Artigo Original

Rev. Col. Bras. Cir . Vol. 30 - N° 4: 268-274, Jul. / Ago. 2003

OS ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA NA CICATRIZACAO DE
ANASTOMOSES COLONICAS: ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS

THE SHORT CHAIN FATTY ACIDS ON COLONIC ANASTOMOSIS HEALING:
EXPERIMENT AL STUDY ON RATS

Fernando Hintz Greca, TCBC-PR*

Maria de Lourdes Pessole Biondo-Sim6e§ CBC-PR?
Vanessa Dello Monaco Mains?®

Fabio Henrique de Araujc®

Jerdbnimo Buzetti Milano®

RESUMO:Objetivo: Avaliar a acao dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) na cicatrizacdo de anastomoses
coldnicas em ratoblétodo: Utilizaram-se 50 ratos divididos em 4 grupos. Dois desses grupos, vinte e seis animais,
foram submetidos a operacdo de Hartmann; metade destes (grupo HF) recebeu infusdes retais diarias, no pés-
operatorio, de solucéo fisioldégica a 0,9% ; a outra metadpo HA) recebeu solugdo de butirato de sédio a
80mmol/l (AGCC) (HA). Osloisgrupos restantes, vinte e quatro animais foram submetidos a anastomose colénica
término-terminal a 4 cm da borda anal. Destes, 12 animais (grupo AF) receberam infusdes retais de soro fisiol6gico
a0,9% e 12 animais (grupo AA) receberam a solu¢cdo com AGCC. Os animais foram avalfeelthé dia do pos-

operatorio. Foi realizada analise histolégica da densitometria do coldgeno pela coloracéo do sirius red, utilizando-
se a microscopia de polarizacdo com método computadofasldtados:Comparando-se os grupos submeti-

dos a cirurgia de Hartmann, portanto na auséncia do transito intestinal, observou-se concentracéo significativa-
mente maior de colageno | e total no grupo que recebeu AGCC (p=0,001). Comparando-se 0s grupos submetidos
a anastomose término-terminal, com interferéncia do transito intestinal, ndo se encontrou diferenca significante da
concentracdo de colageno | e total (p=0,056 e p=0,397, respectivamente). A acdo isolada do transito intestinal
promoveu também aumento da producgdo de colageno, quando comparado ao grupo sem atuacéo do transito
intestinal Concluséo:A administracao via retal de AGCC, na auséncia do transito intestinal mostrou-se de grande
valia, promovendo aumento da sintese do colageno. Independentemente da interferéncia do transito intestinal, o
principal efeito do AGCC esteve relacionado com o aumento da maturagdo do colageno.

Descritores: Acidos graxos volateis; Cicatrizac&o de feridas; Célon; Colageno; Anastomose cirligica.

INTRODUCAO cadeia curta. Estas substancias estdo relaciona-
das com a manutencdo do pH intestinal, com
Além da absorcdo de dgua, com eficién-trofismo da mucosa colbénica e protecdo da
cia de 99%, o colon participa na absor¢cdo demicrobiota normal, evitando o crescimento de bac-
sodio, cloro, amonia, vitaminas e acidos graxos detérias patogénicas.
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Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC)tes que receberam o AGCC ocorreu aumento da ati-
sdo substancias produzidas a partir da fermentacaeidade proliferativa da mucosa retal, gquando compa-
anaerobica das fibras ingeridas na dieta pelas bactéados aqueles que nao recebéram
rias presentes na luz dayéo.Trabalhos experimen- O presente estudo tem como objetivo avaliar
tais em ratos demonstraram que a desfuncionalizacéa interferéncia dos acidos graxos de cadeia curta no
do colon por um periodo de quatro semanas pod@rocesso de fibroplasia e cicatrizagéo colbnica.
ocasionar a atrofia ndo s6 da mucosa como de toda a
parede da visce¥ra Isto pode ser observado freqiien- METODO
temente na pratica cirirgica, quando por qualquer ra-

z&o o conteudo colonico é desviado, privando assim, a O desenvolvimento deste estudo obedeceu a
mucosa do contato com as fezes. Essa torna-skei Federal 6.638 e as orientagdes do Colégio Brasi-
atréfica, sangrando aos minimos traumatismos. leiro de Experimentacéo Animal.

