazamento do contelido intestinal ou
gasoso através da area de conexdo cirlrgica realizada entre dois
segmentos de visceras ocas. Esse conteldo pode extravasar para o
abdémen ou pelve, ocasionando cole¢des em torno do local da
anastomose ou intraperitoneais que também podem exteriorizar pela
ferida operatéria, dreno ou anus. Ela geralmente causa repercussoes
clinicas como febre, sepse, peritonite e dor abdominal e seu diagnéstico
é feito através de exames clinicos ou de imagem (5, 12, 13). Na maioria
das vezes ocorre entre 0 quarto e o sétimo dias de pds-operatério mas, em
alguns casos pode se manifestar apds esse periodo (14).

A incidéncia de FA pobs-ressec¢des coldnicas e retais varia na
literatura entre 2% e 16% (3, 5, 15-19), sendo que, essa heterogeneidade
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de resultados se deve a diferencas anatdmicas, imunoldgicas e clinicas de
cada paciente, e sdo também influenciados pelas diferentes técnicas
cirlrgicas, habilidade e experiéncia dos cirurgides, pelos meios utilizados
para seu diagndstico e pelo porte das institui¢des hospitalares envolvidas
(18).

1.1.2 Fatores de Risco para FA Colorretal

Kingham e Pachter dividiram os fatores de risco para FA nos
procedimentos colorretais em trés categorias principais: paciente-
especificos, intra-operatorios e especificos para anastomoses retais
baixas. Dentre os fatores analisados fumo, alcool, classificacdo ASA >3,
uso de esteroides, sexo, albumina < 3,5 g/dl, uso de bevacizumabe,
transfusBes sanguineas, colocacdo de drenos e distancia da anastomose
em relacdo & margem anal (<5cm) foram as principais variaveis
independentes associadas a FA (13).

Fujita et al., em recente revisdo abordando estudos prospectivos
e retrospectivos publicados sobre resseccdes colorretais oncolégicas,
também identificaram fatores de risco para o desenvolvimento da FA.
Dentre os mais significativos para a formacéo de FA destacaram-se: 0 uso
pré-operatorio de esteroides, a perda sanguinea volumosa com multiplas
transfusbes e a quimiorradioterapia neoadjuvante. Outros fatores
analisados como estomas protetores, tipos de anastomoses
(manual/grampeada), ligadura alta da artéria mesentérica inferior, preparo
intestinal e via de acesso (aberta/laparoscépica) ndo demonstraram
diferencas significativas (4).

Frasson et al. também publicaram um estudo prospectivo
multicéntrico avaliando 3193 pacientes submetidos a ressecgdes
colorretais oncolégicas com anastomoses primarias e sem estoma, que
demonstrou uma taxa 8,7% de FA e um significativo aumento na
mortalidade (15,2% x 1,9% nos pacientes sem FA) e no tempo de
hospitalizacdo (23 dias x 7 dias nos pacientes sem FA). Apds analise
multivariada a obesidade, o valor pré-operatdrio das proteinas totais no
soro, 0 género masculino, o tratamento com anticoagulantes, as
complicagdes intra-operatorias e 0 nimero de leitos hospitalares foram
definidos como fatores de risco independentes para génese da FA (5).
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Marinello et al. também demonstraram em recente estudo, com
1045 pacientes submetidos a resseccdes coldnicas oncoldgicas eletivas,
taxas de FA variando entre 5.2% e 12.7% dependendo dos segmentos
anastomosados (ileo, colon e reto) e identificaram como fatores de risco
independentes o numero de transfusdes sanguineas peri-operatorias e a
experiéncia do cirurgido com procedimentos colorretais (3).

1.1.3 Profilaxia da FA

Apesar dos fatores de risco anteriormente citados, a profilaxia da
FA pode ser realizada e otimizada com o uso de substancias e terapias que
melhoram as condicOes locais e estimulam o processo cicatricial.

Oines et al., em metanalise que avaliou estudos com agentes
terapéuticos administrados em humanos e animais com propdésito de
melhorar o processo cicatricial no c6lon e reto, encontraram 56 possiveis
substancias, sendo que em apenas seis 0s estudos apresentavam critérios
para serem exploradas futuramente. Dentre elas, o imunomodulador
lloprost® aumentou a pressdo de ruptura da anastomose (PRA)
significantemente em rela¢do aos controles nos trabalhos analisados (P
<0,0001), também houve aumento significativo na PRA com a
administragdo dos hormonios eritropoietina (P=0,004), hormonio do
crescimento (GH) (P=0.004) e fator do crescimento insulina-like (IGF-1)
(P< 0,00001) (11).

Boersema et al. demonstraram em um estudo experimental com
ratos submetidos a colectomias seguidas de anastomoses isquémicas, que
0 tratamento com oxigénio terapia hiperbarica (OTH) no periodo peri-
operatério diminuiu significativamente o indice de FA pelo aumento
significativo na expressdo de macréfagos tipo 2 no grupo OTH, que
poderia explicar maior resisténcia na linha anastomética devido a inducéo
do aumento da producdo de colageno local (20).

A hipotermia peri-operatoria, também é uma condicdo que esta
bem definida na literatura como sendo fator de risco para a formagéo da
FA. Esta condicdo promove efeitos deletérios locais no tecido
anastomaético como diminui¢do da PRA, decréscimo na expressdo de
interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-10) e de IGF-1 que estimulam a
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cicatrizacdo, e também eleva os niveis de estresse oxidativo (EO) local
com diminuicdo de enzimas antioxidantes interferindo no reparo
cicatricial (9, 10).

Em humanos os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) tem
sido objeto de inumeros ensaios clinicos na tentativa de demonstrar seus
efeitos sobre o processo cicatricial nas anastomoses colorretais.

Paulasir et al., em um recente trabalho retrospectivo comparando
4360 pacientes submetidos a cirurgias colorretais eletivas com e sem
administracdo de AINEs no periodo pés-operatério, ndo observaram
diferenca estatistica na taxa de FA entre os dois grupos (P=0,20) nem na
mortalidade nos primeiros trinta dias (P=0,14).

Rushfeldt et al. conduziram um estudo clinico com 428 pacientes
submetidos a anastomoses intestinais e também demonstraram ndo haver
relacdo significativa entre a administracdo de cetorolaco (P=0,31) e
diclofenaco (P=0,41) e aumento da taxa de FA em comparagdo com a nao
utilizacdo desses AINEs no periodo pés-operatorio (21). Esse mesmo
autor publicou uma revisdo analisando estudos clinicos e experimentais
publicados entre 1975 e 2010, comparando a relagcdo entre o uso de
diversos AINEs e resultados no processo cicatricial e fistulas de
anastomoses intestinais, sugerindo um possivel efeito deletério dos
inibidores seletivos da ciclooxigenase (COX-2) sobre o processo
cicatricial (8). A relacdo entre o uso dos AINEs e a FA pds-cirurgias
colorretais permanece controversa e indefinida, sendo que, novos ensaios
multicéntricos randomizados sdo necessarios para esclarecer essa relacéo
e definir condutas, ja que, atualmente, esses farmacos séo utilizados em
larga escala para controle da dor poés-operatoria em substituicdo aos
opidides, baseados em pardmetros clinicos do cirurgido (22).

Diversos estudos clinicos e experimentais tém sido publicados
utilizando antibiéticos no periodo peri-operat6rio com objetivo de reduzir
o indice de FA pds cirurgias colorretais, porém em sua maioria ndo
demonstraram efeitos significativos relacionados com a melhora nos
pardmetros mecanicos nem bioquimicos de avalicdo da cicatriz
anastomatica, como demonstrado recentemente por Qines et al. em uma
metanélise (11), e seu emprego permanece controverso para profilaxia da
fistula, necessitando novas pesquisas.
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De forma semelhante, o preparo mecanico do colon também
apresenta resultados controversos na literatura em relagéo as taxas de FA
guando comparados com a sua ndo utilizagdo em pré-operatério de
cirurgias colorretais eletivas (23-26). Kiran et al. e Scarborough et al.
demonstraram em ensaios clinicos recentes com paciente submetidos a
colectomias eletivas que a combinagdo com antibioticoterapia via oral
reduz significativamente os indices de infeccdo no sitio cirdrgico, de ileo
po6s-operatorio e também de FA (24, 25), mas esses dados necessitam de
mais estudos para comprovacao cientifica.

Ceran et al. recentemente demonstraram em um estudo
experimental, que a administracdo exdgena de grelina via intraperitoneal
no periodo pos-operatorio aumenta significativamente a PRA no sétimo
dia no grupo de estudo em relacdo ao controle (P<0,05), em ratos
submetidos a anastomoses col6nicas, sugerindo uma possivel relagdo com
reducdo das fistulas (27), porém necessita de mais pesquisas para verificar
o real valor desse achado.

Novos farmacos para otimizacao e melhoria do processo cicatricial
das anastomoses intestinais sdo desenvolvidos e testados constantemente
em ensaios clinicos e experimentais na tentativa de reduzir ao maximo as
complicagdes pos-operatorias, principalmente em cirurgias colorretais, e
esse desafio resulta na evolucdo e no aprimoramento dos desfechos
cirlrgicos na pratica clinica.

1.2 O Processo Cicatricial
1.2.1 Etapas da Cicatrizacao

A cicatrizacdo é um processo especializado e dindmico composto
por etapas que se sobrepde e sdo reguladas por mediadores plasmaticos,
células teciduais e matriz extracelular que interagem entre si com o
objetivo de reestabelecer a barreira imune e reparar o tecido lesado (28,
29).

O processo cicatricial inicia apds a leséo e consiste em trés fases
bem definidas: inflamatéria (lag phase), proliferativa ou reepitelizacéo e
remodelacdo ou maturagéo (28, 30, 31).
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Fase inflamatoria ou Lag Phase: inicia imediatamente apds a
lesdo tecidual. Nessa etapa a ruptura dos vasos sanguineos locais
promove o afluxo de plaquetas que formam um codgulo com
funcdo hemostatica, e também facilitam a chegada de células
inflamatdrias e mediadores da cicatrizagdo. As plaquetas
secretam principalmente: fator de crescimento epidérmico
(EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e
fator de crescimento transformador —f (TGF-f). Ha também
liberacdo de interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral — o
(TNF-a) pré-armazenados nos queratindcitos que sinalizam o
dano para as células adjacentes a lesdo. Sob a aclo desses
mediadores ha o recrutamento de neutréfilos para o local, que
iniciam a limpeza da é&rea removendo bactérias e particulas
estranhas, e sdo as células predominantes nas primeiras 48 horas.
Apos esse periodo hd a quimiotaxia de mondcitos que se
diferenciam em macro6fagos e potencializam o desbridamento
tecidual e o processo inflamatério local, com a liberacdo de
citocinas como IL-1 e IL-6 e fator de crescimento dos
fibroblastos (FGF), entre outros. Quando ha deficiéncia na
producdo de macrdéfagos existe falha no processo de reparo
tecidual, e acredita-se que eles tém papel fundamental na
transicdo da fase inflamatdria para a proliferativa.

Fase Proliferativa ou Reepitelizacdo: a fase de proliferacdo
inicia subsequentemente a inflamatéria e nela ocorre a
substituicdo da matriz provisoria, formada anteriormente, por
uma nova matriz extracelular composta pelo tecido de
granulacéo que preenche a ferida no quarto dia e é formada por
colageno tipos | e Ill, sob a acdo do fator de crescimento
transformador Bl (TGF p1). Nesta etapa os fibroblastos
predominam no local, e juntamente com 0s macréfagos mantém
a producdo de fatores de crescimento, inclusive do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e do fator de
crescimento basico do fibroblasto (bFGF), que estimulam a
angiogénese e neovascularizagdo locais, permitindo a chegada de
cofatores como ferro, vitamina C e oxigénio molecular,
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indispensaveis para hidroxilacdo da prolina e lisina no processo
de sintese do colageno. Baixas tensfes de oxigénio tecidual e
altas concentracBes de acido latico e dxido nitrico também
estimulam a angiogénese. A neovascularizacdo é regulada por
fatores inibidores como: trombospondinas (TSP-1), interferon y
(IFN-y), angiostatinas ¢ endostatinas que interrompem sua
formagéo mantendo o equilibrio local. Ao final dessa fase, com
a ferida repleta pela matriz extracelular recém-formada rica em
coldgeno e neovasos, se inicia 0 processo de apoptose e
substituicdo por uma escara acelular.

e [Fase de remodelagdo ou maturacgdo: durante a segunda semana
da cicatrizacdo ocorre a diferenciagdo de fibroblastos em
miofibroblastos, caracterizados por possuirem fibras de a-actina
de musculo liso (a-SMA) no citoplasma para sustentacdo e
interligacéo entre as células e consequentemente compactacéo e
contra¢do da ferida induzidas pelos fatores TGFB1, TGFB2 e
PDGF. Nessa tltima etapa, ocorre a completa formacao do tecido
cicatricial e remodelacdo do colageno sob efeito de enzimas
proteoliticas produzidas no plasma, nos fibroblastos, nos
macrofagos e nas células epiteliais e endoteliais como:
colagenase, gelatinase A, estromelisina, ativador de
plasminogénio e as metaloproteinases de matriz (MMPs).
Finalmente, apds equilibrio no processo entre a sintese e a
degradacdo, ha espessamento e deposicdo das bandas de
colageno e contracdo local com término do processo cicatricial e
formag&o completa da cicatriz geralmente até a terceira semana.

1.2.2 A Cicatrizagdo no Trato Gastrointestinal (TGI)

A estrutura da parede dos segmentos do TGI, excetuando-se o
esdfago e o terco distal do reto, é composta por quatro camadas distintas
denominadas: mucosa, submucosa, muscular prdpria e serosa. A mucosa
é constituida por epitélio colunar, ldmina propria e uma fina camada
muscular. Lesdes dessa camada apenas sdo reparadas por hiperplasia
epitelial. Na camada submucosa se localizam a maior parte dos depdsitos
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de coléageno tipos I, Il e V, dos vasos sanguineos, dos linfaticos e das
fibras nervosas, sendo ela, a principal estrutura envolvida na reparacdo da
parede intestinal e onde ocorrem as principais interagdes inibitdrias e
excitatorias, desempenhando um importante papel na sustentacao final da
anastomose. A muscular propria € composta por musculatura lisa
entremeada por fibras de colageno, e a camada serosa representa tecido
conjuntivo que recobre a muscular (28, 32) (Figura 1).

Figura 1. Corte histoldgico de segmento col6nico do rato demonstrando as
camadas constituintes da parede intestinal: a — mucosa, b — submucosa, ¢ —

muscular propria e d - serosa (aumento 40X)

)y 1)

As etapas da cicatrizacdo descritas acima sdo comuns a todos os
tipos de tecidos, sendo que, a cicatrizacdo da pele é a mais amplamente
conhecida e estudada. Muitos componentes presentes na cicatrizacdo da
pele sdo encontrados em outros tipos de tecidos, porém existem variagdes
especificas entre eles que influem nos parametros cicatriciais e nos
resultados da formac&o da cicatriz final.

Com relacdo ao TGI hé diferencas no meio de exposicao da leséo,
na duracdo das fases, na composigdo do colageno, nas estruturas e nos
fatores reguladores que séo significativas e necessitam discussao (32-34).
A producéo de colageno no tecido do TGI difere da que acontece na pele,
pois além de ser realizada pelos fibroblastos também ¢é feita nas células
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da musculatura lisa que produzem o colageno tipos I e 111, como acontece
no processo cicatricial da pele, e adicionalmente o tipo V encontrado
apenas no processo intestinal (35). Outra diferenca significativa diz
respeito ao ambiente de exposicdo (conteddo intestinal) e a flora
bacteriana que no TGI é composta por bactérias aerdbicas e anaeroébicas.
Também ha diferenca na perfusdo vascular dos tecidos que é muito
influenciada e diminuida no TGI nas situa¢fes de choque hipovolémico,
enquanto que na pele se mantém constante (28). Outra importante
particularidade no processo cicatricial intestinal € a atividade da
colagenase que é muito aumentada nos primeiros trés dias de cicatrizacéo
e no processo da pele é linear (35). Essa intensa atividade resulta em um
desequilibrio entre sintese e degradacéo, levando a pronunciada fraqueza
no tecido anastomotico cicatricial intestinal durante esse periodo, e esta
associada a deficiéncia na cicatrizacdo e fistulas quando se prolonga além
desse tempo. A camada serosa, que é exclusiva da parede intestinal,
também oferece uma impermeabilizacdo extra para a linha de sutura
sendo um fator adicional na cicatrizagdo intestinal ndo tendo estrutura
correspondente na pele (28, 32).

Em suma, no processo cicatricial intestinal, a reepitelizacdo da
camada mucosa ocorre em 48 horas pés-trauma refazendo a barreira
epitelial, porém, essa camada ndo participa da sustentacdo da cicatriz
final. No periodo compreendido entre o quarto e sétimo dia, ha maior
chance de ruptura e falhas na cicatrizacdo da linha anastomética devido a
maior atividade da colagenase na camada submucosa. A completa
reestruturacdo e impermeabilizacdo da anastomose ocorre ap6s 0 sétimo
dia, e com 14 dias a cicatriz alcanca indices de resisténcia quase proximos
ao tecido normal, sendo que, o processo de maturagao persiste por varios
meses (31, 33, 34). Mesmo a luz desse conhecimento, ainda hoje os
cirurgies tém dificuldades em predizer o resultado de uma anastomose
intestinal e constantes pesquisas sdo realizadas para elucidar e melhorar
0 processo cicatricial no intestino (36).
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1.3 O Colageno

O colageno é a principal proteina estrutural dos animais descoberta
e descrita na década de 50 (37, 38), sendo que, é a proteina mais
abundante nos mamiferos. Em humanos corresponde a um ter¢o da massa
proteica total e € o principal componente do tecido conjuntivo da matriz
extracelular. A superfamilia do colageno compreende 28 diferentes tipos
gue sdo identificados por algarismos romanos (I- XXVII1) (39).

