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RESUMO - Racional: O uso de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa tem sido estudado no
contexto de cicatrizagdo e regeneracdo do tecido, principalmente devido a suas propriedades
imunorreguladoras, antioncogénicas e anti-inflamatdrias. Estudos anteriores demonstraram
efeitos benéficos com o uso de imunonutricdo enteral contendo varios farmaconutrientes
(L-arginina, 6mega-3, oligoelementos), mas a acdo individual de cada componente na
cicatrizagdo de anastomose coldnica permanece incerto. Objetivo: Avaliar a influéncia da
suplementacao no pré-operatério com acidos graxos 6mega-3 na cicatrizacdo de anastomoses
colonicas de ratos eutréficos. Método: Quarenta ratos Wistar, machos adultos, pesando
234,4+22,3 g foram divididos em dois grupos: grupo controle recebeu a suplementacdo de
azeite de oliva (rico em 6mega-9) por gavagem por sete dias e o grupo estudo recebeu 6mega-3
em forma de emulsdo isocaldrica e isovolumétrica, também por gavagem, na dose de 100 mg/
kg/dia por sete dias no pré-operatério. Ambos os grupos foram submetidos a duas colotomias
seguidas de anastomose coldnica, em célon direito e cdlon esquerdo, respectivamente. Foram
avaliados a evolucdo do peso dos animais, morbimortalidade e realizados testes tensiométrico
e de densitometria do colageno dos corpos de prova. Resultados: Nao houve diferengas na
evolucdo do peso e na morbimortalidade entre os grupos. O valor da forca de tragdo maxima
do grupo controle foi de 1,9+0,3N e no grupo estudo de 1,7+0,2, p=0,357. Houve, no entanto,
maior quantidade de coladgeno tipo | (p=0,0126) na anastomose no grupo estudo. O indice de
maturacdo do colageno foi célculado para os grupos (1,74+0,71 - grupo controle; 1,67+0,5
- grupo estudo, p=0,719). Conclusdes: A suplementacdo pré-operatéria com acido graxo
Omega-3 esta associada ao aumento da deposicdo de colageno do tipo | em anastomoses de
c6lon em ratos no 5° dia do pds-operatorio, mas nao exerce influéncia na resisténcia ténsil de
colorrafia ou no indice de maturacdo do colageno.

ABSTRACT - Background: The use of long-chain polyunsaturated fatty acids has been studied
in the context of healing and tissue regeneration mainly due to its anti-inflammatory,
immunoregulatory and antioncogenic properties. Previous studies have demonstrated
beneficial effects with the use of enteral immunonutrition containing various farmaconutrients
such as L-arginine, omega-3, trace elements, but the individual action of each component
in the healing of colonic anastomosis remains unclear. Aim: To evaluate the influence of
preoperative supplementation with omega-3 fatty acids on the healing of colonic anastomoses
of well-nourished rats. Methods: Forty Wistar adult male rats, weighing 234.4+22.3 g were
used. The animals were divided into two groups: the control group received for seven days
olive oil rich in omega-9 oil through an orogastric tube, while the study group received
isocaloric and isovolumetric omega-3 emulsion at a dose of 100 mg/kg/day, also for seven
days. Both groups were submitted to two colotomies followed by anastomosis, in the right and
left colon, respectively. Parameters evaluated included changes in body weight, anastomotic
complications and mortality, as well as maximum tensile strength by using a tensiometer
and collagen densitometry at the anastomotic site. Results: There were no differences in
body weight or mortality and morbidity between groups. The value of the maximum tensile
strength of the control group was 1.9+0.3 N and the study group 1.7+0.2, p=0.357. There
was, however, a larger amount of type | collagen deposition in the study group (p=0.0126).
The collagen maturation index was 1.74+0.71 in the control group and 1.67+0.5 in the study
group; p=0,719). Conclusions: Preoperative supplementation of omega-3 fatty acid in rats
is associated with increased collagen deposition of type | fibers in colonic anastomoses on
the 5" postoperative day. No differences were observed in the tensile strength or collagen
maturation index.

