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RESUMO

A cirurgia de Hartmann (CH) é uma derivacao intestinal temporéaria utilizada para tratar
enfermidades colorretais. Contudo, a reconstru¢do posterior do transito intestinal € um
procedimento de dificil execu¢do associado a altos indices de complicacdes péds-operatorias,
principalmente a deiscéncia de anastomose, que possui alta morbimortalidade. Um dos
mecanismos relacionados € o déficit nutricional decorrente auséncia de Acidos Graxos de Cadeia
Curta (AGCC) no célon sem transito fecal. Os AGCC sao a principal fonte para sintese de
proteinas, particularmente, o colageno. A sindrome de deficiéncia nutricional ocasiona inflamacao
no colon distal denominado retite de exclusdo (RE). Com a inflamac&o mucosa existe aumento
da producdo de enzimas proteoliticas, que degradam o colageno produzido impactando a
cicatrizacao tecidual. O infliximabe (anticorpo neutralizante do fator de necrose tumoral alfa), vem
sendo utilizado com sucesso para o tratamento das doencas inflamatérias intestinais (DIl). O
infliximabe reduz o infiltrado inflamatério e diminui a producdo de enzimas degradadoras de
colageno, favorecendo a cicatrizacao tecidual. Poucos estudos avaliaram os efeitos da terapia
com infliximabe no conteldo tecidual de coldgeno na mucosa célica sem transito intestinal em
doentes submetidos apds a CH. Nenhum deles, mensurou o contetido dos subtipos de colageno
do tipo | e Il em modelos de RE ap6s o tratamento com infliximabe. Avaliar os efeitos da terapia
com infliximabe na cicatrizagdo mucosa retal e no contetdo de colageno dos subtipos | e Ill em
ratos submetidos a CH e que desenvolveram RE. Vinte e dois ratos machos, foram submetidos
a CH. Apos foram mantidos em gailoas individuais por 12 semanas para desenvolverem RE. A
seguir foram divididos em trés grupos segundo aplicagdo subcutanea semanal, na prega cutanea
cervical, das seguintes substancias; A: soro fisiologico (SF) 0,9%, (n=6); B: infliximabe na dose
de 5mg/kg/sem (n=8) e, C: infliximabe, na dose de 10mg/kg/dia (n=8). Todos ratos receberam as
solugbes de intervencédo por 5 semanas consecutivas. Foram eutanasiados para remocao de
segmentos colorretais para estudo histolégico. A cicatrizagdo mucosa e o0 processo inflamatorio
foi analisada pela hematoxilina-eosina, utilizando-se escala validada. A expressao tecidual de
colageno total foi identificada utilizando-se o tricromio de Masson, enquanto a expressdo dos
colagenos do tipo | e lll, por técnica imuno-histoquimica, com anticorpos primarios especificos
para cada subtipo. O contetdo de colageno total e de ambos os subtipos foi quantificado por
morfometria computadorizada. A intervengd@o com infliximabe, principalmente em doses maiores,
reduziu a inflamacao, melhorou da reparacdo mucosa e aumentou o contetdo de colageno total
no colon sem transito em relagdo ao SF 0.9%. O conteudo de colageno total foi sempre menor
no colon excluso, quando comparado aos segmentos com transito preservado, independente da
solucao utilizada. O conteudo dos colagenos dos tipo | e Ill, aumentou nos segmentos retais sem
transito nos animais tratados com infliximabe, independente da dose utilizada. O infliximabe
melhorou a reparacgéo tecidual e aumentou o contetdo de colageno total e dos subtipos tipo | e
[ll, sugerindo que possa se tornar uma estratégia promissora a ser avaliada em doentes
previamente submetidos a CH.

Descritores: Retite. Acidos Graxos de Cadeia Curta. Colageno. Fator de Necrose Tumoral alfa.
Infliximabe.
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ABSTRACT