1.3.1 Estrutura do colageno

Sua estrutura é formada por uma tripla hélice composta pela
unido trés cadeias de polipeptidios (cadeias-a) ligadas por pontes de
hidrogénio com conformagdo helicoidal orientada para direita. As
cadeias-o sdo identificadas por numerais arabicos e compde de 10% (tipo
XI1l) a 96% (tipo 1) do total da molécula dependendo do tipo de colageno
e podem variar em tamanho de acordo com o nimero de aminoacidos
(662 até 3152). O colageno também pode ser denominado homotrimérico,
guando todas as cadeias-a sdo idénticas, e heterotrimérico, quando elas
diferem entre si (40). A tripla hélice é estabilizada pela presenca do
aminoacido glicina (Gly) a cada trés residuos, pelo alto contetido de
prolina e hidroxiprolina, pelas pontes de hidrogénio e pelas interacdes
eletrostaticas envolvendo lisina e aspartato (41). A sequéncia de
aminoacidos mais frequente nas cadeias-a é formada por Gly-X-Y, sendo
gue, a posicdo X geralmente é ocupada por prolina e a Y por 4-
hidroxiprolina (40).

De acordo com a disposicdo supramolecular das fibras dos
diferentes tipos de colagenos eles podem ser divididos em subfamilias
denominadas: colageno fibrilar, colageno associado a bandas de fibrilas
ou FACITs (fibril-associated colagens with interrupyed triple hélices),
colageno formador de redes e colageno trans-membrana (39, 42).
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1.3.2  Funces e metabolismo do coladgeno

Devido as suas caracteristicas de estabilidade térmica, forca
mecéanica, flexibilidade e capacidade de interacdo com outras
biomoléculas, o colageno tem papel importante na arquitetura e funcéo de
diversos sistemas como pele, tenddes, cartilagens, corneas, 0ss0s,
musculos, entre outros (40).

Além das propriedades biolégicas que conferem forga,
resisténcia e elasticidade, o colageno também interage com receptores
celulares que regulam mecanismos de crescimento, diferenciacdo e
migracao celular atuando em processos de reparo e cicatriza¢do, doencas
neurolégicas, neoplasias, doengas alérgicas, etc. (39, 43).

A degradacdo dos diferentes tipos de colageno é realizada pelas
endopeptidases denominadas metaloproteinases de matriz (MMPs)
pertencentes a familia das metcizinas zinco-dependentes(39), e
principalmente, pela catepsina B, uma tipica cisteino protease lisossomal,
que em situagOes de inflamacdo cronica e de estresse oxidativo elevado,
tém sua expressdo e ativacdo aumentadas (44, 45).

1.4 A Grelina
1.4.1 Purificacdo da Grelina

Isolada e identificada no estdmago de ratos por Kojima et al. em
1999 (46) a grelina ¢ um hormdnio orexigeno com capacidade de liberar
0 GH tanto in vivo quanto in vitro (47) e sua estrutura gramatical deriva
da fusdo da raiz protoindu-europeia ghre (crescimento) com a palavra
inglesa release (liberagdo).

Os horménios que influem na liberagio do GH pelos
somatotrofos, localizados na adenohipofise, foram identificados e
denominados como: Hormdnio Liberador do GH (GHRH) e Secretagogos
do GH (GHS) (48, 49). O GHRH se liga a receptores especificos,
denominados GHRH-R, e promove a secre¢do de GH induzindo aumento
de AMPc intracelular, que atua como segundo mensageiro e induz a
secrecdo. Durante anos o ligante endégeno dos receptores dos GHS
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(GHS-R) ficou desconhecido, apenas existiam substancias sintéticas
(opidides, GHRP-2, GHRP-6) que induziam fracamente a liberacdo de
GH (50-52). A liberacéo via GHS-R ocorria pela sinalizagdo de inusitol
trifosfato (IP3) com consequente aumento do calcio intracelular. Os GHS-
R foram descobertos por Howard et al. em 1996 (53) e, por ndo possuirem
um ligante natural, eram conhecidos como “receptores 6rfaos”. Em 1999,
utilizando estratégias especificas de “receptor orfao” em diferentes
amostras teciduais de ratos que expressavam 0s GHS-R (cérebro, pulmao,
rins, intestinos), Kojima et al. detectaram alteracfes na concentragdo
intracelular de calcio, e finalmente, ap6s etapas de cromatografia,
identificaram a grelina como sendo o ligante natural dos GHS-R
responsavel por essas acoes (46).

1.4.2 Caracteristicas Estruturais da Grelina

A grelina é um peptideo composto por 28 aminoacidos com a
peculiaridade de ser modificada na posicéo serina 3 (Ser®) por um acido
n-octandide. Essa modificacdo é essencial para sua atividade e é um caso
inédito entre os mamiferos de modificagdo por &cido graxo e liberagéo
hormonal de GH. O gene humano da grelina estd localizado no
cromossomo 3p25-26, sendo que, a grelina humana tem estrutura
semelhante a de ratos excetuando-se nos aminoacidos de duas posicoes
Arg*e Val*? (46, 47, 54).

Hosoda et al. identificaram e purificaram no estdmago de ratos
um segundo tipo de grelina denominada Rat des-GIn**-ghrelin, que difere
da original apenas pela delecdo do aminoacido glutamina na posi¢éo 14,
mas mantém a mesma atividade e poténcia da grelina, apesar de baixos
niveis teciduais gastricos (55). Esses autores também identificaram
peptideos derivados da molécula precursora de grelina em tecidos
humanos e os classificaram de acordo com a acetilacdo na posicdo Ser?
em: ndo-acetilados, octanoacetilados (C8:0), decanoacetilados (C10:0) e
decenoacetilados (C10:1). Adicionalmente também encontraram
peptideos formados por 27 ou 28 aminoacidos e concluiram que a formas
com 28 aminoacidos e as octanoacetiladas sdo as mais abundantes no
plasma e tecidos na relagdo 3:1 e as mais ativas (56).
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Existe ainda, a forma néo-acetilada que ndo tem a modificagdo
na posicdo Ser®, denominada des-acyl-ghrelin. Apresenta significantes
niveis plasmaticos e teciduais gastricos, porém ndo se liga aos receptores
GHS-R nem exibe atividade de liberacdo do GH tanto in vitro quanto in
vivo (57) e seu papel fisioldgico ainda necessita ser elucidado.

A enzima responsavel pela reacdo de catalisacdo e acetilacdo da
forma ativa da grelina foi identificada em 2008 por Yang et al. (58) e
denominada Ghrelin O-acyltransferase (GOAT). Sua expressao
periférica se limita ao trato gastrointestinal e aos testiculos, tendo acdo
6tima em temperaturas entre 37-50°C e faixas de pH ideal entre 7 -8 (59).
Recentemente foi descoberto um peptideo que potencialmente inibe a
GOAT in vitro, denominado GO-CoA-TAT, seus efeitos e futuras
aplicacdes ainda sdo objetos de estudos nas pesquisas no controle da
obesidade e distarbios metabélicos (60, 61).

1.4.3 Tipos de Receptores

O gene relacionado aos receptores de grelina (GHS-Rs) esta
localizado no cromossomo 3 na posicao q26-27. Tratam-se de receptores
pertencentes a familia dos “receptores acoplados a proteina G” (GPCR)
formados por sete dominios trans-membrana (7TM) e expressos em dois
diferentes tipos de RNAm (47, 53).

O primeiro é denominado GHS-R tipo 1a, que apresenta os sete
dominios trans-membrana (TM1-TM7), e onde ocorre ligagdo da grelina
resultando nos efeitos conhecidos. O segundo é o GHS-R tipo 1b,
formado apenas por cinco dominios trans-membrana (TM1-TM5), e que
até o momento é considerado fisiologicamente inativo por ndo haver
ligacdo com a grelina e ndo produzir nenhum efeito documentado (62).

O GHS-Rs e a grelina sdo estruturas moleculares bem
conservadas e identificadas em inUmeras espécies de animais vertebrados
sugerindo uma estreita relacdo entre o horménio e a evolucdo e
perpetuacao das espécies.
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1.4.4  Distribuicao da Grelina

A grelina esta presente tanto no plasma quanto nos 6rgdos e
tecidos periféricos. Células imunorreativas de grelina e expressao de
RNAmM dos GHS-Rs foram identificados no duodeno, intestino delgado,
cblons, reto, pancreas, cérebro, placenta, rins, entre outros (62-68).

A principal fonte de produgdo da grelina circulante é o TGlI,
especialmente na mucosa oxintica do estbmago. Em humanos ela ocorre
nas células enteroenddcrinas PD1 e nos ratos acontece nas células X/A-
like, que correspondem a cerca de 20% da populacdo celular enddcrina
gastrica (69, 70). Nos humanos a concentracdo plasmatica total de grelina
incluindo as formas n-acetiladas e ndo-acetiladas é de 100-150 fmol/ml,
e desse montante apenas 10-20 fmol/ml correspondem a grelina ativa n-
acetilada. Em ratos a concentracdo total é de 1779 fmol/mg no tecido
gastrico, sendo que, destes somente 377 fmol/mg de grelina n-acetilada.
Em ambas as situac¢Ges a concentracdo de grelina ativa corresponde a 10-
20% da concentracdo total do peptideo (47, 57).

Estudos clinicos e experimentais comprovaram a hip6tese de que
0 estbmago é a maior fonte produtora de grelina. Humanos
gastrectomizados apresentaram reducdo de 65% nha concentracdo
plasmatica de grelina, enquanto que, ratos submetidos ao mesmo tipo de
resseccdo ou tratamento com blogueadores de bomba (omeprazol)
tiveram reducédo de cerca de 80% na concentracdo plasmatica (71, 72).
Aparentemente ndo ha aumento compensatorio da populacdo das células
produtoras de grelina em outros 6rgdos apds resseccdo parcial do
estdbmago como foi demonstrado recentemente por Teive et al. em estudo
experimental com ratos submetidos a cirurgia de sleeve gastrico e
avaliacdo imunohistoquimica da mucosa duodenal (65).

Morfologicamente existem dois tipos distintos de células
produtoras de grelina denominadas: tipo “aberto” e tipo “fechado”. Eles
se distribuem ao longo dos segmentos do TGI em diferentes
concentragdes. Enquanto que no estdmago existem apenas as do tipo
“fechado”, a medida que se progride em direcdo distal células do tipo
“aberto” surgem e aparecem associadas as primeiras (64, 73). As abertas
estdo em contato com o limen e especula-se que sejam reguladas por
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alteragdes nutricionais e do pH do conteldo intestinal, enquanto que as
fechadas por estimulos hormonais, neuronais ou mecanicos (distensao)
(74).

Células produtoras de grelina também foram demonstradas em
culturas de linhagens celulares como: adenocarcinoma de co6lon,
carcinoma medular da tireoide, carcinoides géstricos, linfomas, entre
outros, sugerindo que a associa¢do entre linhagem celular e grelina possa
ser uma ferramenta Gtil no tratamento futuro dessas neoplasias (75-80).

1.45 Fatores Reguladores da Grelina

O principal fator que regula a secrecdo de grelina é a alimentacéo,
as concentragdes séricas aumentam no jejum e diminuem apos a ingestéo
de alimentos. Cummings et al. demonstraram um aumento significativo
de até duas vezes nos niveis plasmaticos pré-prandiais de grelina com
rapido decréscimo na primeira hora pos-alimentacdo em individuos
voluntarios submetidos a dosagens periddicas (81, 82).

A administracdo oral ou venosa de glicose também diminui a
concentracdo sérica de grelina como foi demonstrado por Shiiya et
al.(83), assim como o exercicio fisico também reduz significativamente a
concentracdo total de grelina pela inibicdo da atividade da GOAT em
homens (84). Ja a distensdo gastrica induzida pela ingestdo hidrica nédo
apresentou influéncia nos niveis séricos demonstrando ndo haver relacéo
entre estimulo mecéanico gastrico e a secrecdo de grelina, muito embora
ela atue importantemente no aumento da motilidade géastrica (85, 86).

Com relacdo as técnicas utilizadas na cirurgia baritrica,
inicialmente foram publicados diversos resultados demonstrando
diminuicdo significativa nos niveis séricos de grelina apds cirurgias de
by-pass gastrico e sleeve, largamente realizadas para tratamento da
obesidade mdrbida. Entretanto, dados recentes mostram que 0s niveis
plasmaticos retornam ao normal ap6s 12 meses de pds-operatorio em
humanos, e apds 6 semanas em ratos (87, 88).

Distlrbios psiquiatricos relacionados a alimentacdo estdo
associados a aumento dos niveis plasmaticos de grelina, como a bulimia
e a anorexia nervosa. Em contrapartida, estados de privacdo da
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alimentacdo, como no uso de anorexigenos orais e em pacientes
submetidos a grandes resseccdes intestinais, ha diminui¢do importante na
sua concentracdo sérica (89, 90).

A secrecdo de grelina também sofre influéncia do ritmo
circadiano, sendo maior durante a noite e retornando a niveis basais pela
manhd. E de maneira geral apresenta maiores concentracdes plasméticas
em pessoas magras quando comparadas as obesas (83, 91).

1.4.6  Funcdes Fisiolégicas da Grelina

Dentre as mais variadas fun¢des conhecidas da grelina, a
estimulacdo da secre¢do do GH € considerada a principal, sendo que esse
estimulo é 2-3 vezes mais potente que o produzido pela influéncia do
GHRH na adenohip6fise de humanos e ratos (46, 92).

Existem diferentes modelos que explicam a secrecdo do GH
mediada pela grelina. Ja foi demonstrado por Nakazato et al. que injecdes
intracerebroventriculares aumentam a concentracdo plasmatica de GH,
sugerindo efeito priméario direto sobre as células hipofisarias (46, 93).
Outra via que foi descoberta é a mediada pelo nervo vago, que estimula
areas do nucleo arqueado no hipotdlamo e consequente secre¢do do GH
ap6s administracdo periférica de grelina, secrecdo que apresenta
importante diminuicdo apds sec¢des do vago, indicando participacdo
fundamental dele para que se atinja o maximo efeito estimulante da
grelina (94, 95).

A associagdo entre 0 GHRH e a grelina também produz um efeito
sinérgico na estimulacdo da secrecdo de GH, visto que, a administracdo
conjunta de ambos causa maior libera¢do do horménio quanto comparada
a administracéo isolada (96).

A grelina exerce forte efeito orexigeno e aumenta a ingestao
alimentar ap6s sua administracdo. Acredita-se que esses efeitos sdo
mediados por estimulagdo vagal aferente até o hipotadlamo pelas células
produtoras de grelina localizadas no estbmago. Em contrapartida, ocorre
abolicdo da elevacdo plasmatica de grelina em estados de jejum naqueles
individuos submetidos a vagotomia e em tratamento com atropina (95).
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Em suma, ela é secretada primariamente no estbmago em resposta ao
jejum ou fome, e sua elevagao plasmatica serve como sinal periférico para
informar ao sistema nervoso central via nervo vago e estimular a ingesta
alimentar.

Além do estimulo do apetite, a grelina tem efeito comprovado
sobre diversos 6rgdos e sistemas em humanos e ratos (87). J& foi
demonstrado que ela estimula a secre¢do acida e motilidade do estdmago,
acelerando o esvaziamento gastrico, e participa do processo de
substituicdo das células da mucosa estomacal (97, 98).

No sistema cardiovascular a administracdo intravenosa de grelina
promove aumento do débito cardiaco e diminuicdo da pressdo arterial
média em humanos (99, 100) e em ratos (101). Também melhorou
sintomas de caquexia e funcdo ventilatdria associada a doenca pulmonar
obstrutiva cronica nos pacientes tratados por trés semanas quanto
comparados aos controles (102).

Efeitos sobre a secrecdo e regulagdo de insulina nas ilhotas
pancreaticas e 0 metabolismo da glicose foram descritos, mostrando que
em estados hiperglicémicos a grelina estimula secrecdo de insulina, muito
embora ela ndo produza o mesmo resultado com niveis glicémicos
normais. Controversamente ja foi demonstrado que a grelina reduz a
secrecdo de insulina em humanos (67, 103, 104). As discrepancias entre
0s resultados continuam sendo investigadas para definir o real papel da
grelina na funcéo pancreatica.

O metabolismo 6sseo também sofre acdo da grelina que, em
ratos, age aumentando a diferenciagdo dos osteoblastos e,
consequentemente, a densidade de mineralizagdo Gssea através de
receptores GHS-R 1la identificados por imunohistoquimica no tecido
6sseo. Em humanos submetidos a cirurgia bariatrica também ha
diminuicdo da massa Gssea ap6s 12 meses que € atribuido, entre outros
fatores, a diminuicdo da grelina circulante nesses pacientes (105-107). No
tecido adiposo ela diminui importantemente a oxidacéo lipidica, aumenta
a lipogénese e diminui o estado inflamatério induzido pela adiposidade
(87, 108).