Um dos procedimentos mais comumente usa- Foram utilizados 50 ratos (Rattus norvegicus
dos para o desvio do transito fecal, em situa¢gfes dalbinus, Rodentia mammalia) da linhag&vistar
emergéncia, € a operacao de Hartmann, que consisEEECFAR, com peso entre 180 e 200 gramas, prove-
de uma colostomia proximal e fechamento do cotonientes do Instituto deecnologia do Parana, os quais
distal do reto. O momento, entretanto, para reconstituipermaneceram confinados em caixas apropriadas para
o transito digestivo é ainda muito controverso, poisa espécie, com livre acesso a 4gua e a racdo padro-
estd associado a uma significativo aumento danizada.
morbidade e da mortalidade pés-operatdria, decorren- Dos 50 animais, 26 foram submetidos a ope-
tes de diversas complica¢cBes inerentes a este proceacdo de Hartmann; metade destes receberam infu-
dimentd. Kecket al* refere um maior nimero de soes retais diarias, no pés-operatorio, de solucao fisi-
dificuldades trans-operatorias, quando a reconstituicdmlogica a 0,9% (grupo HF) e os demais (grupo HA)
do transito fecal se deu num periodo menor que 1%eceberam solucdo de butirato de sédio & 80mmol/l
semanas em relacdo a primeira operagéo , devido GAGCC) .Vinte e quatro animais foram submetidos a
grande densidade de aderéncias e, com isto, maioresastomaose colbnica término-terminal a 4 cm da bor-
riscos de lesdes inadvertidas do intestino delgadoda anal. Destes, 12 animais receberam infusdes retais
Pearceet al® no entanto, relataram maiores indices de solucao fisiologica a 0,9% (grupo AF) e 12 ani-
de deiscéncia da anastomose, quando o intervalo emnais receberam a solugdo com AGCC (grupo AA).
tre a primeira e a segunda operacado era maior qué@s animais foram avaliados no 7° edid°do pos-
seis meses, periodo este suficiente para ocasionaraperatorio.
atrofia da parede do c6lon desfuncionalizado. Todos os ratos foram submetidos a jejum pré-

Como meio de reverter ou evitar o processooperatorio de 12 horas. Realizou-se limpeza intestinal
de atrofia da mucosa colbnica, tem sido preconizadomediatamente antes do procedimento cirurgico, esti-
a infusado de acidos graxos de cadeia curta. O butiratanulando-se o reflexo da defecac@anto a inducéo
um dos principais AGCC, apresenta-se como fontequanto a manutengdo anestésica foram realizadas com
de energia priméaria para os colonéd®estimulaa  éter dietilico por via inalatéria. Em condi¢gfes de anti-
proliferac&o celular do epitélio do céloRolandelli sepsia, realizou-se a laparotomia mediana de aproxi-
et al® demostraram que a infuséo intraluminar de madamente 4 cm e sec¢do do célon a 2,5 cm da re-
AGCC facilitava o processo cicatricial das flexado peritoneal.
anastomoses coldnicas em ratos. Mecanismos possi- A operacéo de Hartmann foi entéo realizada
veis que possam mediar este efeito incluem o aumensom o fechamento do coto intestinal distal e
to da proliferacéo celular da mucosa colbnica, aceleexteriorizacdo do coto proximal em forma de uma
rando a reepitelizacdo e o aumento do fluxo sangiiinecolostomia terminal. O coto distal foi fechado com
com consequiente aumento da oferta de oxigénio sutura continua, e o proximal fixado a pele com seis
aceleracdo da maturacao do colageno. pontos simples. A colostomia foi localizadaa 1,5 cm

Atualmente tem-se utilizado a infusdo de acima do pubis, e 1,0 cm a direita em relagéo a linha
AGCC até mesmo em humanos na tentativa de sabdominal mediana. Utilizou-se fio monofilamentar
evitar a atrofia da mucosa, apoés a realizacdo da cirurde néilon 6.0 em ambas as sinteses. Nos animais sub-
gia de Hartmann. Observou-se que naqueles paciennetidos a anastomose colbnica, utilizou-se a mesma
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via de acesso; a anastomose foi realizada a 2,5 cm d&e quatro campos com ampliagc&o de 400x localizados
reflex@o peritoneal, com oito pontos interrompidos, dosobre a linha das cicatrizes. Nos 4 campos analisa-
mesmo fio. dos em cada corte do célon foi calculado o percentual

Os animais do grupo controle receberam in- de area ocupado pelas fibras avermelhadas (coladgeno
fusOes retais de solucéo salina isotbnica a 0,9% atrd) e esverdeadas (colageno Ill). O valor de colageno
vés de seringa descartavel conectada a sond#otal correspondeu a soma dos valores das areas ver-
introduzida via retal até perto da regido da sutura nanelhas e verdes.
coto intestinal distal ou da regido da anastomose, con- Os resultados foram analisados estatistica-
forme o grupo. Infundiu-se a solugéo duas vezes aanente, utilizando-se o teste t de student. Estabele-
dia, as 7:00 e 19:00horas, em volume variando entreeu-se p = 0,05 ou 5 % como nivel para rejeicao da
0,5 e 1 ml, até que houvesse extravasamento. Dhipotese de nulidade.
mesma forma, os animais dos grupos experimento
receberam infusdes retais com a mesma metodologilRESULTADOS
porém de solug&o isosmolar de butirato de sédio.