Hartmann surgery (HC) is a temporary intestinal derivation used to treat different colorectal
diseases. However, posterior reconstruction of the intestinal transit is a difficult procedure to
perform and is associated with high rates of postoperative complications, mainly represented by
anastomotic dehiscence, which have high rates of morbidity. One of the mechanisms related to
the appearance of these fistulas is the nutritional deficit resulting from the lack of supply of short-
chain fatty acids (SCFA) in the segments deprived of fecal transit. SCFA represent the main
substrate needed for protein synthesis, particularly collagen. The nutritional deficiency syndrome,
causing a form of inflammation of the distal colon called diversion proctitis (DP). The resulting
inflammation of the mucosa elicits an increase in the production of proteolytic enzymes, which
degrade the collagen that is produced during the surgical recovery, impairing tissue healing.
Infliximabe, a neutralizing antibody of tumor necrosis factor alpha, has been successfully used for
the treatment of inflammatory bowel disease (IBD), as it causes reduction of the inflammatory
infiltrate and decrease of the production of collagen degrading enzymes, benefitting tissue healing
as a result. Few studies have evaluated the effects of infliximabe therapy on tissue collagen
content in the colonic mucosa without intestinal transit in patients that underwent HC. None of
them measured the contents collagen’s subtypes | and Il in DP models after infliximabe treatment.
To evaluate the effects of infliximabe therapy on rectal mucosal healing and on the content of total
collagen and of its subtypes | and Ill in rats undergoing HC which developed DP. Twenty-two male
rats were submitted to HC. Subsequently, they were kept in individual cages for 12 weeks until
they developed DP. Next, they were divided into three groups according to weekly subcutaneous
application, in the cervical skin fold, of the following substances, A: 0.9% saline solution (SS)
(n=6); B: infliximabe at a dose of 5mg/kg/wk; C: infliximabe at a dose of 10mg/kg/wk. All rats
received the intervention solutions for 5 consecutive weeks. They were euthanized to remove
colorrectal segments for histological study. The mucosal healing and inflammatory process were
analyzed by the hematoxylin-eosin method, using a validated scale. Tissue expression of total
collagen was identified using Masson's trichrome staining method, while expression of type | and
lll collagen was detected by an immunohistochemical technique that employs specific primary
antibodies for each subtype. The content of total collagen and of its both subtypes was quantified
by computerized morphometry. Intervention with infliximabe, predominantly at the higher doses,
reduced inflammation, improved the mucosal repair ability, and increased total collagen content
in the colon without transit compared to the 0.9% SS subjects. The total collagen content was
always lower in the diverted colon segments when compared to the segments with preserved
transit, regardless of the solution used. The content of total collagen and of its subtypes | and IlI
increased in the rectal segments without transit in animals treated with infliximabe, regardless of
the dose used. Infliximabe improved tissue repair and increased the content of total collagen and
of its subtypes | and lll, suggesting that it may become a promising strategy to be evaluated and
employed in patients previously submitted to HC.

Descriptors: Proctitis. Short Chain Fatty Acids. Collagen. Tumor Necrosis Factor Alpha.
Infliximab.
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1. INTRODUCAO
1.1 Derivacao do transito intestinal (ostomias)

O radical “stoma”, deriva da palavra grega stbma e, do ponto de vista anatdmico, é
utilizado para denominar qualquer abertura natural do corpo humano (boca, nariz, anus). Como
sufixo também é empregado para descrever um procedimento técnico no qual o cirurgido
comunica, intencionalmente, através da superficie cutanea, o interior de uma viscera oca ao meio
externo (SALOME et al., 2017). Assim, os termos esofagostomia, gastrostomia, duodenostomia,
colecistostomia, jejunostomia, ileostomia e colostomia, sdo os mais empregados em cirurgia
digestiva, para denominar a comunicacao do esodfago, estdbmago, duodeno, vesicula biliar, jejuno,
ileo e cdlon, respectivamente, com o meio externo. O radical também pode ser utilizado para
definir diferentes tipos de derivagdo do trato urindrio, como nefrostomia, cistostomia e
ureterostomia, quando o cirurgido comunica a pelve renal, a bexiga e o0s ureteres,
respectivamente, a superficie cutanea (MOTA; GOMES; PETUCO, 2016). Quando usado como
prefixo, pode denominar arte de cuidar de pessoas com um estoma (estomaterapia) ou 0s

profissionais que cuidam dos doentes ostomizados (estomaterapeutas).

Dependendo da doenga que requereu sua indicagdo, os estomas cirirgicos podem ser
divididos em dois grupos: permanentes ou temporarios (SALOME; ALMEIDA, 2014; MOTA;
GOMES; PETUCO, 2016). Sao considerados tempordrios, quando existe a possibilidade de
restabelecer, no futuro, a continuidade do transito fecal. Os estomas sao considerados definitivos,
guando néo existe indicacdo ou possibilidade de restaurar-se o transito intestinal, condenando
esses doentes a conviver com a derivagao pelo resto de suas vidas (MOTA; GOMES PETUCO,
2016).

Embora existam relatos descrevendo que as operacdes de desvio do transito intestinal ja
eram conhecidas na idade antiga, acredita-se que a primeira colostomia cirargica (Figura 1)
indicada de forma intencional, tenha sido realizada em 1710, pelo médico e anatomista Alexis de
Littré, para o tratamento de um recém-nascido portador de anus imperfurado (GUINDIC, 2006).
Por sua vez, a primeira ileostomia, foi realizada pelo cirurgido aleméao Wilhelm Baum, em 1879,
para desviar o transito intestinal de um enfermo com carcinoma de célon obstrutivo (MARTIN;
VOGEL, 2012). Desde entdo, as operacdes de derivacdo intestinal tornaram-se um dos

procedimentos cirdrgicos mais comumente utilizados na prética cirurgica.
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Figura 1 - Colostomia temporaria em al¢a para tratamento do cancer obstrutivo do reto.