Outros efeitos da grelina também tém sido relatados no sistema
imunoldgico apds comprovacdo da expressdo de GHS-Rs nos neutrofilos,
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linfocitos e macréfagos, sugerindo sua participagao na resposta imune nos
mecanismos de inflamacao cronica induzido pela idade e obesidade, e nas
doencas que levam a desordens na imunidade como por exemplo na
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (109, 110). Além disso,
ja foi demonstrado também em estudos experimentais a influéncia da
grelina no processo inflamatorio e de reparo tecidual, com importantes
efeitos anti-inflamatorios e anti-fibroticos pela modulagdo de citocinas
gue atuam na cascata da inflamagdo, sugerindo seu emprego no
tratamento de doencas respiratorias, hepaticas, inflamatorias intestinais e
na cicatrizagdo (111-116).

Ainda foram descobertos efeitos sobre é&reas cerebrais néo-

hipotalamicas responsaveis pelo ritmo sono/vigilia, pelo olfato, pela
memoéria e aprendizado, pela gustacdo e por estados de depressdo e
sensacao de prazer (87).
Tendo em vista a grande abrangéncia da influéncia da grelina nos mais
diversos tipos de sistemas e tecidos, constantes pesquisas sdo realizadas
e permitem a possibilidade de ampliacdo do seu emprego na pratica
clinica futura.

1.47 Grelina nos Processos Inflamatorio e Cicatricial do
TGI

A administracdo grelina tem efeitos protetores comprovados
sobre o TGI atuando no estbmago, pancreas, intestino delgado, célons e
figado (117).

Foi demonstrado, em estudos experimentais, que a administracdo
tanto intracerebral quanto intraperitoneal ou subcutanea de grelina evita
dano na mucosa gastrica e acelera a cicatrizagdo em lesGes induzidas por
etanol, isquemia/reperfusdo, alendronato, acido cloridrico, entre outros.
Os mecanismos pelos quais ocorre esse efeito protetor sdo variados.
Envolvem aumento da liberacdo de 6xido nitrico (ON) local, como
demonstrado por Sibila et al. em animais com nervo vago integro (118),
diminuicdo plasmatica de TNF-a e do fator nuclear NF-kB, que ativam e
liberam citocinas pr6 inflamatorias teciduais(119), reducéo da atividade
da mieloperoxidase e do malonaldialdeido (MDA), que séo produtos da
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peroxidacéo lipidica reduzindo o estado de estresse oxidativo (EO) local
(120) e diminuicdo da apoptose celular, da liberagdo de citocromo P e de
caspase 3, que também estdo relacionados ao estado de EO e dificultam a
cicatrizacdo (121). Outros modelos e substancias tém sido descritos
confirmando os efeitos gastro-protetores da grelina com diferentes vias
de acdo independentemente do agente causal.

No péncreas e no figado a administragdo de grelina diminuiu a
ocorréncia de pancreatite aguda induzida por isquemia/reperfuséo e por
drogas em animais, assim como reduz o dano hepatico induzido por
acetaminofen, entre outros (122, 123). Também protege as células [
pancredticas contra a lesdo cronica induzida por peroxidacdo no diabetes
tipo 2. De um modo geral promove reducdo nos parametros de inflamacéo
sisttmica como: diminuicdo do sequestro neutrofilico, da apoptose
celular, da liberagdo de NF-kB e de citocinas pré inflamatorias, com
consequente decréscimo nos niveis de estado oxidante (117, 124).

No intestino ja foi comprovado que, a grelina administrada por
via endovenosa ou intracerebroventricular, possui importante efeito
protetor pds-operatério contra les6es induzidas por isquemia e reperfuséo
apos clampeamento da artéria mesentérica em ratos. Ela induz a redugéo
da liberacdo de citocinas inflamatorias (TNF-a e IL-6) e do infiltrado
neutrofilico pela diminuicdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)
diminuindo a disfuncdo da barreira intestinal (125). Esses achados
também foram descritos recentemente por Sen et al. que identificaram
diminuicéo significativa nos niveis de NF-kB e inibi¢do da deple¢do da
glutationa oxidase nos segmentos ileais de ratos submetidos a lesdo por
isquemia/reperfusdo, sugerindo efeito protetor antioxidante (126). Essa
inibicdo do NF-kB, e consequente melhoria na integridade da barreia
intestinal, também foi descrita por Cheng et al. (127).

Konturek et al. demonstraram um aumento na expressao de RNA
mensageiro para receptores de grelina em pacientes com colite ulcerativa,
sugerindo ser um gatilho para desencadear a resposta protetora em célons
inflamados. Simultaneamente também observaram aceleracdo na
cicatrizacdo da mucosa coldnica de ratos submetidos a colite induzida por
acido sulfénico trinitrobenzeno (TNBS) com aumento da liberacdo de ON
e prostaglandinas E; (PGE>) (128).
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Também foi demonstrado recentemente que a administragdo de
grelina em ratos submetidos a colite induzida por &cido acético aumenta
o fluxo sanguineo na mucosa coldnica inflamada, assim como também a
sintese de DNA local, apresentando potente agdo anti-inflamatoria,
inclusive com redugdo significativa nos niveis de TNF-o, IL-1p ¢ da
atividade da MPO e acelerando o processo de regeneracdo celular (114).

Todos esses dados demonstram que a grelina exerce influéncia e
melhora o processo de reparo e cicatrizagdo intestinal, seja agindo como
anti-inflamatoério, ou como antioxidante, abrindo um horizonte para
pesquisas futuras e determinacéo de sua aplicabilidade clinica.

1.5 O Estresse Oxidativo
15.1 Definicéo de Radicais Livres

A estrutura de um elemento quimico pode ser formada por quatro
camadas eletrénicas denominadas K, L, M e N que por sua vez podem
ter quatro subniveis denominados s, p, d e f que sdo ocupados por elétrons
pareados. Os radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativos
devido ao ndo-pareamento de elétrons em sua Ultima camada. A maioria
dos radicais livres € derivada de reagBes de Oxido-reducdo do
metabolismo celular do oxigénio e, portanto, sdo denominadas espécies
reativas de oxigénio (EROs). As reacGes de oxidacdo implicam em perda
de elétrons, enquanto que as de reducdo, em ganho. Juntamente com as
espécies reativas de nitrogénio (ERNs), que também séo produzidas pelas
reacdes celulares, as EROs sdo responsaveis por efeitos deletérios e
benéficos encontrados nas indmeras fungbes e processos metabélicos
celulares (129, 130).

1.5.2 Formacédo de EROs e ERNs

Diariamente, dos 250g de oxigénio usados por humanos em
reacdes metabdlicas de 6xido-reducao cerca de 2-5% sdo convertidos em
EROs. Essa producdo é aumentada em estados inflamatdrios ou
infecciosos e conhecida como “burst respiratorio” , as principais EROs
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produzidos séo: o radical superdxido (02), o radical hidroxila (OH®), o
oxigénio singlet (*:0,), o radical hidroperoxila (OzH*) e o peroxido de
hidrogénio (H202)(131). A producdo de EROs ocorre durante o
metabolismo do oxigénio na cadeia respiratoria, cujos produtos finais sdo
a agua e o0 H,O,. Durante esse processo as rea¢fes sdo catalisadas por
enzimas citoplasmaticas, como a xantina oxidase, a lipooxigenase, a
ciclooxigenase, a 6xido nitrico sintetase e, principalmente, pela enzima
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase que é
responsavel pela producéo do principal componente de EROs, o radical
02" . Na sequéncia o 0, € rapidamente dismutado pela enzima superoxido
dismutase (SOD) originando o H20>, que embora ndo tenha propriedades
reativas, apresenta grande capacidade de se ligar a metais como ferro (Fe),
cobre (Cu), cromo (Cr) e cobalto (Co) nas reac6es de Fenton e de Harber-
Weiss, formando alternativamente os radicais OH* que sdo altamente
reativos, conferindo a esta molécula status de EROs. As reacdes induzidas
por metais, além de agirem sobre o &cido desoxirribonucleico (DNA),
também afetam outros elementos como os fosfolipidios de membrana,
gue sdo extremamente sensiveis a oxidacdo, e que apds processo de
peroxidacéo lipidica resultam na formacao de malonaldialdeido (MDA) e
de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS), que tem
importantes propriedades mutagénicas (132).

Existem ainda espécies reativas derivados das vias de nitro-
oxidacdo, denominadas de ERNSs, que tém alto potencial reativo e
deletério semelhantes as EROs. Esses radicais sdo produzidos pelas
plaquetas, macréfagos, células endoteliais e queratindcitos em resposta a
inflamacdo ou lesdo tecidual através da conversdo enzimatica de L-
arginina em L-citrulina. As duas principais formas de ERNs s&o o 6xido
nitrico (ON®) e o peroxinitrito (ONOQO"), formados pela acdo da enzima
Oxido nitrico sintetase (NOS) e suas trés isoformas: constitucional
(endotelial (eNOS) / neuronal (nNOS)) e induzivel (iNOS) cuja atividade
é regulada pelo fluxo intracelular de célcio e a calmodulina. O ON*®¢é um
gés difusivel responsavel por sinalizacdo intercelular com inimeros
efeitos bioldgicos, e possuiu meia-vida curta, durando cerca de 4 a 6
segundos no plasma e de 10 a 60 segundos nos tecidos (131, 133, 134).
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1.5.3 Os Antioxidantes

Devido a constante exposicdo a EROs e ERNs que ocorre no
organismo resultante dos processos metabdlicos celulares, mecanismos
de defesa foram desenvolvidos para neutralizar suas aces deletérias,
atuando na prevencdo da formacdo e no reparo das lesGes induzidas por
esses radicais (135, 136).

Existem defesas antioxidantes ndo-enziméticas e enzimaticas.
Dentre as ndo-enzimaticas destacam-se 0 acido ascorbico (vitamina C), o
a-tocoferol (vitamina E), a glutationa reduzida (GSH), os carotenoides e
os flavonoides. As enzimaticas sdo representadas pela superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S transferase
(GST), catalase (CAT), peroxirredoxinas (Prdx), heme-oxigenase 1 (HO-
1) e NADPH quinona oxirredutase 1 (NQO1) (137).

Atualmente, a via denominada Nrf2/Keapl, que é formada pela
ligacdo do fator nuclear eritroide 2 - fator 2 relacionado (Nrf2) com sua
proteina repressora citosélica Keapl, tem sido reconhecida como uma das
principais vias de defesa antioxidante. O Nrf2 é um fator de transcri¢do
nuclear localizado no citoplasma que € inativado e impedido de migrar
para o nucleo pela Keapl. O aumento intracelular da concentracdo de
EROs e ERNs promove a perda dessa ligagdo Nrf2/Keapl que resulta em
ativacdo e translocacdo do Nrf2 para o nucleo, onde ele se liga ao
componente de ativacdo da resposta antioxidante (ERA) localizado nos
genes que codificam enzimas detoxificantes e antioxidantes como: SOD,
CAT, NQO1, HO-1, GPx (138).

O ON também age detoxificando radical 02" e reduzindo o
estresse oxidativo, porém as substancias resultantes dessa rea¢éo (NO.CI/
N203/ ONOO") promovem aumento do estado de estresse nitro-oxidativo
(131).

Nos estados de estresse oxidativo e nitro-oxidativo ha
desequilibrio entre a producdo e a inativacdo/detoxificacdo das
substancias reativas (Homeostase Redox), causando danos na estrutura
celular, nos &cidos nucleicos, nos lipidios e nas proteinas que estdo
implicadas na génese de doencas cardiovasculares, neoplasias, desordens
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neurolégicas, diabetes, obesidade, retardo na cicatrizacéo,
envelhecimento, entre outras (139-145).

15.4 Influéncia dos estados de estresse oxidativo e nitro-
oxidativo na cicatrizacao

Durante as fases iniciais do processo cicatricial hd& um aumento
temporario nos niveis de EROs e ERNs. Estudos demonstram que feridas
cronicas apresentam desequilibrio na producéo/inativacédo desses radicais
dificultando o retorno ao estado de homeostase redox pré-lesional,
impedindo a completa cicatrizacéo (146).

A formacdo de EROs e ERNSs é importante no processo inicial da
cicatrizacdo pois aumenta a expressao de fator tecidual (TF-RNAm) na
ferida, potencializando a formacgdo do codgulo pelas plaquetas, causando
hemostasia pela indu¢do de vasoconstriccao local e sinalizando as células
para a formacdo do trombo. O H,0, tem efeitos quimiotaticos para
neutréfilos e macrofagos, que promovem a destruicdo local de bactérias
e fungos, além de facilitar a adesdo dessas células na matriz extracelular
e no endotélio. Também atua como segundo mensageiro de fatores do
crescimento como PDGF e TGF, indispensaveis para a resposta
inflamatdria (147). A angiogénese e a deposi¢do da matriz extracelular
também sofrem influéncias de EROs. O H,0, amplifica a expressao de
FGF e VEGF nos queratindcitos e induz a formacéo de colageno tipos I,
111 e IV pelos fibroblastos atuando nos processos de substituicdo da matriz
provisoria e de contracdo da ferida (131). Adicionalmente, as EROs
ativam a expressdo de colagenase que degrada a matriz extracelular e
EGF que promove a proliferagdo de queratindcitos na fase de
reepitelizagéo (148).

O ON também tem papel importante na cicatrizacdo pois age
como pré-inflamatério atraindo citocinas como IL-1 e TGF-B1 e também
mondcitos e neutrdfilos. Participa na formacdo neovascular ativando os
fatores VEGF, bFGF e TGF-B que induzem migragdo, adesdo e
proliferacdo no endotélio. O ON atua na reepitelizacdo protegendo os
queratindcitos da apoptose e aumentando a deposi¢do do coldgeno
ativando os fibroblastos através da TGF-1(134).
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Por outro lado, impactos negativos sobre o processo cicatricial
tém sido relacionados a niveis elevados e permanentes de estresse
oxidativo e nitro-oxidativo nas feridas cronicas. A deposi¢do excessiva
de ferro, que ocorre na pele de pacientes com Ulceras varicosas cronicas,
induz a um aumento na formacao de radicais livres através da reacao de
Fenton (149). Da mesma maneira, pacientes com Ulceras orais recorrentes
apresentaram indices de EO medido por dosagens de glutationa, MDA,
TNF-a, entre outros, significativamente mais elevados que individuos
saudaveis (150).

Em estados de hiperglicemia altos niveis de EO induzem
apoptose e necrose em culturas celulares, inibem a migracdo dos
queratindcitos e prejudicam a contragdo dos fibroblastos (151).
Recentemente foi demonstrado que o tratamento com OTH induz a
elevacdo plasmética da enzima CAT e reducdo dos niveis de MDA,
diminuindo o EO e estimulando a cicatrizacdo em pacientes com lesdes
crénicas (152) .

Altos niveis de EO, medidos por aumento do TBARS e reducéo
da atividlade da CAT, da SOD e da GSH, influenciaram
significativamente a cicatrizacdo de anastomoses col6nicas em ratos
submetidos a hipotermia quando comparados aos controles (10). El Eter
et al. também demonstraram reducdo no TBARS e aumento de glutationa
em ratos submetidos a lesdo gastrica por reperfusao e isquemia, sugerindo
importante efeito na diminuicdo dos niveis de EO e melhora na
cicatrizacdo (153).

Jo et al. demonstraram importantes efeitos protetores
antioxidantes da NQOJ nas células neuronais de ratos submetidos a leséo
induzida por H20; pela inibi¢do da expressao de caspase 3 e consequente
reducdo da lesdo isquémica tecidual induzida por EO (154). Em
condicdes de elevados niveis de EO induzidos por sobrecarga de
colesterol foi demonstrado diminuicdo da lesdo tecidual em células
endoteliais pela estimulacdo da expressdo de HO-1 via ativacdo da Nrf2
(155).

Todas essas evidéncias demonstram estreita relacdo entre os
niveis de EO e o processo de cicatricial, e abrem importante perspectiva
para tratamentos baseados na modulag&o dos niveis de EROs e de ERNSs,
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mantendo estes em concentragdes locais ndo-tdxicas e ndo deletérias para
0 processo cicatricial.
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1.6 Justificativa

A principal complicacdo nas cirurgias colorretais é a deiscéncia
de anastomose e formacéo de fistulas, que tem graves repercussdes com
altas taxas de morbimortalidade e altos custos de internagdo hospitalar. A
busca pela reducdo da incidéncia desta complicacdo tem elevada
relevancia na pratica médica. Atualmente inimeros procedimentos
cirdrgicos colorretais sdo realizados rotineiramente para tratamento de
doencas benignas e principalmente do cancer colorretal.

A grelina ¢ um hormbnio orexigeno potente e atua
principalmente na regulacdo do apetite. Porém, varios trabalhos foram
publicados demonstrando sua influéncia em outros processos metabdlicos
e sistemas organicos, incluindo o processo cicatricial do intestino.
Também age sobre as etapas do estado de estresse oxidativo, que €
resultado um processo do metabolismo celular basico.

Ja foi comprovado que o estado de estresse oxidativo em niveis
muito elevados causa danos celulares importantes e é coparticipante em
diversas doencas, distlrbios metabdlicos, sendo também prejudicial ao
processo cicatricial.

A literatura atual ainda ndo apresentou estudos que esclare¢cam
0s aspectos especificos sobre a relagcdo entre esse horménio e a
cicatrizacdo da anastomose colénica. Algumas das referéncias
encontradas nas diversas revisdes realizadas sugerem esta possibilidade,
mas necessitam comprovacao clinica.