Os animais foram mortos nas datas progra- N&o ocorreu 6bito de nenhum animal antes
madas, com dose letal de éter inalatério. Fez-se noveo dia estipulado para a morte. No inventario da cavi-
laparotomia e retirou-se a porcao desfuncionalizadalade abdominal, todos apresentavam aderéncias do
do intestino nos animais submetidos a cirurgia deomento a linha de sutura.

Hartmann e a anastomose colbénica dos demais. Na analise da densitometria do colageno nos

Em seguida as pecas foram fixadas emgrupos submetidos & operacdo de Hartmann, isto é,
formalina a 10% para posterior andlise histologica.aqueles que tiveram o segmento distal do célon ex-
Realizaram-se cortes com quatro micrometros decluido do transito; os animais que receberam infusbes
espessura, corados pela técnica do sirius red panaetais de AGCC, examinados no 7° dia do pés-opera-
avaliacdo da presenca de colageno, sua maturidadetério, monstraram maior area ocupada por colageno
o grau de ordenacdo de suas fibras, utilizando-se¢ipo I, com média de 16,2%. A diferenca foi
microscopia optica com fonte de luz polarizada. Assignificante (p=0,0004), guando comparada aguela do
fibras coldgenas mais espessas e fortementgrupo controle, que recebeu solucgéo fisiolégica (mé-
birrefringentes apresentam coloragdo vermelho-dia de 6,8%). Da mesma forma, o colageno total ob-
alaranjada (colageno 1) e as fibras mais finas e distido pela soma dos colagenos tipo | e IlI, foi, em mé-
persas, fracamente birrefringentes, apresentam coladia, de 27,2% das areas analisadas no grupo HA, sendo
racdo esverdeada (colagenoll)As imagens fo- que no grupo controle este valor foi de 19,3%
ram captadas por uma camera So@CD 101, (p=0,0028). No 14° dia do pbds-operatdrio a quantida-
transmitidas a um monitor coloridinitron Sona, de de colageno | e total foi maior nos animais que
congeladas e digitalizadas através de placa oculuseceberam AGCC; mas o colageno tipo Il esteve
TCXA. Finalmente, realizou-se a andlise das imagengresente em quantidade significantemente menor
através do aplicativo Optim@aé.0 para “Vihdows” Esses dados estédo ilustrados na Figura 1 e os valores
em microcomputador da linha Pent@@rA calibragdo  obtidos nos testes estatisticos sdo monstraddanas
do sistema baseou-se na densidade 6ptica dos pobelas 1 e 2.
tos de resolucéo (pixels) que formam as imagens, Avaliando os grupos submetidos a
selecionandee o valor limite de melhor resolucdo anastomose colbnica, com interferéncia do transito
(threshold). Em cada corte histologico, selecionaram-intestinal, houve aumento da maturacao do colageno

Tabela 1- Avaliacdo do uso dAGCC (HA) em comparacdo com solugéo salina (HF) no 7° e 14° dia do
pos-operatoério. ®ores obtidos no teste t de studeeterentes aos dados do grafico da Figura 1.

HF x HA Colageno | Colageno lli Colageno total
7° p6s-operatoério 0,0004 0,209 0,0028
14° pés-operatorio <0,0001 0,0002 <0,0001
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Tabela 2- Avaliacdo da evolucdo do pecesso cicatricial do 7° PO para o 14° PO nos animais subme-
tidos & operagcdo de Hanann com solucdo salina (HF)AGCC (HA). Mlores obtidos no teste t de
student eferentes aos dados do grafico da Figura 1.