INTRODUCAO

munonutri¢do é definida como a utilizacdo de nutrientes especificos em férmulas
gue promovem através de diferentes mecanismos de a¢éo, os efeitos sobre os
sistemas inflamatério e imunologico*%1422,

Inicialmente testada em modelos animais, essas formulas comecaram a ser utilizadas
em doentes previamente desnutridos que seriam submetidos a procedimentos cirlrgicos.
Claros beneficios foram obtidos na recuperacdo pds-operatoria, com taxa reduzida de
morbidade, tempo de internacdo hospitalar e a duracdo da ventilagdo mecanica em unidades
de terapia intensiva®'. No entanto, o uso destas formulas se espalhou e estudos comecaram
a mostrar efeito positivo também em individuos bem nutridos 81523242526,
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No entanto, devido a complexidade do mecanismo da
interacdo entre os processos de absorcdo, nas membranas e
nasinalizacdo intracelular, sabe-se que as formulas consistindo
de aminoéacidos, acidos graxos essenciais, oligoelementos,
vitaminas, nucleotideos e nucleosideos, foram eficazes quando
utilizados em conjunto, enquanto que o uso isolado de nutrientes
especificos foi associado a claros beneficios em menor nimero
e resultados divergentes®.

O uso de acidos graxos de cadeia longa poli-insaturados
tem sido estudado no contexto de cicatrizagdo e regeneragao
do tecido, devido principalmente as suas propriedades anti-
inflamatdrias, imunoreguladoras e antioncogénicas. No entanto,
estudos realizados em modelos em rato de colite induzida
resultaram em resultados negativos, em que o uso de dmega-3
foi negativo, resultando na deterioracdo da colite'®?,

As suas propriedades anti-inflamatdrias surgem de
processos tais como a substituicdo parcial de acido araquidénico
em membranas celulares, e assim, redugdo na producgao
de derivados considerados pré-inflamatérios, tais como a
prostaglandina E2. H4 também reducdo na quimiotaxia de
monacitos e neutrofilos, modulando a resposta inflamatéria
nas suas fases iniciais. Também notaveis sdo os seus efeitos
imunorreguladores, reduzindo a proliferacdo de linfocitos
T citotdxicos, em resposta as citocinas pré-inflamatérias, a
producdo de mediadores, tais como o éxido nitrico e do fator
de necrose tumoral'213%,

Assim, apesar do fato de que os acidos graxos 6mega-
3 desempenharem papel claro na resposta inflamatéria, a
suplementagdo com dmega-3 e do seu papel no contexto global
da cicatrizacdo da anastomose colonica ainda é desconhecido?.

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
suplementacdo pré-operatéria com acidos graxos 6mega-3
na cicatrizacdo de anastomoses coldnicas em ratos.

METODOS

Quarenta ratos machos adultos Wistar (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia mammalia), pesando 234,4+22,3 g obtidos
na Universidade Estadual de Maringa foram aclimatados e
receberam individualmente ad libitum dieta padrédo antes do
procedimento cirdrgico. Sete dias antes da operacao, o grupo
controle (GAO) recebeu suplementacdo diaria de éleo de
oliva, enquanto o grupo de estudo (GOM), recebeu emulsdo
de 6mega-3 como emulsdes isocaldricas e isovolumétricas na
dose de 100 mg/kg/dia por via orogastrica.

Ambos os grupos receberam a suplementacao de acidos
graxos através de uma sonda orogastrica colocada sem anestesia,
e foram submetidos a duas colotomias seguidas de anastomoses
com pontos separados de nailon 6-0 no célon direito e esquerdo,
respectivamente. No 5° dia de pds-operatdrio, os ratos foram
mortos. Os parametros avaliados incluiram alteragdes no
peso corporal, complicagdes de anastomose e mortalidade,
bem como forca de tragdo maxima usando um tensiometro e
densitometria do colageno no local da anastomose. A anélise
estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student, teste
de Mann-Whitney, exato de Fisher e Z-teste para comparacgao
de proporc¢des, com p<0,05.