Se comprovada esta hipdtese sera dado um passo importante para
gue essa terapia hormonal peri-operatéria possa ser adotada
rotineiramente, com consequente reducdo das taxas de deiscéncia e
fistulas das anastomoses de célon.

1.7 Hipoteses

Hi: A administracdo de grelina no periodo pés-operatério tem efeito
benéfico no processo cicatricial das anastomoses col6nicas, em ratos.
Ho: A administracdo de grelina no periodo p6s-operatério ndo tem efeito
benéfico no processo cicatricial das anastomoses col6nicas, em ratos.
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Il.  OBJETIVOS

2. Objetivo geral

v' Estudar os efeitos da administracdo de grelina exdgena na
cicatrizacdo das anastomoses coldnicas em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

v Auvaliar e estudar os efeitos da administragdo de grelina sobre a
pressdo de ruptura das anastomoses col6nicas, e também sobre
0s parametros histopatoldgicos, os niveis de hidroxiprolina, os
de catepsina B e de estresse oxidativo no tecido cicatricial.
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1.  METODO
3.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo analitico experimental, controlado,
transversal e com intervencdo em animais, desenvolvido no Laboratorio
da Disciplina de Técnica Operatoria e Cirurgia Experimental (TOCE) do
Departamento de Cirurgia da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) em conjunto com o Servico de Anatomia Patol6gica (SAP) do
Hospital Universitario da UFSC (HU-UFSC) e com o Laborat6rio de
Bioenergética e Estresse Oxidativo (LABOX) do Departamento de
Bioquimica da UFSC.

3.2 Amostra

Foram estudados 64 ratos (Rattus norvegicus albinus) da
linhagem Wistar, adultos, machos, com 120 dias de vida e com peso
médio variando entre 300 g e 350 g. Os animais eram oriundos do biotério
central da UFSC e foram alojados em grupos de quatro ratos em dezesseis
gaiolas forradas com maravalha, proprias para o tamanho, numero e
espécie. Os ratos permaneceram sob regime de adaptagao no laboratério
da TOCE/UFSC durante um periodo prévio de sete dias, submetidos a
niveis de ruido, luz e temperatura ambientes com foto periodo de 12 horas
determinando o ciclo dia e noite. A racdo utilizada foi Nuvilab Cr-1®,
especifica para ratos e camundongos, administrada ad libitum para todos
0s subgrupos e foi suspensa 8 horas antes das cirurgias no periodo pré-
operatério e nas primeiras 24 horas de pés-operatorio (PO). A agua foi
administrada ad libitum durante todo o tempo (156).

Os animais foram pesados previamente no dia do primeiro
procedimento cirdrgico, e apds, diariamente até o dia da segunda
intervencdo cirlrgica utilizando-se balanca digital Precision PR 1000
(Nucleo Equipamentos Ltda., Sdo Paulo, Brasil).

A distribuicdo da amostra foi realizada aleatoriamente, por
sorteio simples, em dois grupos, denominados: Grupo Grelina que
recebeu administragdo de 1ml de solucdo de grelina (Tocris Bioscience,
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Bristol, UK) na dose de 23ug/kg/dia via intraperitoneal (IP) no PO, e
Grupo Controle que recebeu 1ml de soro fisiolégico (SF) 0,9% via IP
diariamente no PO.

Cada grupo foi subdividido randomicamente em quatro
subgrupos com oito animais em cada que foram identificados e
codificados com nimeros arabicos em ordem crescente de 1 a 64 (Figura
2). Em todas as avaliagBes, com excecao da medida da pressdo de ruptura
da anastomose (PRA), os examinadores desconheciam a que subgrupos
as amostras estudadas pertenciam.

Amostra

n=64
RN 1
Grelina Controle
n=32 n=32
RR—— PRE—— JRE— e PR— R PRE— | JRE—

\ GSham_H G3°PO_‘ { G7°P0_‘ \ Gl4°PO_H CSham_‘ { c3°Po_H C7°P0_‘ \ C14°PO_‘

n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8

Figura 2. Organograma demonstrando a distribuicdo dos grupos e subgrupos do
estudo.

Os subgrupos foram identificados de acordo com o periodo de
intervalo em dias entre 0s procedimentos cirdrgicos (anastomose e
reoperacdo), e quanto a administracdo IP de grelina ou soro fisiol6gico
0,9% no PO (Figura 3), como descrito a seguir:

e Subgrupo Sham Grelina (SGS): ratos codificados com
nimeros 1 ao 8. Nesse subgrupo foi realizada laparotomia
mediana de 4 cm seguida de manipulacéo das alcas intestinais e
de fechamento da parede abdominal. Foram realizadas
administragdes 1P de 1ml de solucdo de grelina no
transoperatorio e diariamente até o 3° dia PO, quando os animais
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foram reoperados e realizada resseccdo de 2 cm do célon
sigmoide para os testes.

Subgrupo Sham SF (SCS): ratos codificados com nimeros 9 ao
16. Nesse subgrupo foi realizada laparotomia mediana de 4 cm
seguida de manipulacgdo das algas intestinais e de fechamento da
parede abdominal. Foram realizadas administracdes IP de 1ml de
SF 0,9% no transoperatorio e diariamente até o 3° dia PO, quando
0s animais foram reoperados e realizada ressec¢do de 2cm do
célon sigmoide para os testes.

Subgrupo Grelina 14° PO (SG14): ratos codificados com 0s
nimeros 17 ao 24. Nesse subgrupo foi realizada laparotomia
mediana de 4 cm seguida de seccdo e anastomose do célon
sigmoide. Foram realizadas administragdes IP de 1ml de solucéo
de grelina no transoperatorio e diariamente até o 14° dia PO,
quando os animais foram reoperados e realizada ressec¢éo de 2
cm do colon sigmoide para os testes.

Subgrupo SF 14° PO (SC14): ratos codificados com os nimeros
25 a0 32. Nesse subgrupo foi realizada laparotomia mediana de
4 cm seguida de secc¢do e anastomose do colon sigmoide. Foram
realizadas administracdes IP de 1ml de SF no transoperatério e
diariamente até o 14° dia PO, quando o0s animais foram
reoperados e realizada resseccao de 2 cm do c6lon sigmoide para
0s testes.

Subgrupo Grelina 7° PO (SG7): ratos codificados com 0s
nimeros 33 ao 40. Nesse subgrupo foi realizada laparotomia
mediana de 4 cm seguida de seccdo e anastomose do célon
sigmoide. Foram realizadas administragdes IP de 1ml de solucéo
de grelina no transoperatério e diariamente até o 7° dia PO,
guando os animais foram reoperados e realizada ressec¢éo de 2
cm do co6lon sigmoide para 0s testes.

Subgrupo SF 7° PO (SC7): ratos codificados com 0s nimeros
41 ao 48. Nesse subgrupo foi realizada laparotomia mediana de
4 c¢cm seguida de secgéo e anastomose do c6lon sigmoide. Foram
realizadas administracBes IP de 1ml de SF no transoperatério e
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diariamente até o 7° dia PO, quando os animais foram reoperados
e realizada resseccdo de 2 cm do c6lon sigmoide para os testes.

e Subgrupo Grelina 3° PO (SG3): ratos codificados com 0s
nimeros 49 ao 56. Nesse subgrupo foi realizada laparotomia
mediana de 4 cm seguida de sec¢do e anastomose do célon
sigmoide. Foram realizadas administracdes IP de 1ml de solucéo
de grelina no transoperatério e diariamente até o 3° dia PO,
guando os animais foram reoperados e realizada resseccao de 2
cm do co6lon sigmoide para 0s testes.

e Subgrupo SF 3° PO (SC3): ratos codificados com 0s nimeros
57 ao 64. Nesse subgrupo foi realizada laparotomia mediana de
4 cm seguida de secc¢do e anastomose do c6lon sigmoide. Foram
realizadas administragdes IP de 1ml de SF no transoperatério e
diariamente até o 3° dia PO, quando os animais foram reoperados
e realizada resseccdo de 2 cm do colon sigmoide para os testes.

Todos os animais foram submetidos a morte indolor assistida (MIA)
apos a reoperacéo.

B SF
M Grelina

Periodo pés-operatério

Figura 3. Esquema demonstrando a distribui¢do dos subgrupos no periodo pés-operatorio em
relacdo a primeira e a segunda operagGes em dias. SGS (subgrupo grelina Sham), SCS
(subgrupo controle Sham), SG (subgrupo grelina anastomose), SC (subgrupo controle

anastomose).
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3.3 Aspectos Eticos

O experimento foi aprovado pelo Departamento de Cirurgia da
UFSC em 14 de fevereiro de 2014 memorando 003/CLC/14 e pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFSC em 29 de maio de 2014
sob o protocolo PP00915, oficio n° 146/CEUA/PROPESQ/2014.
Também foram aprovados dois adendos para suplementacdo de animais
na pesquisa (Anexos A, B e C).

3.4 Intervencdes
34.1 Procedimento Anestésico

Os animais foram submetidos a um periodo de 8 horas de jejum
no pré-operatdrio. A inducdo e a manutencéo anestésicas foram realizadas
com solucdo de ketamina 75 mg/kg associada a xilazina 10 mg/kg,
administrada por via intramuscular na face interna de uma das patas
traseiras (156).

O efeito anestésico foi avaliado pela auséncia de reflexo
corneopalpebral e de reagdo motora apds preensdo do coxim adiposo de
uma pata dianteira, com pinga.

Ap6s a confirmacdo da inducdo anestésica, os animais foram
codificados e pesados na balanca digital Precision PR 1000 (Nucleo
Equipamentos Ltda., S&o Paulo, Brasil).

3.4.2 Procedimentos Cirurgicos

Depois de anestesiados, os animais foram posicionados em
deculbito dorsal, com os membros toracicos e pelvianos fixados em
extensdo. Realizou-se tricotomia abdominal e antissepsia local com
solugdo de iodopovidona topica a 10%. Apds isso foi realizada
laparotomia mediana com 4 cm de extensdo e em seguida feita a
identificagdo e isolamento do c6lon sigmoide. (Figura 4)
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Figura 4. Identificacdo do c6lon sigmoide épés laparotomia mediana.

No grupo Sham, procedeu-se a manipulagdo instrumental do
segmento do sigmoide isolado e em seguida a instilagao de 1ml de solucéo
de grelina na dosagem de 23 pg/kg ou de 1 ml de soro fisioldgico na
cavidade peritoneal de acordo com a randomizacao prévia. A sintese da
parede abdominal foi realizada em dois planos, aponeurose e pele, com
suturas continuas de mononylon 4.0 (Ethicon®, Sao Paulo, Brasil).

Nos grupos Grelina e Controle, o sigmoide foi seccionado com
tesoura reta a 2cm da juncdo retossigmoideana (Figura 5) e logo ap6s
confeccionada anastomose término-terminal com oito pontos separados
utilizando fio de polipropileno 6.0 (Ethicon®, Sdo Paulo, Brasil) em
plano Unico extra-mucoso (Figura 6). Na sequéncia foi instilado 1ml de
solucdo de grelina na dosagem de 23 ug/kg ou 1 ml de soro fisiolégico na
cavidade peritoneal de acordo com a randomizacao prévia. A sintese da
parede abdominal obedeceu a mesma técnica descrita previamente para o
grupo Sham.
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Figura 5. Demonstracao do colon sigmoide seccionado.

[\ LAt

§ ety
Figura 6. Anastomose coldnica realizada.
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As reoperacOes foram realizadas no 3°, 7° e 14° dias de PO, de
acordo com o subgrupo ao qual o animal pertencia, definido pela
randomizacdo inicial, e nas mesmas condic¢des das cirurgias iniciais.

No grupo Sham, apds a laparotomia o segmento do sigmoide foi
identificado e isolado e sua por¢do distal ocluida com fio de seda 2.0
(Ethicon®, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida, fez-se uma seccéo parcial do
intestino 2 cm proximalmente para introdugdo de cateter de polivinil 6 Fr
(Mark Med®, S&o Paulo, Brasil) que foi fixado hermeticamente com fio
de seda 2.0 (Ethicon®, S&o Paulo, Brasil), para posterior analise da
pressdo de ruptura da parede.

Nos grupos Grelina e Controle, ap6s a laparotomia identificou-
se 0 segmento do sigmoide com a anastomose intestinal. Realizou-se a
oclusdo do intestino 1 cm distalmente a anastomose com fio de seda 2.0
(Ethicon®, Séo Paulo, Brasil) e uma seccéo parcial 1cm proximalmente
a ela para introducdo de cateter de polivinil 6 Fr (Mark Med®, S&o Paulo,
Brasil), que foi fixado hermeticamente com fio de seda 2.0 (Ethicon®,
Séo Paulo, Brasil) para posterior analise da PRA (Figura 7).
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1 B .Y
Figura 7. Demonstragéo da ocluséo distal do c6lon sigmoide e a fixacéo
proximal do cateter com fios de seda em relacéo a anastomose (seta) para
realizacdo do teste de pressdo de ruptura.

Ap0s a andlise das pressdes de ruptura foi realizada ressecgéo de
2 cm do sigmoide que, no caso dos subgrupos grelina e controle, continha
a anastomose intestinal ao centro equidistante das extremidades.

Esses segmentos tubulares ressecados foram abertos
longitudinalmente e divididos em trés tiras de tecido iguais com 2 cm de
extensdo cada (incluindo a anastomose nos subgrupos grelina e controle),
sendo que, dois fragmentos foram colocados em criotubos separados e
identificados por etiquetas amarelas e brancas (totalizando 128 amostras),
gue imediatamente foram submersos e congelados em nitrogénio liquido
e armazenados no freezer a -80°C para posteriores analises do teor de
hidroxiprolina e dos marcadores de EO. O terceiro fragmento foi
colocado em frasco com formol tamponado a 10% para os estudos
histopatoldgicos totalizando 64 amostras (Figura 8).
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Figura 8. Segmento do colon sigmoide ressecado e aberto com 2cm de
extensdo e anastomose no centro (seta), que foi posteriormente dividido em trés
tiras iguais.

Em seguida foi feita a sintese da parede abdominal conforme
descrito para as intervengdes inicias e os animais foram submetidos a
MIA.

3.4.3 Morte Indolor Assistida

A MIA foi realizada com solugdo de ketamina 300 mg/kg
associada a xilazina 30 mg/kg, administrada por via intramuscular. A
indicacdo da morte foi feita pela constatacdo de auséncia de batimentos
cardiacos, movimentos respiratorios e reflexos (156).

3.5 Teste de Presséo de Ruptura
Apos a oclusdo distal e a fixacdo do cateter de polivinil 6 Fr

(Mark Med®, Séo Paulo, Brasil) no segmento do sigmoide como descrito
anteriormente, ele foi conectado a um sistema fechado tipo “Y” a uma
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seringa de 20ml (BD Plastipak™, Curitiba, Brasil) acoplada a uma bomba
de infusdo continua (Samtronic®, Sao Paulo, Brasil) de um lado, e a um
mandmetro de coluna de mercurio (Unitec®, Sao Paulo, Brasil) do outro
(157). A cavidade abdominal foi preenchida com SF 0,9% e 0 segmento
contendo a anastomose foi submerso nela. Na sequéncia o ar foi
continuamente insuflado através do cateter na vazéo de 2 ml/minuto. Dois
observadores registraram o valor da pressdo em mmHg no momento exato
da ruptura da anastomose através do escape de ar no liquido abdominal
(Figura 9).

i T ¥ .a §\\." B AR
Figura 9. Sistema em "Y" ligado a bomba de infuséo continua e a0 mandmetro
de mercdrio para medida da presséo de ruptura.

3.6 Avaliagdo Histoldgica

As 64 amostras obtidas pela divisdo do segmento intestinal apds
0 teste de presséo de ruptura e armazenadas em formol tamponado 10%
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foram codificadas e enviadas para o0 SAP do HU/UFSC e avaliadas ao
final da preparacédo técnica por um Unico médico patologista experiente,
independente que desconhecia a qual subgrupo pertencia cada amostra.

Na macroscopia as pecgas foram posicionadas longitudinalmente
e seccionadas no eixo em duas partes com 2mm de espessura, incluidas e
numeradas conforme enviado pelo pesquisador de 1 a 64. Todas as
amostras foram processadas em aparelho histotécnico LUPE PT 05®
(S&o Paulo, Brasil) e, posteriormente, os fragmentos foram incluidos em
cassetes, previamente codificados, segundo o protocolo de pesquisa. Os
cassetes, apos congelados, foram submetidos a cortes com espessura de 2
micra em micrétomo rotativo Leica 2040 Autocut® (Wetzlar, Alemanha)
(Figura 10).

Figura 10. Amostras teciduais em blocos de parafina apds preparacao
macroscopica.

Laminas de histologia foram confeccionadas a partir dos cortes,
seguindo a codificagdo pré-estabelecida, e posteriormente foram coradas
em hematoxilina-eosina (HE) e pela técnica histoquimica do Tricrémico
de Masson (9) (Figura 11).



80

Na andlise microscdpica as laminas foram sequencialmente
analisadas ao microscépio optico Nikon Eclipse Ni (Sendai, Japdo) por
um Unico patologista sem conhecimento das codificagdes e com aumento
de 400X.

As avaliagBes foram feitas por um método de escore
semiquantitativo ap0s selecdo e mensuragdo microscépica da area de
anastomose em campo de 40X de dois cortes consecutivos. Foram
aferidos morfologicamente os parametros histolégicos e identificados
como: infiltrado de neutrofilos, edema, tecido de granulagdo, depdsito
colageno, fibrina, fibroblastos, apoptose, aplainamento de criptas e
inflamacéo do peritdnio (158). Os resultados de cada parametro foram
categorizados pelo método de escores em cruzes: 0 = ausente, 1+ =
discreto, 2+ = moderado e 3+ = acentuado (9), excetuando-se o
aplainamento de criptas que foi classificado dicotomicamente em ausente
ou presente.