7° x 14° pos-operatério Colageno | Colageno Il Colageno total
HF 0,142 0,0007 0,0052
HA 0,0012 0,107 0,0005

no grupo que recebeu AGCC tanto no 7° como no 14%e AGCC tanto por aplicacdo local direta, via retal,
dia (Figura 2). Ja os célons dos animais do grupo quguanto por via endovenoSana tentativa de
recebeu solucdo salina apresentaram maior quantiminimizar os efeitos atréficos normalmente obser-
dade de colageno lll quando comparados aos grupgados.

gue recebeu o AGCC (p=0,01) (tabela 3). Nao houve Em ratos, verificou-se que apés quatro se-
diferenca significante na quantidade de colageno tomanas, a al¢a intestinal desfuncionalizada e excluida
tal entre os dois grupos. Na avaliagdo da evolugéo ddo transito fecal é capaz de tornar-se atréfica, inclu-
processo cicatricial, houve aumento da maturacao dsive diminuindo seu conteudo de coldgeno, o que re-
colageno tanto no grupo controle como no grupo ex-sulta numa menor resisténcia mecanica do tétido

perimento (tabela 4). Por outro lado, a instilacdo de AGCC nesses tecidos,
. apesar de preservar a superficie da mucosa, ndo de-
DISCUSSAO monstrou ser capaz de alterar o contetido de colageno,

tampouco melhorar sua resisténcia mecéhiéan

Ao suturar-se a porcgéao distal do intestino outras palavras, os AGCC ndo se mostraram efica-
grosso e confeccionar-se uma colostomia termi-zes no aumento da resisténcia mecanica da parede
nal, privamos o reto de sua fonte natural de AGCCatrofica do colon.
e consequentemente teremos um coto retal atrofico Rolandelliet al® demonstraram que a infu-
e com um processo cicatricial distinto pela possi-séo intralunimar de AGCC facilita o processo cicatricial
vel alteragcdo no metabolismo do colagéhn®. de tecidos lesados, melhorando a resisténcia de
Desta forma, em situacfes de auséncia de trAnsianastomoses colénicas em ratos. Mecanismos possi-
to intestinal, tem sido orientada a suplementacéoveis que possam mediar esse efeito incluem o seguin-

Tabela 3- Comparacao ent&r os gupos doAGCC (AA) e daa solugdo salina (AF) no 7° e 14° dia apos
a anastomose colbnicaaMres do teste t de studemtfeentes aos dados da Figura 2.

AF x AA Colageno | Colageno llI ColagenoTotal
7 dias apds cirurgia 0,006 0,01 0,053
14 dias apds cirurgia 0,035 0,741 0,648

Tabela 4 - Avaliacdo da evolucdo do pcesso cicatricial do 7° para o 14° dia do pos operatério no
grupo tratado com solucdo salina (AF) e no grupo tratado com AGCC (AA) nos animais submetidos a
anastomose colbnica.awres obtidos no teste t de studeseferentes aos dados do grafico da Figura 2.

7° x 14° PO Colageno | Colageno llI ColagenoTotal
AF 0,002 0,069 0,021
AA 0,001 0,75 0,322
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HC 7° dia HA 7° dia HC 14° dia HA 14° dia

B Colageno | [ Colageno 11 M Colageno Total
Figura 1 - Valores médios de colageno I, Il e total obtidos dos animais submetidos a operacadmdertiaklores em parentagem

da area analisada.

301

201

10_ El. ' — —
i"“i E
0- : : gttt
AF 7° dia AA 7° dia AF 14° dia AA 14° dia
i Colageno | O Colageno 1l H Colageno Total
Figura 2 - Valores médios do colageno I, Ill e total dosgws submetidos a anastomose colOniakorgs corespondentes a % daga

analisada.

te: aumento da proliferacéo celular da mucosa colédias nédo alterou, entretanto, o contetdo de
nia, acelerando a reepitelizagdo e aumento do fluxdidroxiprolina e conseqientemente de colageno no
sanguineo, com consequente incremento da oferta decido excluido do transito fecal.

oxigénio e aceleracdo da maturacdo do coldgeno Em 1997, Rolandelbt af® avaliaram a acéo

Friedel e Levin® mantiveram ratos em nu- do AGCC aplicado via endovenosa, e também nao
tricdo parenteral total, recebendo infusées de AGCCencontraram diferenca no contetdo de hidroxiprolina;
no célon proximal e observaram aumento de massa eas observaram que a resisténcia mecanica era maior
de DNA da mucosa, sem contudo verificar altera-no grupo que havia recebido AGCC em comparacao
¢bes na funcdo absortiva da viscera . com o grupo controle.