RESULTADOS

Vazamentos anastométicos ocorreram em quatro animais
em cada grupo. A taxa de mortalidade no grupo GAO foi de
35,0% (n=7) e 10,0% (n=2) no grupo GOM, p=0,1973. Nao
houve diferencas no peso médio no inicio do experimento,
no 7°, 14°, 21° dias, no dia da operagdo e no do sacrificio,
respectivamente (Tabela 1).
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TABELA 1 - Peso médio+terro padrao (EP) por grupo (g)

~ GAO(n=20)  GOM(n=20)
-------
DO

292,3 + 44 284,3 + 53 0,343
D7 3223 + 50 313,1 + 56 0,208
D14 3484 + 55 339,0 + 6,5 0,323
D21 3697 + 6,2 3634 + 6,9 0,695
DCx 3497 + 6,4 344,0 + 7.2 0,561
DSx 3210 + 838 316,1 + 3.8 0,857

DO=primeiro dia de estudo; DCx=dia da operagao; DSx=dia do sacrificio; GOM=grupo
6mega-3; GAO grupo=azeite de oliva; p=significancia estatistica (teste de
Mann-Whitney)

O valor da forca de tragdo maxima do grupo GAO foi de
1,9+0,3 N e o grupo GOM 1,7+0,2, p=0,357 (Figura 1). A forca
de ruptura de grupos GAO e GOM também foram semelhantes
(1,5+0,2 vs 1,4+0,2, respectivamente, p=0,3572).

B GAO

HGOM

FMT (N) FRT (N)

p=significancia estatistica; FMT=forca méxima de ruptura (p=0,6028); FRT=forca
total de ruptura (p=0,3572); N=Newtons; GAO= grupo de azeite de oliva;
GOM=grupo omega-3 (teste de Mann-Whitney)

FIGURA 1 - Comparacao entre a forca maxima de tensdo dos
grupos GAO e GOM

Houve, no entretanto, quantidade maior de deposicdo
de colageno tipo | (p=0,0126) no grupo GOM (Figura 2)

1
ECOLI mcoL

GOM

GAO

COL I=colageno tipo I; COL lll=colageno tipo Ill; GAO=grupo azeite de oliva;
GOM=grupo 6mega-3; SEM=erro-padrao; p=significancia estatistica

FIGURA 2 - Distribuicdo de coldgenos tipo | e Ill entre os
grupos GOM e GAO

O indice de maturacdo do colageno (CMI) no local
da anastomose foi calculado para ambos os grupos (GAO -
1,74+0,71; GOM - 1,67+0,5; p=0,719) e nenhuma diferenca foi
detectada (Tabela 2).
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TABELA 2 - Média + erro-padrao para o indice de maturacdo
do colageno nos grupos GAO e GOM

Grupos CMI
p n Média + DP p
GAO 13 1,74 £ 0,71
GOM 18 1,67 + 0,5 0.713

CMI=indice de maturagao do colageno; GAO=grupo azeite de oliva; GOM=grupo
6mega-3; SEM=erro-padrao; p=significancia estatistica (teste de Mann-Whitney)

DISCUSSAO

A cicatrizacdo de feridas do intestino apds anastomose
depende de processos de reconstituicado, proliferagdo e
diferenciagdo equilibrados.

As células intestinais podem ser feridas por procedimentos
cirdrgicos, doencas inflamatoérias, ou substancias toxicas luminares,
apesar da sua fungdo de barreira. O processo de cicatrizagdo
comeca com envolvimento das células epiteliais circundantes
que perdem a sua polaridade colunar, tornando-se células
achatadas que migram para a area desnuda para restaurar a
barreira intestinal e, ndo importanto onde o processo de cura
esta localizado, as fases de cicatrizagdo tendem a ocorrer em
sequéncia determinada: inflamatoria, proliferativa e maturagao.
Cada fase tem a sua prépria duragdo particular e tipo de célula
envolvida.

Tipos celulares, tais como neutréfilos, macréfagos, fibroblastos
e até mesmo as plaquetas desempenham papel fundamental
através da secrecdo de fatores de quimioatragdo, interacbes
inter celulares e sdo vulneraveis a vasto tipo de interferéncias,
promovido principalmente pelo estado nutricional do hospedeiro,
presenca ou nao de processo inflamatorio e estresse oxidativo.
Neste caso, as citocinas pro-inflamatorias - interleucina-1 (IL-1),
IL-6 e factor de necrose tumoral-a (TNF- o) - e também eventos
autocrinos, paracrinos e enddcrinos podem afetar tais fatores'.