Figura 11. Laminas preparadas pelas coloragdes de Hematoxilina-eosina (a) e
Tricrdmico de Masson (b) para avaligdo histopatolégica.
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3.7 Avaliagdo da Hidroxiprolina

Uma das baterias de 64 criotubos contendo fragmentos dos
segmentos intestinais congelados e armazenadas no freezer -80°C foi
submetida a anélise do teor de hidroxiprolina pelo LABOX — UFSC sem
gue os participantes soubessem a qual subgrupo pertenciam as amostras
numeradas.

O método consistiu em misturar amostras de tecido hidrolisado
da anastomose coldnica com hidréxido de sédio. As amostras foram
hidrolisadas em 500 pL de solucdo de NaOH 2N, submetidas a
autoclavagem a 120 °C por 40 minutos e centrifugadas a 10.000 rpm
durante 5 min. Em seguida, 20 pL do sobrenadante do contetdo
hidrolisado foi coletado e, juntamente, com aliquotas da solucéo padréo
foram adicionados 30 pL de solucdo de NaOH 2N e 450 uL do reagente
cloramina T que oxidaram durante 25 minutos a temperatura ambiente.

Logo em seguida, foram adicionados 500 pL do reagente de
Ehrlich sendo as amostras e as solu¢Bes padrdo incubadas em banho-
maria a 65° C por 40 minutos. Como a absorbancia do croméforo formado
é instavel em temperatura elevada, na sequéncia, foi realizado um ciclo
de resfriamento gradual durante 10, 15 e 10 minutos, intercalando
temperatura ambiente / 4 °C / temperatura ambiente, respectivamente,
para estabilizar a solucdo para leitura no cromoforo.

A absorbancia foi determinada em espectrofotdémetro em 550
nm. Para a quantificacdo da hidroxiprolina foi construida uma curva
padrdo externa compreendendo concentragdes entre 1 - 400 ug/mL. Foi
utilizada como amostra padrdo a trans-4-Hydroxy-L-proline, Sigma-
Aldrich 41875. Os resultados corresponderam a média + desvio padrao
de amostras de tecido hidrolisado a partir de andlises realizadas em
triplicata (159).

3.8 Avaliacdo dos Marcadores de Estresse Oxidativo e Catepsina
B

A segunda bateria de 64 criotubos contendo fragmentos dos
segmentos intestinais que foram congelados e armazenados no freezer -
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80°C, também foi encaminhada para o LABOX-UFSC e as amostras
teciduais submetidas as andlises de marcadores enzimaticos e ndo-
enzimaticos de estresse oxidativo tecidual e niveis de catepsina b, sendo
que, os pesquisadores também desconheciam a qual subgrupo elas
pertenciam.

3.8.1 Analise do conteudo de proteinas por Western Blot

Analisou-se 0 contetdo proteico de GPx, NQO1, HO-1,
Catepsina B madura, pré-Catepsina B, Nrf2 e p-Nrf2. Para isso, as
amostras do tecido foram homogeneizadas em cinco volumes (1:5, v/v)
de tampdo de homogeneizagdo Tris 50 mM pH 7,0 contendo EDTA 1
mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1 mM, Na3VO4 2 mM, Triton X-100 1%,
glicerol 10% e coquetel inibidor de protease (Roche, Mannhein,
Alemanha). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g,
durante 10 min, a 4°C e o sobrenadante foi coletado e diluido em 1 volume
(2:1, v/v) de tamp@o Tris 100 mM, pH 6,8 contendo EDTA 4 mM e SDS
8%. Apos isso, as amostras foram aquecidas a 100°C durante 5 minutos e
0 tampdo de diluicdo (Tris 100 mM, com 40% de glicerol e azul de
bromofenol, pH 6,8), numa proporgdo 25:100 (v/v), ¢ B-mercaptoetanol
(concentrago final de 8%), foram adicionados nas amostras. As proteinas
foram isoladas através de SDS-PAGE (eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio [SDS]) utilizando gel de
separacdo de acrilamida com concentracdo de 16% para o anticorpo GPx-
1 e 14% para os demais anticorpos e gel de entrada de 4%.

A eletroforese foi realizada com corrente fixa de 20 mA e
voltagem maxima de 110 mV durante aproximadamente duas horas. Ap6s
a corrida os géis foram submetidos a eletrotransferéncia Umida. As
proteinas foram transferidas do gel de eletroforese para uma membrana
de nitrocelulose (poro 0,45 um) em tampao Tris-glicina contendo Tris /
HCI 25 mM pH 7,0; glicina 192mM e 20% de metanol, com corrente fixa
de 350 mA, por 1 hora.

Apos a eletrotransferéncia, as membranas foram blogueadas por
1 hora com leite desnatado 5% em tamp&o TBS (Tris 10 mM, pH 7,5
contendo NaCl 150 mM) e a seguir lavadas com tampdo TBS-T (Tween-
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20 0,05%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). As membranas foram
incubadas overnight (4°C) em TBS-T contendo 2% de albumina sérica
bovina (BSA) com os anticorpos especificos Glutationa Peroxidase 1
(GPx-1, 22 kDa, diluigdo 1:5000, rabbit polyclonal, Abcam, Cambridge,
EUA), NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1, 29 kDa, diluicdo
1:1000, mouse IgG1, Cell Sigaling, Danvers, EUA), Heme Oxygenase 1
(HO1, 33 kDa, diluicdo 1:500, rabbit polyclonal, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), Catepsina B (pro-forma 44 kDa e
forma madura 24 e 27 kDa, dilui¢do 1:1000, rabbit polyclonal, Millipore,
Danvers, EUA), Fator nuclear eritréide tipo 2 (Nrf2, 97-100 kDa, diluicéo
1:1000, rabbit IgG, Cell Signaling, Danvers, EUA) e Nrf2 fosfo S40 (p-
Nrf2, 100 kDa, dilui¢do 1:1000, rabbit monoclonal, Abcam, Cambridge,
EUA). Para deteccdo dos complexos imunes, as membranas foram
incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario especifico conjugado a
peroxidase. Apds lavagens com TBS-T e TBS, as imunodeteccdes foram
vizualizados usando o sistema de detecgdo por quimiolumininescéncia
ECL (GE Healthcare, Sdo Paulo, SP, Brazil), de acordo com as
recomendacOes do fabricante, no fotodocumentador ChemiDoc™ MP
Imaging System (Bio — Rad, Hercules, CA, EUA).

As membranas foram incubadas com o anticorpo B-actina (5-
actin, 43 KDa, diluicdo 1:2000, mouse monoclonal, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) para verificar se a mesma
guantidade de proteinas foi aplicada no gel. Todos os passos de bloqueio
e incubagéo foram seguidos por trés lavagens (5 minutos) com TBS-T. A

As bandas imunorreativas foram quantificadas usando o software
ImageLab® e os resultados expressos como intensidade relativa (IR) que
é a intensidade da banda da proteina de interesse divido pela intensidade
da banda de proteina controle (160).

3.8.2 Determinacdo das concentragoes de glutationa reduzida (GSH)

As concentracGes teciduais de GSH foram determinadas por
meio de ensaio fluorimétrico conforme previamente descrito por Hissin
et al (161), empregando o-ftaldialdeido (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) como derivatizante. O contelido de GSH presente nas amostras foi
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calculado a partir de uma curva padrdo de GSH (Sigma Aldrich) e as
concentragdes foram expressas em umol de GSH/mg proteina.

3.8.3 Determinagéo das concentracdes de nitrito (NO2)

As concentracfes teciduais de nitrito, um metabolito estavel do
oOxido nitrico (ON), foram determinadas por meio do método baseado na
reacdo de Griess. Volumes iguais do reagente de Griess (dicloridrato de
N-(1-naftil)-etilenodiamina 0,1%, sufanilamida 1%, e acido fosférico
2,5%, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e de amostra foram
misturados, incubados durante 10 minutos a 22°C e a absorbancia lida a
550 nm.

O contetdo de nitrito presentes na amostras foi calculado a partir
de uma curva padrdo de nitrito de sédio (NaNO2, Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) e as concentragdes foram expressas em pmol
nitrito/mg proteina (162).

3.8.4 Determinacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs)

A técnica se baseia na reacdo do nitroblue tetrazolium (NBT)
com EROs. O corante NBT é reduzido pelo radical superéxido (02+) a
um composto azul, o formazan, o qual é medido
espectrofotometricamente a 630nm. A producdo de EROs nas amostras
foi expressa em pg de formazan/mg de proteina (163).

Dosagem de proteina
O contelido proteico das amostras foi mensurado empregando o

método de Lowry et al. (164), utilizando albumina sérica bovina como
padréo.
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3.9 Célculo da Amostra e Analise Estatistica

O calculo da amostra foi feito com o software OpenEpi versao
3.01 baseado no desfecho de pressdo de ruptura da anastomose. Foi
estabelecido um aumento minimo estimado de 20mmHg na pressao de
ruptura do grupo de estudo com significancia estatistica de p< 0,05 e
poder de 80%, resultando em 8 animais por subgrupo.

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo,
sendo a distribuicdo da amostra avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Nos
subgrupos com distribuicdo normal a comparacdo das médias foi
realizada pelo teste T para amostras independentes, e naqueles com
distribuicdo ndo-normal (pro-catepsina B e Nrf2) foi feita pelo teste de
Mann-Whitney. Para comparacéo das médias dos pesos inicial e final dos
subgrupos foi utilizada a anélise de variancia (ANOVA) com correcdo de
Bonferroni. Os testes qui-quadrado (x2) ou exato de Fisher foram
utilizados para comparar o parametro histolégico dicotomizado
(aplainamento de criptas).

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o
software SPSS versdo 22, e valores de P < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes.
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IV. RESULTADOS
4.1 Valores das médias de peso nos subgrupos

N&o houve nenhum sinal de deiscéncia ou fistula anastomética
nos animais avaliados durante o periodo do estudo, assim como ndo
ocorreu nenhum 6bito nos periodos trans e pos-operatorio da pesquisa.
Houve discretas variacGes na média do peso inicial dos animais nos
diferentes subgrupos na primeira cirurgia, que ndo demonstraram
significancia estatistica (P = 0,184). A comparacdo do peso final na
segunda intervencdo entre os subgrupos também ndo apresentou
diferenca significativa na maioria dos subgrupos, exceto entre SGS vs.
SC14 (P = 0,018) (Tabela 1).

Tabela 1. Médias em gramas do peso inicial (primeira cirurgia) e do
final (segunda cirurgia) e desvio padrdo (DP) nos subgrupos sham,
controle e grelina no 3°, 7° e 14° PO.

Subgrupos ®  Meédia Peso Inicial g (t DP)  Média Peso Final g (+ DP)

SCS 327,25 (£ 22,34) 316,25 (+ 13,10)
SGS 331,88 (+ 13,26) 313,75 (+ 11,28)
sc3 328,00 (+ 17,59) 322,50 (+ 16,67)
SG3 326,25 (+ 13,41) 316,38 (+ 13,71)
sc7 331,88 (+ 6,66) 333,63 (+ 13,96)
SG7 313,00 (+ 8,78) 326,50 (+ 9,48)
sc14 329,38 (+ 15,00) 337,25 (+ 13,47)
SG14 320,88 (+ 14,01) 330,88 (+ 11,06)

$SCS= subgrupo controle sham, SGS= subgrupo grelina sham, SC3= subgrupo
controle 3° PO, SG3=subgrupo grelina 3° PO, SC7= subgrupo controle 7° PO,
SG7= subgrupo grelina 7° PO, SC14= subgrupo controle 14° PO, SG14=
subgrupo grelina 14° PO
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4.2 Valores das médias das pressdes de ruptura nos subgrupos

As medidas das médias das pressdes de ruptura do segmento de
intestino integro foram semelhantes quando o SGS foi comparado ao SCG
(141,38 £20,70 mmHg vs. 137,13 + 21,79 mmHg; P = 0,695) (Figura 12).

B SF

15 M Grelina

1407

Pressédo Ruptura (mmHg)

1207

100+

T T
SCs SGS

Figura 12. Gréfico demonstrando as médias das pressdes de ruptura do
segmento intestinal integro em mmHg nos subgrupos Sham SCS e SGS, P =
0,695.

Os valores das médias das pressdes de ruptura da anastomose dos
subgrupos controle e grelina nos dias de pds-operatério estdo
demonstrados na tabela 2.
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Tabela 2. Médias das pressdes de ruptura da anastomose em mmHg e
desvio padréo (DP) nos subgrupos controle e grelinano 3°, 7° e 14° PO.

Dias de PO § Controle Grelina P
Média mmHg (xDP) Média mmHg (xDP)
3° 36,75 (£ 13,00) 38,75 (+ 10,30) 0,738
7° 100,25 (+ 48,94) 147,00 (x 22,90) 0,035
14° 261,00 (£ 47,72) 272,88 (£ 29,52) 0,559

$PO: pbs-operatdrio

As médias das pressdes de ruptura da anastomose nos subgrupos
grelina (SG3) no 3° PO foram numericamente maiores quando
comparados aos controles (SC3), mas sem significancia estatistica (38,75
+ 10,30 mmHg vs. 36,75 £13,00 mmHg; P =0,738). No 14° PO o
subgrupo grelina (SG14) também apresentou médias superiores ao
controle (SC14) que da mesma forma ndo foram estatisticamente
significantes (272,89 £29,52 mmHg vs. 261,00 £47,72 mmHg; P=0,559)

(Figura 13).
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Figura 13. Gréfico demonstrando as médias das pressdes de ruptura da
anastomose em mmHg nos subgrupos no 3° PO: SC3 vs. SG3; P = 0,738 e 14°
PO: SC14 vs. SG14; P = 0,559.

No 7° PO as médias de pressdo de ruptura do subgrupo grelina
(SG7) foram maiores na comparagdo com o controle (SC7), e nesse
periodo apresentaram significancia estatistica (147,00 £ 29,52 mmHg vs.
100,25 £ 48,94 mmHg; P = 0,035) (Figura 14).
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Figura 14. Grafico demonstrando as pressdes de ruptura da anastomose em
mmHg no 7° PO nos subgrupos SC7 vs. SG7; *P = 0,035.

4.3 Valores das médias dos escores histopatoldgicos nos
subgrupos

A avaliacdo histopatologica teve os resultados obtidos a partir da
determinacdo de escores semiquantitativos em oito parametros e através
da dicotomizacdo (ausente/presente) em um, totalizando nove pardmetros
inflamatdrios e cicatriciais avaliados (Figura 15). Os subgrupos sham
demonstraram resultados idénticos em todos os parametros e ndo houve
nenhuma diferenga significante entre eles.
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Figura 15. Cortes histol6gicos da area anastomotica nos diferentes periodos de
pos-operatério no subgrupo grelina nas colorag6es de HE (coluna esquerda) e
Tricrdmico de Masson (coluna direita) em aumento de 40x.

Em relacdo aos subgrupos onde foi realizada anastomose e
posterior avaliagdo histopatolégica do tecido cicatricial, houve diferengas
estatisticamente significativas entre subgrupos reoperados no 3° dia e no
14° dia de PO.

Na comparacéo entre os subgrupos SC3 (SF) e SG3 (grelina) no
3° dia de PO houve diminuicéo significativa da média dos escores do
infiltrado de neutrdéfilos no SG3 (2,75 + 0,46 vs. 2,00 + 0,75; P = 0,035),
sendo que, nos demais pardmetros avaliados ndo houve diferenca
significativa (Tabela 3).
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Tabela 3. Médias, desvio padrdo e valores de P dos escores
histol6gicos avaliados no tecido anastomético dos subgrupos controle
(SC3) e grelina (SG3) reoperados no 3° PO.

Subgrupos * SC3 SG3 P
Parametros Média (+DP) Média (+DP)

Histoldgicos

Neutréfilos 2,75 (£0,46) 2,00 (x0,75) 0,035
Fibrina 2,63 (x0,51) 2,38 (+0,51) 0,350
Fibroblastos 1,25 (+0,46) 1,25 (0,46) 1,000
Colageno 1,13 (0,35) 1,13 (+0,35) 1,000
Tecido Granulagéo 1,75 (£0,48) 1,88 (+0,83) 0,717
Edema 2,25 (£ 0,46) 2,00 (+ 0,75) 0,438
Apoptose 2,38 (+0,51) 1,88 (+0,64) 0,108
Inflamagao Peritdnio 2,38 (£0,74) 2,75 (£0,46) 0,246

*SC3 = subgrupo controle 3° PO e SG3 = subgrupo grelina 3° PO

A comparacdo das médias dos escores histopatolégicos entre 0s
subgrupos do 7° PO ndo apresentou diferenca estatisticamente
significante em nenhum dos pardmetros avaliados (Tabela 4).

Tabela 4. Médias, desvio padrdo e valores de P dos escores
histol6gicos avaliados no tecido anastomético dos subgrupos controle
(SC7) e grelina (SG7) reoperados no 7° PO.