Kissmeyer-Nielsert al** demonstraram ,em A técnica de avaliacdo do colageno utilizada
ratos, que enemas de AGCC promovem um aumenno presente estudo foi diferente daquela descrita na
to do trofismo do célon, preservando seu epitélio deliteratura, buscando-se identificar ndo apenas a quan-
revestimento. A instilacdo de AGCC por sete e 14tidade de colageno, mas principalmente seu grau de
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maturacdo. Uma vez que a maturacdo do colagend e total na linha de sutura quando comparados com o
depende da oxigenacado dos tecidos, a qual dependgupo controle. O aumento do colageno total tlo 7
da neovascularizacéo induzida por fatores produzidopara o 14 dia de pds-operatério ja era esperado;
pelo epitélio, seria de se esperar que o0 aumento dmas a grande diferenca esteve relacionada ao tipo
grau de epitelizagdo induzido pelo AGCC tivesse comode colageno encontrado. Nos animais que recebe-
efeito final maior maturacdo das fibras coldgenas.ram solucéo salina, houve apenas producdo de
Neste estudo, observamos tanto Aquanto no 14 colageno neste periodo, traduzido pelo aumento do
dia do pdés-operatério, maior porcentagem de areaolageno lll, sem aumento do colageno |. Nos ani-
ocupada por fibras colagenas do tipo | no grupo quemais que receberam AGCC o colageno Il existente
recebeu AGCC, além de maior porcentagem desofreu maturacao, levando ao aumento do colageno
colageno total I; mas novo colageno foi também produzido, pois a
Na avaliacdo da evolugcdo do processoquantidade de colageno Ill se manteve semelhante
cicatricial, comparando-se os resultados Ye ¥4 mesmo com a maturagdo do coldgeno imaturo pré-
dia do pés-operat6rio, observamaos que tanto nos aniexistente.
mais que receberam AGCC quanto naqueles que re- Interessante ainda € a observacdo que nos
ceberam apenas solucéo salina, houve aumento danimais submetidos & anastomose coldnica, isto €,
colageno total na linha de sutura. Interessante notanaqueles onde o transito fecal ndo foi interrompido, a
gue, nos animais do grupo controle, esse aumentpercentagem de colageno total e de colageno maduro
do colageno total ocorreu a custa do colageno llIfoi semelhante nos ratos que receberam infusdo de
(p=0,0007); n&o houve aumento significante dosolucdo salina isotdnica em relagdo aos que recebe-
colageno | neste grupo. Por outro lado, os animaigam infusdo de solucdo de AGCC. A percentagem
gue receberam o AGCC apresentaram aumento dde area da anastomose ocupada pelo colageno
colageno total a custa do colageno | (p=0,0005), nddmaturo,contudo, foi significantemente maior nos ani-
havendo diferenca na quantidade de colageno lll. mais que receberam infusdo de solucdo salina
Conclui-se gque nos ratos em que foi realiza- isotbnica. Isso leva a crer que os acidos graxos de
da infusado intraluminal de AGCC em célon cadeia curta desempenham papel fundamental na
desfuncionalizado, h4 maior concentracédo de colagenmaturacéo do colageno.

ABSTRACT

Background: The aim of the present study was to evaluate the intraluminal effects of short chain fatty acids
(SCH) on the healing of defunctioned colon and in thesence of faecal loading in ratdethods: Fifty

adult Wistar rats wee divided in four grups. Wo of them, twenty six rats, veesubmitted to Hamanns
procedue (HC - Hatmann Confol - and HSCR - Hartmann SCR) and colonic anastomosis veeperformed

in the other two gyups (AC -Anastomosis Contf - andASCIA - Anastomosis S@¥. The contl groups

(HC andAC) received ectal infusions of saline, while the experimentaups (HSCR and ASCR)
received the same kind of infusion but with an isosmolar solution of sodium butyrate at 80mma)/l (SCF
The animals wer sacrificed at the'7 and 14 postoperative daHistologic peparations with siriused
staining were performed to analyse the collagen densitometry by optic microscopy with a polarized light.
Collagen I, collagen Il and total collagen were quantified by a computer soft®eselts: In the groups
submitted to Hamans operation — with bowekst - the animals submitted tectal infusions of SG¥
showed an increase in the quantity of total and collagen I. Evaluating the groups submitted to colonic
anastomosis — with interference of intraluminal bulk — there was an increase in collagen | in the experi-
mental goup. The interf@nce of the diet bowel content in the healingcpss, with or without SGF

rectal infusions, was analyzed crossing the groups of different surgical procedanekision: The main

effect of ectal infusions of S@GFwas elated to the collagen I, either with or without inteefiece of the
intestinal bulk. The presence of diet bowel content also increased the collagen production.

Key Words: Fatty acids, volatile; \Wund healing; Colon; CollagemAnastomosis, sgrcal.
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