Todas estas interacbes de citocinas pro-inflamatorias
ajudam a controlarainfeccdo e preparar para o reparo do tecido,
promovendo e efetuando atividade fagocitica, estimulando
a migracado de queratindcitos, quimiotaxia de fibroblastos e
regulando aremodelagdo das proteinas da matriz extracelular™.

Neste cenério, o papel de imunonutri¢do na cicatrizacdo
da anastomose do célon depende do desempenho fisioldgico
einteracoes moleculares especificas dos elementos envolvidos.
Ambos, macro e micronutrientes com atividadesimunomoduladores,
foramidentificados, e a razdo para a utilizacdo de tais formulagoes
em pacientes cirdrgicos ¢ a necessidade de reduzir ou atenuar
a resposta inflamatéria em tempos especificos durante a
recuperacao cirdrgica®.

Ainflamagao é parte do processo de cicatrizacdo. O 6mega-
9 do azeite de oliva foi escolhido como controle isocalérico
por causa da sua atividade neutra na inflamacdo. A utilizagdo
do 6leo de soja mais habitual, apresentada na maioria dos
emulsdes lipidicas, pode resultar na estimulagdo do processo
inflamatorio, devido ao seu rico teor de acido linoléico, um
precursor pro-inflamatério.

Muitos estudos tém demonstrado claro beneficio da
utilizacdo de imunomodulacdo de féormulas enterais por varios
mecanismos, porque aumenta o estado imunitario em varios
aspectos'. No entanto, o uso de componentes individuais
presentes nessas formulas ndo trouxe tais evidéncias positivas,
e a literatura é divergente no que se refere a seus resultados*>.
Os acidos graxos dmega-3 poli-insaturados tém sido mostrados
Jjogando papelimportante nos mecanismos envolvendo sinalizacdo
celular que culmina com efeito anti-inflamatério. Por exemplo,
eles reduzem a producdo de TNF-a por macréfagos, bem como
a produgao de citocinas pro-inflamatoérias e éxido nitrico’8,

A capacidade de resposta imune para gerar resposta
inflamatoria é eventualmente modificada pela adigao de acidos
graxos poli-insaturados 6mega-3 na dieta. Amembrana celular
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modifica as suas caracteristicas, que mostra melhor fluidez, areas
de dominio de lipideos, e maior ou menor afinidade para certas
vias que, em Ultima analise, modula a funcdo leucocitaria. Como
resultado, existe competicdo para as mesmas vias enzimaticas
como o acido araquidonico (AA), mas diminuindo a geracdo de
eicosandides inflamatérios. Ele também reduz a capacidade dos
macrofagos para apresentar antigenos'3'3617.2027.30 Jma possivel
consequéncia da administracdo de 6mega-3 seria a reducdo
do processo de cicatrizacdo, particularmente na resisténcia a
ruptura, uma vez que atenua a fase inflamatéria do processo de
cura. Portanto, a conclusdo de que a administracao de acidos
graxos Omega-3 ndo reduz a resisténcia a tragdo é importante.

O 6mega-3 pode também atuar por competicdo ocupando
os receptores LTB4, bloqueando os sinais de transdugdo para a
sintese de proteina G, ou mesmo na sinalizagdo celular através
da inibicdo da ativacdo de fosfolipase C induzida por TNF-q,
impedindo ou atrasando os sinaiscelulares?"3°,

Estarede envolvendo fatores pro e anti-inflamatorias entre
um estado nutricional e administracdo exdgena de 6mega-3,
afeta o equilibrio do processo de cicatrizagdo intestinal em seus
diversos aspectos que ainda sdo objeto de estudo de muitos
pesquisadores em todo o mundo.

CONCLUSOES

Asuplementagao pré-operatériade Smega-3 esta associada
a deposicdo aumentada de fibras do coladgeno tipo | em
anastomoses de c6lon em ratos no 5° dia pds-operatério. Nao
foram observadas diferencas na forca de ruptura ou no indice
de maturagdo do colageno.
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