Subgrupos * SC7 SG7 P
Parametros Meédia (+DP) Média (xDP)

Histoldgicos

Neutroéfilos 2,75 (+0,46) 2,38 (+0,46) 0,325
Fibrina 1,13 (+0,35) 1,50 (£0,53) 0,124
Fibroblastos 2,75 (£0,53) 2,50 (+0,46) 0,335
Colageno 2,13 (+0,64) 2,25 (+0,46) 0,662
Tecido Granulagdo 2,13 (x0,83) 2,00 (x0,92) 0,781
Edema 1,00 (0,75) 1,00 (0,53) 1,000
Apoptose 2,50 (x0,75) 2,13 (x0,75) 0,233
Inflamacéo Peritdnio 2,13 (+0,83) 2,13 (+0,64) 1,000

*SC7 = subgrupo controle 7° PO e SG7 = subgrupo grelina 7° PO
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Na comparagdo dos escores histoldgicos entre 0s subgrupos do
14° dia de PO houve diferencas significantes em quatro dos oito
parametros avaliados, com menores médias no subgrupo SG14. A
comparacao dos escores entre SC14 e SG14 teve 0s respectivos resultados
descritos a sequir: infiltrado neutrofilico (2,00 £0,75vs. 1,25+ 0,43; P =
0,035); tecido de granulacdo (2,38 £ 0,91 vs. 1,25 £ 0,46; P = 0,011);
apoptose (2,00 £ 0,75 vs. 0,75 £ 0,70; P = 0,004) e inflamac&o peritoneal
(1,88 + 0,35 vs. 1,00 + 0,75; P = 0,014). Os demais parametros nao
apresentaram diferencas significativas nesse periodo (Tabela 5).

Tabela 5. Médias, desvio padrdo e valores de P dos escores
histol6gicos avaliados no tecido anastomético dos subgrupos controle
(SC14) e grelina (SG14) reoperados no 14° PO.

Subgrupos * SC14 SG14 P
Parémetros Média (+DP) Média (+DP)

Histoldgicos

Neutrofilos 2,00 (%0,75) 1,25 (+0,46) 0,035
Fibrina 1,50 (£0,92) 1,00 (£0,53) 0,212
Fibroblastos 2,25 (%0,70) 1,75 (£0,46) 0,120
Colageno 2,38 (+0,51) 2,38 (£0,74) 1,000
Tecido Granulagdo 2,38 (x0,91) 1,25 (+0,46) 0,011
Edema 0,00 (+0,00) 0,25 (+0,46) 1,000
Apoptose 2,00 (%0,75) 0,75 (0,70) 0,004
Inflamacéo Peritdnio 1,88 (x0,35) 1,25 (+0,46) 0,011

*SC14 = subgrupo controle 14° PO e SG14 = subgrupo grelina 14° PO.

A variavel aplainamento de criptas que foi dicotomizada, ndo
apresentou diferenca significante entre os subgrupos em nenhum periodo
de avaliacdo, porém no 14° dia de PO essa alteracdo foi detectada em
todas amostras do SC14 e em apenas 50% nas do SG14 apresentando uma
tendéncia para significancia com P = 0,077 (Figura 16).
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Figura 16. Grafico demonstrando a ocorréncia do aplainamento de criptas no
14° PO nos subgrupos SC14 e SG14 (P = 0,077).

4.4 Valores das médias das concentraces Hidroxiprolina
tecidual nos subgrupos

As concentragdes médias hidroxiprolina determinadas no tecido
cicatricial em pg/mg de proteina, foram reduzidas em ambos os
subgrupos controle e grelina no 3° PO (2,16 + 2,45 vs. 2,26 + 1,55) e ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significantes. No 7° PO houve
elevacdo das médias em ambos subgrupos para 6,23 + 6,18 6,39 + 12,16
pg/mg de proteina respectivamente, também sem diferencas significantes
(P=0,976) (Tabela 6).

Entretanto, no 14° PO os subgrupos controle e grelina
apresentaram médias bastante distintas, com 3,46 + 2,95 pg/mg proteina
no controle e 9,86 + 6,46 pug/mg de proteina no grelina, sendo essa

diferenca estatisticamente significativa com valor de P = 0,043 (Figura
17).
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Tabela 6. Médias de concentracdo tecidual de Hidroxiprolina (HP) e
desvio padrdo (DP) nos subgrupos controle e grelina: 3°, 7° e 14° PO.

Dias de PO ¢ Controle (SF) Grelina P
Média HP* (xDP)  Média HP* (xDP)
30 2,16 (+ 2,45) 2,26 (+ 1,55) 0,925
7° 6,23 (+ 6,18) 6,39 (+ 12,16) 0,976
149 3,46 ( 2,95) 9,86 (+ 6,46) 0,043

SPO: pds-operatdrio, * Média HP em g/ mg de proteina.
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Figura 17. Grafico demonstrando a concentragdo tecidual de Hidroxiprolina
nos subgrupos controle (SF) e grelina: 3°, 7° e 14° PO. * P = 0,043
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4.5 Valores das médias de contetido proteico de Pré-Catepsina B
e Catepsina B Madura teciduais nos subgrupos

As médias de intensidade relativa (IR) tecidual de prd-catepsina
B e de catepsina B madura apresentaram elevacdes nos subgrupos
submetidos a anastomose, quando comparados aos sham (Figuras 18 e
19).
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Figura 18. Grafico demonstrando intensidade relativa tecidual de Pro-Catepsina
B nos subgrupos controle (SF) e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO.



97

Catepsina B Madura

25 7
I sr
204 Bl GRELINA

154

10

Catepsina B Madura /P-Actina
Intensidade Relativa

Sham 3°pO 7°PO 140po PDlas

21R4KD £ & L e = Catepsina B madura

Figura 19. Grafico demonstrando intensidade relativa tecidual de Catepsina B
Madura nos subgrupos controle (SF) e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO.

No 7°e 14° PO as médias de intensidade relativa de pro-catepsina
B tecidual foram maiores nos subgrupos controle do que nos que
receberam grelina (18,54 + 20,63 vs.11,84 + 12,67; P =0,310e 5,31 +
4,17 vs. 3,29 + 2,53; P = 0,690), entretanto, na comparagéo entre eles
essas diferengas ndo foram estatisticamente significantes (Tabela 7).
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Tabela 7. Médias de intensidade relativa tecidual de pro-catepsina B/fB-
actina e desvio padrdo (DP) nos subgrupos controle e grelina: Sham,
3°, 7° e 14° PO.

Dias de PO ¢ Controle (SF) Grelina P
IR* (+DP) IR* (+DP)
Sham 1,00 (+ 0,00) 2,06 (+0,73) 0,151
30 5,52 (+ 3,41) 6,94 (+ 8,21) 0,690
70 18,54 (+ 20,63) 11,84 (+ 12,67) 0,310
149 5,31 ( 4,17) 3,29 (+ 2,53) 0,690

8PO: pos-operatorio, * Média de Intensidade Relativa de pré-catepsina B / B —
Actina.

Semelhantemente, as médias de IR de catepsina B madura
analisadas no 7° e 14° PO, também foram maiores nos subgrupos controle
guando comparadas aos que receberam grelina (15,70 £ 11,60 vs.12,37 £
8,44; P = 0,619 e 7,07 + 4,55 vs. 458 + 5,19; P = 0,444), e nessa
comparagdo também ndo foram estatisticamente significantes (Tabela 8).

Tabela 8. Médias de intensidade relativa tecidual de catepsina B
madura/p-actina e desvio padrdo (DP) nos subgrupos controle e
grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO.

Dias de PO ¢ Controle (SF) Grelina P
IR* (+DP) IR* (+DP)
Sham 1,00 (= 0,00) 1,03 (£ 0,28) 0,810
30 3,56 (+ 2,58) 4,63 (+ 2,14) 0,498
70 15,70 (+ 11,60) 12,37 (+ 8,44) 0,619
140 7,07 (+ 4,55) 4,58 (+5,19) 0,444

8PO: pds-operatdrio, ¥ Média de Intensidade Relativa de Catepsina B Madura
/ B — Actina.
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4.6 Valores das médias de producéo de EROs nos subgrupos

Os valores das médias de producdo de EROs nos subgrupos
Sham controle e grelina foram de 100,00 + 52,52 e 80,38 + 24,18,
respectivamente. Houve aumento na média dos valores de EROS em
todos os subgrupos submetidos a anastomose coldnica quando
comparados aos Sham. Nos subgrupos com anastomose, os controles
apresentaram maiores médias de EROs quando comparados aos que
receberam grelina no 3° e 14° dias de PO (Figura 20).

Essas diferencas foram estatisticamente significantes na
comparacdo das médias entre os subgrupos no 14° dia de PO (163,19 +
48,61 vs. 98,93 + 19,46; P=0,012) (Figura 20).

No 7° PO a média de producdo de EROs, nos subgrupos com
anastomose, foi discretamente maior naqueles onde foi administrada
grelina, entretanto, ndo apresentou significancia estatistica com P= 0,820
(Tabela 9).
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Figura 20. Gréafico demonstrando a producéo de EROs nos subgrupos controle
(SF) e grelina: Sham, 3°, 7°, e 14° PO. * P = 0,012.
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Tabela 9. Médias de producdo de EROs e desvio padrdo (DP) nos
subgrupos controle e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO.

Dias de PO ¢ Controle (SF) Grelina P
Média EROs* (+DP)  Média EROs* (+DP)
Sham 100,00 (= 52,62) 80,38 (+ 24,18) 0,361
30 150,18 (+ 39,02) 133,31 (+4597) 0,761
70 110,50 (* 15,74) 113,50 (+29,91) 0,820
14° 163,19 (+ 48,61) 98,93 (+ 19,46) 0,012

$PO: pbs-operatdrio, # Média EROs em ng de formazan / mg de proteina.

4.7 Valores das médias de concentracéo tecidual de Nitrito (NO>)
nos subgrupos

As concentragdes teciduais de NO2™ nos subgrupos sham controle
e grelina foram de 100,00 (£ 52,62) e 80,38 (= 24,18) pmol de
nitrito/mg de proteina, respectivamente. Naqueles submetidos &
anastomose coldnica houve diminui¢do dessa concentragcdo em todos o0s
periodos de PO avaliados em ambos subgrupos (Figura 21).

Na comparacao entre 0s subgrupos submetidos a anastomose as
concentracdes médias de NO2 foram menores naqueles que receberam
grelina no 3° e 14° PO, sendo estatisticamente significante no 3° PO (3,91
+0,85vs. 5,04 +0,88; P = 0,021) e ndo apresentando significAncia no 14°
PO (4,80 + 1,08 vs. 5,04 + 0,75; P = 0,612) (Tabela 10). No 7° PO o
subgrupo grelina apresentou maior concentracdo tecidual de NO,  quando
comprado ao controle, entretanto sem significancia estatistica P = 0,116
(Figura 21).
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Tabela 10. Médias de concentracdo tecidual de NO;™ e desvio padrao
(DP) nos subgrupos controle e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO.

Dias de PO § Controle (SF) Grelina P
Média NO; # (+DP)  Média NO; * (DP)
Sham 5,29 (+ 1,96) 527 (£ 2,29) 0,985
30 5,04 (+ 0,88) 3,91 (£ 0,85) 0,021
70 3,52 (£ 0,77) 4,44 (£ 1,31) 0,116
140 5,04 (+ 0,75) 4,80 (+ 1,08) 0,612

$PO: pbs-operatdrio, * Média NO, em pmol de nitrito/ mg de proteina.
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Figura 21. Grafico demonstrando a concentragdo tecidual de NO2 nos
subgrupos controle (SF) e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO. * P = 0,021.
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4.8 Valores das médias de conteldo proteico de HO-1, GPx,
NQO1, p-Nrf2 e Nrf2 e de concentracéo tecidual de GSH nos
subgrupos

Houve aumento das médias de intensidade relativa teciduais de
HO-1 nos subgrupos submetidos a anastomose colénica em relacdo aos
subgrupos Sham (Figura 22).
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Figura 22. Gréafico demonstrando intensidade relativa tecidual de HO-1 nos
subgrupos controle (SF) e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO.

Na comparacdo das médias de IR de HO-1 realizada entre os
subgrupos controle e grelina no 3° PO (19,48 + 18,09 vs. 33,04 + 23,37,
P =0,289), no 7° PO (10,99 + 10,87 vs.14,91 + 13,15; P = 0,587) e no 14°
PO (23,75 *+ 48,19 vs. 15,66 + 24,07; P = 0,723) ndo houve diferengas
estatisticamente significantes (Tabela 11).
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Tabela 11. Médias de intensidade relativa tecidual de HO-1/B-actina e
desvio padrdo (DP) nos subgrupos controle e grelina: Sham, 3°, 7° e
14° PO.

Dias de PO ¢ Controle (SF) Grelina P
IR* (+DP) IR* (+DP)
Sham 0,98 (+ 1,32) 1,32 (+ 1,33) 0,669
30 19,48 (+ 18,0) 33,04 (+ 23,37) 0,289
70 10,99 (+ 10,87) 14,91 (+ 13,15) 0,587
140 23,75 (+ 48,19) 15,66 (+ 24,07) 0,723

8PO: pos-operatorio, * Média de Intensidade Relativa de HO-1/ B — Actina.

Também houve aumento das médias de intensidade relativa
teciduais de GPx nos subgrupos submetidos a anastomose colénica em
relacdo aos subgrupos Sham (Figura 23).
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Figura 23. Grafico demonstrando intensidade relativa tecidual de GPx nos
subgrupos controle (SF) e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO.
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As médias de IR de GPx foram similares e tiveram pouca
variacdo nos subgrupos grelina em todos os periodos de pds-operatdrio
avaliados, sendo discretamente maiores quando comparadas aos controles
no 3° e 14° PO nédo apresentando significancia estatistica com P = 0,795
e 0,950, respectivamente. No 7° PO o subgrupo controle apresentou
médias maiores em relacdo ao grelina (2,36 + 1,11 vs.1,75 £ 1,00; P =

0,306), porém também sem significancia (Tabela 12).

Tabela 12. Médias de intensidade relativa tecidual de GPx/B-actina e
desvio padrdo (DP) nos subgrupos controle e grelina: Sham, 3°, 7° e

14° PO.
Dias de PO ¢ Controle (SF) Grelina P
IR* (+DP) IR* (+DP)
Sham 0,97 (= 0,44) 0,83 (% 0,48) 0,587
30 1,59 (+ 0,65) 1,72 (£ 1,14) 0,795
70 2,36 (+ 1,11) 1,75 (+ 1,00) 0,306
140 1,68 (+ 1,04) 1,73 (+ 1,44) 0,950

8PQ: pos-operatorio, * Média de Intensidade Relativa de GPx / B — Actina.

Os subgrupos Sham controle e grelina apresentaram médias de
IR tecidual de NQO1 (1,00 + 0,00 e 0,95 + 0,14) maiores do que 0s
subgrupos controle e grelina submetidos a anastomose coldnica em todos

os periodos de pds-operatério avaliados (Figura 24).
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Figura 24. Gréfico demonstrando intensidade relativa tecidual de NQO1 nos
subgrupos controle (SF) e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO.

Nos 3° e 14° dias de PO os subgrupos controle apresentaram
médias menores de IR de NQO1 quando comparados aos subgrupos
grelina (0,49 + 0,41 vs. 0,65 £ 0,24; P = 0,419 e 0,72 + 0,31 vs.0,94 +
0,48; P = 0,368). Na comparacdo realizada no 7° PO a média de NQO1
foi maior no subgrupo controle (0,45 + 0,38 vs. 0,38 + 0,31; P =0,737),
mas em nenhum periodo houve diferenca estatisticamente significante
(Tabela 13).
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Tabela 13. Médias de intensidade relativa tecidual de NQO1/B-actina
e desvio padrdo (DP) nos subgrupos controle e grelina: Sham, 3°, 7° e
14° PO.

Dias de PO ¢ Controle (SF) Grelina P
IR* (+DP) IR* (+DP)
Sham 1,00 (+ 0,00) 0,95 (+ 0,14) 0,490
30 0,49 ( 0,41) 0,65 (+ 0,24) 0,419
70 0,45 (+ 0,38) 0,38 (+ 0,31) 0,737
149 0,72 (+ 0,31) 0,94 (+ 0,48) 0,368

8PQ: pos-operatorio, * Média de Intensidade Relativa de NQO1 / B — Actina.

As médias de IR tecidual de p-Nrf2 e Nrf2 foram maiores em
todos os subgrupos submetidos a anastomose col6nica em relacdo aos
subgrupos Sham. As maiores médias de p-Nrf2 foram observadas no 7°
PO (SC7), enquanto que as de Nrf2, aconteceram no 14° PO (SC14),
sendo ambas nos subgrupos controle (Figuras 25 e 26).
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Figura 25. Grafico demonstrando intensidade relativa tecidual de p-Nrf2 nos
subgrupos controle (SF) e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO.
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Figura 26. Grafico demonstrando intensidade relativa tecidual de Nrf2 nos
subgrupos controle (SF) e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO.

As médias de IR de p-Nrf2 observadas no 3°, 7° e 14° PO foram
maiores nos subgrupos controle quando comparados aqueles que
receberam grelina (3,07 + 1,80 vs. 2,06 + 3,13; P = 0,556 / 4,07 + 3,48 vs.
1,89+233;P=0,284/2,26+2,11 vs.1,24 £ 1,57; P = 0,410), mas nao
apresentaram significancia estatistica em nenhuma das comparaces
(Tabela 14).
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Tabela 14. Médias de intensidade relativa tecidual de p-Nrf2/B-actina
e desvio padrdo (DP) nos subgrupos controle e grelina: Sham, 3°, 7° e
14° PO.

Dias de PO ¢ Controle (SF) Grelina P
IR* (+DP) IR* (+DP)
Sham 1,00 (+ 0,00) 1,37 (+ 1,03) 0,461
30 3,07 (2 1,80) 2,06 ( 3,13) 0,556
70 4,07 (+ 3,48) 1,89 (+ 2,33) 0,284
140 2,26 (+ 2,11) 1,24 (+ 1,57) 0,410

8PO: pos-operatorio, * Média de Intensidade Relativa de p-Nrf2 / p — Actina.

As médias de IR de Nrf2 medidas no 3°, 7° e 14° PO também
foram maiores nos subgrupos controle quando comparados aqueles que
receberam grelina, e da mesma forma ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes (7,68 + 13,10 vs. 3,80 + 3,74; P = 0,902 /
5,90 £8,75vs. 3,41+ 2,37; P=1,000/8,55 + 12,83 vs. 7,85 + 13,49; P
=0,805) (Tabela 15).

Tabela 15. Médias de intensidade relativa tecidual de Nrf2/B-actina e
desvio padrdo (DP) nos subgrupos controle e grelina: Sham, 3°, 7° e
14° PO.

Dias de PO § Controle (SF) Grelina P
IR* (+DP) IR* (+DP)
Sham 1,00 (= 0,00) 0,86 (+ 0,80) 0,189
30 7,68 (+ 13,10) 3,80 (+ 3,74) 0,902
70 5,90 (+ 8,75) 3,41 (+2,37) 1,000
149 8,55 (+ 12,83) 7,85 (+ 13,49) 0,805

8PQ: pos-operatorio, * Média de Intensidade Relativa de Nrf2 / p — Actina.
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As médias de concentracdo tecidual de GSH foram mais
elevadas em ambos os subgrupos Sham (1467,96 + 541,31 e 1099,48 +
216,02) quando comparadas aos subgrupos controle e grelina submetidos
a anastomose coldnica em todos os dias de PO avaliados (Figura 27).
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Figura 27. Gréafico demonstrando a concentracdo tecidual de GSH em ng/mg
proteina nos subgrupos controle (SF) e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO. *P =
0,073.

Nos subgrupos submetidos a anastomose col6nica as médias de
concentracdo tecidual de GSH foram maiores nos controles quando
comparados aqueles que receberam grelina no 3° e 7° dias de PO (683,96
+ 137,89 vs. 634,58 + 158,69; P = 0,517 e 578,97 + 117,47 vs. 530,95 +
69,68; P = 0,341, respectivamente), entretanto, ndo apresentaram
significancia estatistica. Na comparacdo no 14° PO a média do subgrupo
grelina foi maior que a do controle (661,43 + 75,58 vs. 560,34 + 121,06),
demonstrando uma tendéncia a significancia com valor de P igual a 0,073
(Tabela 16).
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Tabela 16. Médias de concentracédo tecidual de GSH e desvio padrao
(DP) nos subgrupos controle e grelina: Sham, 3°, 7° e 14° PO.

Dias de PO ¢ Controle (SF) Grelina P
Média GSH? (+DP)  Média GSH* (+DP)

Sham 1467,96 (+ 541,32) 1099,48 (+ 216,02) 0,107

30 683,96 (+ 137,89) 634,58 (+ 158,69) 0,517
70 578,97 (¢ 117,47) 530,95 (+69,68) 0,341
149 560,34 (+ 121,06) 661,43 (+7558) 0,073

$PO: pbs-operatdrio, * Média GSH em ng / mg de proteina.
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V. DISCUSSAO

A diminuicdo da incidéncia de deiscéncias e de fistulas
anastomaticas no pos-operatorio de cirurgias colorretais e a identificacéo
dos seus fatores de risco tém sido objeto de inimeros estudos clinicos e
experimentais. Diferentes estratégias tém sido testadas com o objetivo de
reduzir suas graves repercussoes clinicas e elevados custos de tratamento,
gue por muitas vezes, envolvem multiplas reintervencdes cirlrgicas,
confeccbes de estomas, prolongamento no tempo de internagéo hospitalar
e um pior progndstico oncoldgico (4, 6, 7, 13).

Uma das opc0es terapéuticas avaliadas na tentativa de reduzir os

riscos de falha no processo cicatricial das anastomoses intestinais é a
administragdo de hormonios e de fatores de crescimento (31).
A grelina é um hormdnio orexigeno com potente acdo central induzindo
a liberagdo de GH, regulando inimeros fatores do crescimento e atuando
nos mecanismos de migracdo, angiogénese e proliferacdo celulares
indispensaveis para a cicatrizacao (46).

Também apresenta potentes efeitos anti-inflamatérios e
antioxidantes com impacto sobre a homeostase redox acelerando o
processo cicatricial em diversos tecidos (165-169).

A grelina possui peso molecular igual a 3314,83/mol, sendo que,
1nmol equivale a 3,314 pg. Os estudos publicados apresentam diferentes
dosagens de administracdo de grelina que variam entre 20 e 30ug/Kg/dia
e ndo apresentam padronizacdo de unidades de medida, sendo o0s
resultados expressos em nmol/Kg/dia, ng/Kg/dia ou pg/Kg/ dia.

Ceran et al. observaram aumento na pressdo de ruptura e da
concentracdo de hidroxiprolina tecidual no 7° PO nas anastomoses
col6nicas em ratos com administracdo IP de 10 ng/Kg/dia de grelina (27).
Warzecha et al. demonstraram efeitos cicatrizantes sobre Glceras da
mucosa oral com doses de 4, 8 e 16 nmol/kg /dia (169). Konturek et al.
utilizando 20pg/Kg/dia via IP concluiram que houve melhora na
cicatrizacdo colénica com colite induzida por TNBS, em ratos (128).
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Igualmente, Sen et al. demonstraram efeitos protetores contra
isquemia/reperfusdo ileal em ratos quando administraram por via
endovenosa 10ng/kg/dose de grelina (126).

Recentemente, Matuszyk et al. também demonstraram efeitos
protetores da administracdo de grelina IP na dose de 8nmol/Kg/dose na
mucosa coldnica de ratos submetidos a colite induzida por acido acético
(114).

Considerando esse mosaico de dosagens e vias de administragdo
que, aparentemente, apresentaram influéncia no mecanismo de
cicatrizacdo em diferentes tecidos, foi adotada neste estudo a dose
23ug/Kg/dia, por estar dentro da faixa de concentracdo frequentemente
utilizada nas pesquisas publicadas, e que sugere influéncia na cicatrizacéo
da mucosa coldnica e sobre os processos de estresse oxidativo e de
liberacdo de citocinas inflamatdrias relacionados ao processo cicatricial.

A comparacdo da média de peso inicial na primeira cirurgia entre
0s animais dos diferentes subgrupos ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante, o que demonstra ser uma amostra
homogénea quanto ao peso, ndo havendo necessidade de variacdes
consideraveis na dosagem de aplicacdo da grelina nos diferentes
subgrupos.

Houve diferencga significante, comprovada estatisticamente, na
comparacao entre as médias de peso final antes da segunda intervencéo
nos subgrupos SGS e SC14 (P=0,018), que se devem a diferenca entre o
nimero de dias de pds-operatdrio e que ndo interferiram nos resultados
do estudo.

Quando observadas as médias de pressdo de ruptura das
anastomoses, estas se mostraram significativamente maiores no grupo
que recebeu grelina no 7° dia de PO (P=0,035), periodo que corresponde
a fase de reepitelizacdo. Também foram maiores naqueles que receberam
grelina no 3° e 14° dias de pds-operatorio, entretanto, nesses periodos ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significantes. Esse resultado,
parece demonstrar uma maior resisténcia na linha de anastomose a fatores
pressoricos induzidos intraluminais que simulam a fisiologia intestinal
(secrecdo e fezes) e também o peristaltismo, principalmente, no 7° PO nos
animais que receberam grelina.
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Esses achados sdo similares a estudos experimentais que
avaliaram a influéncia da administracdo IP de grelina sobre as pressdes
de ruptura de anastomoses colbnicas e gastricas no 7° PO, e que
demonstraram aumento estatisticamente significativo das médias das
PRA naqueles subgrupos que receberam grelina em doses de 10ng/Kg/dia
e 10nmol/Kg/dia, respectivamente (27, 170).

Esse resultado sugere que os efeitos anti-inflamatérios da grelina
possam atuar acelerando a fase inflamatéria inicial e antecipando a fase
proliferativa, levando a uma maior deposi¢do de colageno e a um aumento
significativo na forca ténsil da linha anastomética no 7° PO como
demonstrado neste estudo.

A cicatrizacdo da anastomose intestinal é afetada diretamente
pela intensidade e duragdo da resposta inflamatdria que ocorre nos trés
primeiros dias pds-trauma, e quanto mais longa ela é, menos resistente
serd a anastomose, pois nessa etapa ha diminuicdo da formacdo de
colageno e intensa colagendlise. A fase inflamatdria serve como ponte
para a fase de reepitelizacéo, que é considerada o periodo critico de menor
resisténcia da cicatriz onde ocorre a maioria das deiscéncias e fistulas (31,
32).

Houve, nesta pesquisa, a necessidade de avaliacdo
histopatoldgica por dois métodos distintos de coloragdo: o primeiro,
hematoxilina-eosina, para determinacdo dos componentes celulares e o
segundo, Tricrémico de Masson, para avaliagdo do tecido conjuntivo e
muscular.

Observaram-se diferengas na comparacao das médias dos escores
dos parametros histolégicos entre os subgrupos grelina e controle, em
todos os periodos de p6s-operatorio avaliados, porém, elas apresentaram
significancia estatistica naqueles reoperados no 3° e 14° PO.

Essas diferencas sugerem indiretamente possiveis efeitos anti-
inflamatdrios nos subgrupos que receberam grelina, relacionados a
diminuicéo do recrutamento neutrofilico na fase inflamatéria do processo
cicatricial (3° PO) com valor de P = 0,035. Esse efeito, ao que tudo indica,
impede que haja uma resposta inflamatéria exacerbada e duradoura nesta
fase inflamatéria, que é prejudicial no processo de transi¢do para a fase
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proliferativa, interferindo na producéao de colageno, que ocorre por volta
do 3° PO e é responsavel pela sustentacdo do tecido cicatricial.

A partir do 4° PO, que é denominado periodo critico da
cicatrizacdo anastomotica, essa producdo de colageno é fundamental, pois
é nele que ocorrem a maioria das deiscéncias e fistulas intestinais pos-
operatorias.

Sen et al. demonstraram efeito protetor semelhante com a
administracdo de grelina na mucosa ileal de ratos ap6s inducéo de lesdo
por isquemia/reperfusdo mesentérica, sugerindo que essa agdo anti-
inflamatdria diminuiria o tempo necessario para a recuperacao do tecido
lesado (126). A acdo anti-inflamatéria da administracdo de grelina
também foi demonstrada em células endoteliais humanas e em estados de
sepse induzida em ratos, pela supressdo da liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-1, IL-6 e TNF-a. (171-173).

No 14° PO diferencas significativas foram detectadas na
avaliacdo das médias de infiltrado neutrofilico (P = 0,035), tecido de
granulacdo (P = 0,011), apoptose (P = 0,004) e inflamag&o peritoneal (P
= 0,011), sendo que, em todas elas houve diminui¢do das medias dos
escores nos subgrupos grelina quando comparados aos controles.

Novamente, esses resultados sugerem que a grelina atue como
regulador da inflamag&o e promotor da cicatrizacdo tecidual final. Nesse
Gltimo periodo do processo cicatricial, que corresponde a maturacdo da
ferida, houve reducéo do tecido de granulacdo, que, caso seja abundante,
tem efeito prejudicial e impacta negativamente na forca ténsil da linha
anastomotica impedindo a deposicdo de colageno (28).

A reducéo da apoptose que foi observada também no 14° PO, por
sua vez, também sugere menor lesdo e melhor regeneracao tecidual nessa
fase, influindo diretamente no resultado final da cicatrizacdo da
anastomose. Ja foi demonstrado que a administracdo de grelina diminui a
apoptose tecidual e protege contra lesdo hepatica em ratos (174) e também
suprime a apoptose no tecido 6sseo apds inducdo de lesdo por deplecdo
de urénio, através da diminuicdo do estresse oxidativo tecidual e
indicando seu potencial uso em situagdes de intoxicagdo (175).

Recentemente, Taati el al. demonstraram, em ratos, diminuicdo
da apoptose e dos niveis de TNF-a e IL-6 no tecido germinativo testicular,
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apos inducdo de isquemia/reperfusdo com consequente melhoria no
processo de reparo tecidual, no grupo que recebeu administracdo de
grelina via IP (176).

Todos esses estudos corroboram os achados desta pesquisa, que
sugere efeitos idénticos da grelina sobre as mesmas fases do processo
cicatricial no periodo estudado, impedindo a exacerbacdo da fase
inflamatdria.

A inflamagdo peritoneal foi outro parametro histoldgico
analisado e teve escores significativamente menores no subgrupo grelina
no 14° PO (P=0,011). Essa diferenca provavelmente resultou da
diminuicéo do infiltrado neutrofilico tecidual gerando menor reacéo nesse
componente da parede celular (camada serosa), que no intestino serve
como elemento extra de sustentacdo. Esse achado poderia explicar a
menor incidéncia de aderéncias intraperitoneais pds—operatorias no grupo
grelina, relatadas no trabalho de Ceran et al. (27), porém, essa analise ndo
foi o objetivo deste estudo.

A avaliacdo dos parametros histopatolégicos no 7° PO ndo
demonstrou diferencas estatisticas significantes entre os subgrupos,
entretanto, esses resultados ndo implicam que ndo haja melhoria nos
parametros bioquimicos teciduais, que necessitam ser avaliados por
pesquisas futuras.

Ceran et al. avaliaram anastomoses coldnicas no mesmo periodo
de PO e também nédo demonstraram diferencas significativas na maioria
dos parametros histopatolégicos teciduais entre o grupo que recebeu
grelina via IP e os controles, exceto no infiltrado inflamatério celular que
foi maior no segundo grupo (P < 0,05), demonstrando mesma agéo anti-
inflamatdria da grelina na fase proliferativa do processo cicatricial (27).
Diferentemente, neste estudo ndo houve impacto sobre as médias dos
escores da avaliacdo histopatolégica nesse mesmo periodo de PO, nédo
sendo possivel atribuir tal acdo a grelina.

Em resumo, esses achados histopatoldgicos corroboram estudos
prévios que demonstraram que a administracdo de grelina tem impacto
positivo sobre o processo cicatricial, acelerando a cicatriza¢do das lesdes
gastricas induzidas por metabilsulfato de sodio em ratos (121),
otimizando a cicatrizacdo de Ulceras duodenais pela indugdo do aumento
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de liberagdo de GH e IGF-1(168), e da cicatrizagdo de Ulceras orais pelo
aumento do fluxo sanguineo na mucosa permitindo a chegada de mais
células e fatores para cicatrizacdo (169).

A ocorréncia do aplainamento de criptas foi numericamente
menor no subgrupo grelina no 14° PO, porém, sem significancia
estatistica (P=0,077). Todos o0s animais do subgrupo controle
apresentaram essa alteragdo, enquanto que, apenas 50% deles
apresentaram no subgrupo grelina nesse periodo. Geralmente, essa rea¢éo
fisiolégica ocorre logo nos primeiros quatro dias ap6s a leséo tecidual
intestinal e ndo esta presente na fase final do processo cicatricial. Ela
consiste na proliferacdo de células de forma achatada denominadas
células epiteliais associadas a lesdo (WAE cells), que sdo originadas nas
criptas adjacentes a ferida e que migram para o leito lesional com objetivo
de realizar hemostasia e criar uma barreira provisdria contra
microrganismos e agentes externos (177, 178). Os resultados sugerem que
a administracdo de grelina poderia otimizar a reorganizacdo celular das
criptas da mucosa colbénica mais eficazmente e consequentemente sua
funcdo estrutural na parede intestinal, porém novas pesquisas Sao
necessarias para avaliar tal acéo.

A hidroxiprolina é um aminodcido exclusivo do colageno e é
utilizada como um marcador bioquimico da cicatrizacéo. Ela representa a
deposicdo do colageno cicatricial que esta diretamente relacionada a
integridade e forca ténsil na linha anastomética (9, 40). Ja foi
demonstrado experimentalmente, que a administracdo intraperitoneal de
grelina aumenta significativamente o teor de hidroxiprolina tecidual nas
anastomoses colénicas em ratos no 7° PO, sugerindo que ela tenha efeito
benéfico para a cicatrizagdo anastomotica (27). Da mesma forma,
demonstrou-se que elevados niveis de EROs teciduais induzem ao
aumento de lesdo tecidual e impedem a correta deposicédo de colageno na
cicatriz causando retardo na cicatrizagao (10, 179, 180).

Nesta pesquisa as concentragdes teciduais de hidroxiprolina
foram expressivamente mais elevadas no subgrupo grelina no 14° PO
(P=0,043), periodo em que também houve menor producéo de EROs e
menor apoptose nesse subgrupo, sugerindo que a grelina atue estimulando
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a deposicao de colageno e acelerando a regeneragdo cicatricial que sdo
influenciadas pelo estresse oxidativo nessa fase da cicatrizacao.

As médias de pressao de ruptura das anastomoses e 0s niveis de
hidroxiprolina teciduais foram mais elevados nos subgrupos grelina
guando comparados aos controles em todos os periodos de PO. Apesar de
ndo ter havido associagdo estatisticamente significativa entre esses dois
parametros, os resultados sugerem que a administracdo de grelina atue
estimulando o metabolismo do colageno no periodo pés-operatério. Esse
estimulo pode ter efeito benéfico sobre a cicatriz, entretanto, novas
pesquisas sdo necessarias para confirmar essa hipdtese.

A catepsina B é uma tipica protease cisteino lisossomal que tém
importante papel na inducgdo da degradacdo e da inibi¢do da biossintese
do colageno tipos | e Il nos fibroblastos pela ativacdo do NF-xB. Sua
expressdo estd aumentada em estados de estresse oxidativo e de
inflamagdo cronica levando a maior destruicdo do tecido conjuntivo
nessas situagoes (44).

Neste estudo foram realizadas medic¢Bes de pro- catepsina B e

catepsina B madura teciduais nos trés periodos de PO, que correspondem
as formas inativa e ativa dessa protease, respectivamente (181).
Foi demonstrado um aumento da expressdo de ambas as formas nos
subgrupos, principalmente no 7° PO, que corresponde ao periodo critico
para o diagndstico de fistulas anastométicas e onde houve diferenca
significativa nas PRA entre os subgrupos. Entretanto, apesar dos
subgrupos controles apresentarem maior expressdo de catepsina B
madura e pré-catepsina B essa diferenca nao foi significativa (P= 0,619 e
0,310).

No periodo que compreende o 7° PO a formacédo de colageno é
necessaria para evitar a falha da linha anastomética que é inversamente
proporcional a expressdo de catepsina B (28, 181). Ja foi demonstrado
que a inibicdo dessa protease aumenta a capacidade de migracdo de
gueratindcitos e acelera a recuperacdo da camada epitelial no processo
cicatricial da pele (45).

Nesta pesquisa 0s subgrupos grelina apresentaram menor
expressdo dessa protease a partir do 7° PO, e mesmo que as diferencas
ndo tenham apresentado significancia estatistica abre-se um campo de
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estudo que pode sugerir um efeito inibitério da grelina sobre a catepsina
B, sendo necessarias novas pesquisas com um ndmero maior de animais
para determinar o verdadeiro impacto da grelina sobre essa protease.

A cicatrizacdo é um processo coordenado, composto por fases
gue se superpdem orquestradamente e que sdo mediadas por citocinas e
fatores presentes nos meios intra e extracelulares (30). Os processos redox
regulados influenciam na cicatrizacdo, e a manutencdo da hemostasia
redox é importante para evitar os efeitos deletérios causados pelo excesso
de producdo de EROs resultante do metabolismo aerébico celular (131).

Nas feridas observa-se um aumento temporario de EROs na fase
inflamatdria (burst respiratério) que atuam como linha de defesa contra
patégenos invasores e como mediadores de sinalizagdo celular para
angiogénese (135). Entretanto, a manutencao de altos niveis de EROs no
sitio cicatricial sdo responsaveis pela ativacdo de proteinas pro-
apoptaticas, morte e necrose celular (146).

Nesta pesquisa foram aferidas as concentragGes teciduais de
EROs pela determinacdo do radical Oz que é o principal componente
resultante da oxidacdo do oxigénio molecular e que origina todos 0s
demais radicais reativos envolvidos nas reacfes de oxirreducao (131).
Aqui, observaram-se no 3° PO aumento das concentragdes teciduais de
EROs em ambos os subgrupos, caracterizando o burst respiratério inicial.
As concentragdes nesse periodo foram maiores no subgrupo controle,
porém essa diferenca ndo teve significancia estatistica (P = 0,458), mas
pode ter influenciado na quimiotaxia de neutréfilos, ja que, nesse periodo
foi constatado aumento significativo desse tipo celular no subgrupo
controle o que levaria a uma maior intensidade de inflamagdo como
discutido anteriormente.

As concentracdes de EROs nos subgrupos que receberam grelina
foram decrescendo gradativamente no 7° e retornaram a niveis basais no
14° PO, demonstrando uma atuacdo eficaz dos sistemas antioxidantes e
manutencdo da homeostase redox que é essencial para o resultado final
da cicatrizagdo. Diferentemente, esse comportamento foi observado nos
subgrupos controle apenas no 7° PO, ja que, no 14° PO houve um aumento
acentuado das concentragfes EROs em rela¢do aos subgrupos grelina e
gue apresentou significancia estatistica (P= 0,012).
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Esses achados sugerem possiveis efeitos benéficos da grelina na
recuperacdo e na manutengdo da hemostasia redox, otimizando o processo
cicatricial tecidual, e corroboram os achados histopatol6gicos deste
estudo onde houve diminui¢do significativa dos escores de neutréfilos,
tecido de granulacéo e apoptose no 14° PO nos subgrupos que receberam
essa substancia, sugerindo um efeito protetor da grelina contra a formacéo
de EROs na fase final de maturacéo da ferida.

Esses efeitos anti-inflamatérios e anti-apoptéticos da
administracdo de grelina contra lesfes induzidas por EO, ja foram
demonstrados na doenca esteatdtica hepatica (174), na lesdo intestinal por
isquemia-reperfusdo (126), nos osteoblastos (182), em células cardiacas
(183) e na mucosa gastrica (121), reforcando os achados da presente
pesquisa.

O estresse nitro-oxidativo é gerado apds a oxidacdo do ON pelo
Oy, e tem impacto negativo sobre o processo cicatricial quando ha
desequilibrio entre formac&o e detoxificacdo dos radicais formados, cujos
resultantes, sdo o peroxinitrito (ONOQO") e o nitrito NO;, entre outros.
(131).

A producdo excessiva de NO;™ ativa a forma latente da protease
neutrofilica humana causando maior degradagdo dos componentes da
matriz extracelular representados principalmente pelo colageno
impactando negativamente no resultado final da cicatrizacdo (184).

Nesta pesquisa também foram mensuradas as concentracdes
teciduais de NO2 no 3°, 7° e 14° PO, que apresentaram reduc¢des em todos
0s subgrupos operados em relacdo aos subgrupos Sham. Esse achado
sugere uma diminuigdo na concentragdo tecidual de ON comum em
tecidos submetidos a ressecgdes e suturas devido a isquemia local
produzida pelo procedimento cirurgico.

No 3° PO houve diferenca estatisticamente significativa nas
médias de concentracdes teciduais de NO, na comparacdo entre 0s
subgrupos, sendo que naqueles que receberam grelina elas foram
menores. Esse resultado pode indicar uma diminuigdo na producdo de
radicais reativos resultantes da oxidacdo do ON induzida pela grelina,
com consequente diminuicdo do estresse nitro-oxidativo nesse periodo, o
que resultaria em menor ativacao das proteases neutrofilicas e melhora do
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resultado cicatricial na linha de anastomose em formagdo, como foi
demonstrado pelo aumento dos niveis de PRA no 7° PO no subgrupo
grelina. Somando-se a isso o fato de haver menor mobilizacdo de
neutrdfilos para a ferida no 3° PO, como também foi demonstrado neste
estudo no grupo grelina e que apresentou significancia estatistica. Nos
demais periodos avaliados as diferencas ndo foram estatisticamente
significativas, com as concentracdes de NO, retornando aos niveis basais
no 14° PO em ambos os subgrupos, sugerindo que ndo haja efeitos da
grelina sobre o estresse nitro-oxidativo nas fases tardias da cicatrizacdo
colbnica.

O Nrf2 é um fator de transcricdo nuclear encontrado no
citoplasma ligado & proteina inibidora Keap 1 que impede sua
translocagdo para o nucleo. Em estados onde ha elevacdo da tenséo
oxidativa, ou seja, quebra da homeostase redox, a Keap 1 perde a
capacidade de ligagdo ao Nrf2 promovendo aumento nas suas
concentracdes citoplasmaticas e consequentemente sua migracdo para o
nucleo, onde ele induz a expressdo dos seus genes-alvo. Atualmente, a via
Nrf2/Keap 1 tem sido reconhecida como uma das principais linhas de
defesa contra estados de estresse oxidativo, pois ativa 0s genes que
codificam as principais enzimas antioxidantes como SOD, CAT, NQO1,
Tioredoxina (Trx), HO-1, e GPx (185, 186).

Neste estudo foram mensurados os niveis de intensidade relativa
teciduais de Nrf2 total e de p-Nrf2, que é a forma fosforilada ativa que
migra para o nlcleo e atua sobre os genes induzido a expressdo
enzimatica(137). Em ambos os subgrupos e em todos os periodos de pds-
operatdrio avaliados, houve ativacdo do sistema Nrf2/Keap 1 comprovada
pelo aumento da intensidade relativa de p-Nfr2 induzida provavelmente
pelo aumento da concentragdo tecidual de EROs que foi descrita
anteriormente.

As intensidades de Nrf2 total e de p-Nrf2 foram maiores nos
subgrupos controle, entretanto essas diferencas ndo foram significativas
sugerindo que a grelina ndo atue estimulando diretamente essa via de
protecdo antioxidante, apesar de ter efeitos comprovados na diminuigédo
do EO intestinal (117). Novas pesquisas analisando outras vias de
protecdo contra a lesdo por estresse oxidativo intestinal devem ser
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estudadas para elucidar por quais mecanismos a grelina atue na
manutencdo da hemostasia redox.

A avaliacdo da atividade enzimatica antioxidante aqui estudada,
apresentou resultados contraditorios em relagéo a resposta da ativacdo do
sistema Nrf2/Keap 1. Os efeitos protetores com aumento da atividade da
HO-1 e da NQO1, via sistema Nrf2/Keap 1 contra lesdo antioxidante, ja
foram demonstrados em células endoteliais (155) e em células
neurolégicas (154).

Nesta pesquisa foram observados aumentos da intensidade

relativa pos-operatoria na expressao da GPx e da HO-1 condizentes com
0 aumento da p-Nrf2 e diminuigéo na expressdo da NQO1.
Apesar de diferentes, esses resultados ndo apresentaram significancia
estatistica sugerindo que, os efeitos antioxidantes benéficos da grelina nao
estejam relacionados a estimulacdo dessas enzimas especificamente.
Estudos futuros ampliando o leque de enzimas antioxidantes analisadas
sdo necessarios para definir qual é o nivel de atuacdo da grelina na cascata
de defesa antioxidante.

A GSH é um tiol que estd presente na maioria das células
principalmente no meio intracelular. E considerada um dos agentes mais
importantes no mecanismo de prote¢do celular e sua capacidade redutora
é dada pelo grupamento —SH. Ela interage com as enzimas GPx e GSH
redutase detoxificando principalmente o H.0- (136).

A GSH apresenta efeitos antioxidantes (187) e anti-apoptéticos
(188, 189) e seus niveis teciduais e plasmaticos sdo inversamente
proporcionais ao estado de estresse oxidativo indicando o balanco redox
(190). Neste estudo os niveis de GSH tecidual cairam em ambos os
subgrupos no decorrer dos periodos de pds-operatdrio avaliados,
indicando consumo dessa substancia pelas defesas enziméticas para
manutencdo da hemostasia redox e coincidindo com as elevacgdes de
EROs demonstradas anteriormente. No 14° PO houve um maior aumento
na concentracdo de GSH no subgrupo grelina que apresentou uma
tendéncia a significancia (P= 0,073) quando comparado ao controle nesse
periodo. Esse resultado coincide com a diminuicdo da concentracdo de
EROs e com o menor escore histopatolgico de apoptose encontrados
também no mesmo subgrupo nesse mesmo periodo. Uma futura andlise
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com maior nimero de animais poderia comprovar essa hipétese. Esses
dados juntos sugerem fortemente que a administragdo de grelina possa
atuar de forma benéfica na fase de remodelagdo do processo cicatricial
nas anastomoses colbnicas evitando a lesdo celular com diminuigéo
apoptose pela otimizacdo da hemostasia redox nesse periodo.

Devido aos beneficios ja demonstrados na literatura e aos
significativos achados descritos neste trabalho, futuras pesquisas sdo
necessarias para definir, ampliar e se possivel comprovar a hipotese de
gue a administracdo de grelina atue de forma benéfica sobre a cicatrizacéo
das anastomoses coldnicas.
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VI. CONCLUSOES

A administracdo de grelina no periodo po6s-operatorio foi
associada a aumento na pressdo de ruptura da anastomose no 7° PO,
reducdo no infiltrado inflamatdrio neutrofilico no 3° e 14° PO, bem como
reducdo no tecido de granulacéo, apoptose e inflamacdo peritoneal no 14°
PO.

Houve aumento na concentragdo de hidroxiprolina tecidual e
menor producdo de EROs no 14° PO, assim como também ocorreu menor
producdo de NO2 no 3° PO.

Houve aumento nas concentracBes de GSH no 14° PO com
tendéncia a significancia.

Nédo foi observada influéncia na expressdo tecidual de pro-
catepsina B, catepsina B, NOQ1, OH-1, GPx, Nrf2 e p-Nrf2.

Esses resultados sugerem que a administracdo de grelina pode
exercer efeitos benéficos sobre a cicatrizacdo de anastomoses coldnicas
em ratos, e representa estratégia promissora na prevencdo de
complicagbes cirurgicas como deiscéncias e fistulas anastomoticas,
necessitando de estudos futuros com amostras maiores para comprovagdo
desses resultados.
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ANEXO A - PROTOCOLO  APROVADO PELO
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA - UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIRURGIA

Floriandpolis, 14 de fevereiro de 2014. Memorando n® 003/CLC/14.

Do: Departamento de Cirurgia
Ao: Comité de Etica em Pesquisa com Animais

Vimos pelo presente, informar que o projeto de pesquisa intitulado
“Estudo da influéncia da grelina no processo cicatﬁcial e estresse oxidativo nas
anastomoses colénicas em ratos” do médico Humberto Fenner Lyra Junior, com a
finalidade de elaborar tese de doutorado no Programa de Poés-Graduagdo em
Ciéncias Médicas/UFSC, tendo como orientador o Prof. Dr. Armando José
d'Acampora, foi aprovado em reunido do Colegiado do Departamento de Cirurgia,
realizada no dia 05/12/2013.

Atenciosamente,

"‘J\A\QQ

Prof. Dr. Marcelo Bianchini Teive
Subchefe do Departamento de Cirurgia
Prof. Morcelo Blanchini Teloe
Subchete do Departamento de Cirurgra

CLC/CCS/UFSC
Pucians n® T98/GR/2012
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ANEXO B - PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO PELA
CEUA -UFSC

Resultado de Solicitagido de Protocolo
Protocolo
PP0O0915
Titulo
ESTUDO DA ]NFLUEI\!CIA DA GRELINA NO PROCESSQO CICATRICIAL E ESTRESSE OXIDATIVO NAS
ANASTOMOSES COLONICAS EM RATOS.
Data de Entrada
15/02/2014

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
29/05/2014

Consideragdes

Oficio n® 146/CEUA/PROPESQ/2014

Do: Presidente da Comissdo de Ftica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Armando José d'Acampora - Departamento de Clinica Cirurgica - CCS

Prezado(a) Professor(a),

Em relagdo ao projeto de pesquisa sob sua responsabilidade o presidente da CEUA deliberou segundo o parecer de
dois relatores, pela

- APROVACAO para a utilizagdo de 36 ratos (Rattus norvegicus) pelo periodo de 4 anos a contar da data deste
credenciamento.

- vide pareceres em anexo;

Relatério Final previsto para (90 dias apés término da vigéncia do protocolo ou no momento da
apresentagio de um novo protocolo)

Data 29/08/2018

Data 29/05/2014

Q.
( \1/\.1 O,(,Ux ACA

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE
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ANEXO C - APROVAGAO DE SUPLEMENTAGCAO DE ANIMAIS
PELA CEUA - UFSC

Protocolo

PP00915

Titulo

ESTUDO DA INFLUENCIA DA GRELINA NO PROCESSO CICATRICIAL E ESTRESSE OXIDATIVO NAS ANASTOMOSES COLONICAS EM RATOS.

Data de Entrada
15/02/2014

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
10/04/2015

Consideracdes

Oficio n° 021/CEUA/PROPESQ/2015

Do: Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais- CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) ), Armando José d'Acampora - Departamento de Clinica Cinirgica — CCS

Prezado(a) Professor(a).
Em relacio ao p lo de pesquisa sob sua resp bilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO adendo de suplementacao de dezesseis ratos (Rattus Norvegicus).

Adita-se o Oficio n® ZOS’CEUA‘?ROPESQ“ZOH
Do: Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais- CEUA
Ao(a): Prof{a) Dr(a). Armando José d'Acampora - Departamento de Clinica Cinirgica - CCS

Prezado(a) Professor(a),
Em relagdo ao p lo de pesquisa sob sua resp bilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO o adendo de suplementagio de dezoito ratos (Rattus Norvegicus).

Adita-se o Oficio n° 146/CEUA/PROPESQ/2014
Do: Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais-CEUA
Ao(a): Prof(a) Dr(a) Armando José d'Acampora - Departamento de Clinica Cirurgica - CCS

Prezado(a) Professor(a).

)

Em relagdo ao projeto de pesquisa sob sua resp bilidade o pr
relatores, pela:

da CEUA deliberou segundo o parecer de dois

- APROVACAO para a utilizacao de 36 ratos (Rattus norvegicus) pelo periodo de 4 anos a contar da data deste
credenciamento.

Relatério Final previsto para (90 dias apés término da vigéncia do ouno da a0 de um novo

~ )
/ (m Uuian

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE — UFSC |
PRESIDENTE \

Data 13/04/2015

Parecer(es):