Gentilmente cedida pelo grupo de coloproctologia da FCM Unicamp

O numero de doentes que convivem com um estoma temporario ou permanente, é dificil
de ser estimado. A International Ostomy Association (IOA) projeta que em todo o mundo exista
uma pessoa com algum tipo de ostomia para cada 1.000 habitantes (SIRIMARCO et al., 2021).
Levantamento realizado nos Estados Unidos da América estimou que mais de 450.000 pessoas
viviam com algum tipo de estoma na ultima década e que 120.000 novas cirurgias de derivagdo
sao realizadas a cada ano (TURNBULL, 2003). O mesmo autor refere que uma pesquisa de
mercado realizada Estados Unidos estimou que 800.000 cidaddos americanos conviviam com
um estoma o inicio da década de 2000 e que esse nimero aumentaria numa taxa anual de 3%
(TURNBULL, 2003). No Brasil, estima-se que nos ultimos cinco anos mais de 100 mil pessoas
foram submetidas a uma operacgéo de derivagéo intestinal ao longo da vida. O Ministério da Saude
estima que atualmente existem no Brasil 400.000 pessoas convivendo com um estoma (intestinal
ou urinario) e que a cada ano, 10.000 pessoas necessitam ser submetidas a uma operacgéo de
derivacdo fecal ou urinaria (VENTURA, 2020). A Associagdo Brasileira dos Ostomizados
(ABRASO, 2021), mostrou que, apenas no Estado de S&o Paulo, existem 33.864 portadores dos
varios tipos de estoma e que 9.200 pessoas sdo atendidas, mensalmente, pelos programas

Estaduais e Municipais de apoio ao doente ostomizado (ABRASO, 2021).

As colostomias e as ileostomias representam as derivacbes mais utilizadas para o

tratamento de diferentes enfermidades que acometem os intestinos delgado e grosso. Nos dois
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ultimos séculos, com o0 aumento da expectativa de vida, a globalizacdo e os efeitos da
urbanizacéo, também houve aumento proporcional do nimero de pessoas expostas a diferentes
enfermidades que potencialmente venham a requerer a indicagdo de um estoma. As colostomias
e as ileostomias sdo procedimentos cirlrgicos frequentemente utilizados pelo cirurgido para o
tratamento de diferentes afeccbes do aparelho digestivo, principalmente representadas pelas
complicacdes da diverticulite aguda do célon sigmoide, do cancer colorretal (CCR) e doencas
inflamatérias intestinais (DII). Cabe lembrar que em situacdes de urgéncia e emergéncia como
0s traumas pélvicos complexos, ferimentos penetrantes que atingem os diferentes segmentos do
colon, reto e anus, as perfuracbes decorrentes de exames endoscopicos, empalamento e as
infeccbes graves da regido anoperineal, também podem ser condicbes em que a indicacdo de
uma operacgéao de derivacao intestinal pode ser necessaria (MELOTTI et al., 2013).

As colostomias e, particularmente, as ileostomias também sdo procedimentos técnicos
muito utilizados em cirurgia colorretal como opc¢ao tatica para desviar o fluxo fecal com o objetivo
de “proteger” anastomoses colorretais confeccionadas a jusante. Condi¢cdes clinicas
desfavoraveis como no choque, infeccdo abdominal grave (peritonites purulentas ou fecais), no
reto submetido a radioterapia prévia ou quando o cirurgido identifica durante o procedimento
cirurgico, falhas técnicas na confeccdo das anastomoses sé@o as principais situagées em que 0s
estomas ditos de “protecdo” séo indicados (FAUNO et al., 2012). Por exemplo, demonstrou-se
que a confeccdo preventiva de um estoma de “protecdo” nos doentes submetidos a
retossigmoidectomia anterior com excisdo total do mesorreto e que antes receberam protocolos
de radioquimioterapia antes da cirurgia, reduziu os indices e a gravidade de fistulas das
anastomoses a jusante em um tergo e a necessidade de reoperagdo em um quarto dos doentes
(GARG et al., 2019). Na ultima década, com o importante aumento do nimero de doentes com
que procuram 0s servigos especializados com cancer de reto avancado, a indicagdo de
radioquimioterapia neoadjuvante tornou-se mais comum, pois esta associada a melhora dos
desfechos oncolégicos (BOLAND; FAKIH, 2014). Assim, quando se consideram os efeitos
deletérios da quimiorradioterapia pré-operatéria a parede retal, dificultando a cicatrizacdo de
anastomoses colorretais confeccionadas no reto irradiado, a confeccdo de um estoma de
“protecdo” tornou-se um procedimento rotineiro (RASANEN et al., 2015). Nesses doentes, 0
racional para indicar-se uma operacao de derivagcédo do transito intestinal, decorre de evidéncias
mostrando que o desvio do fluxo fecal da anastomose recém confeccionada, além de reduzir a

gravidade de fistulas diminui a necessidade de reoperacdes para o tratamento das graves
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infeccdes pélvicas decorrentes das deiscéncias anastomaéticas graves (RASANEN et al., 2015;
MATTHIESSEN et al., 2007). Quando ocorre uma fistula ou a formacao de um pequeno “sinus”
no local da anastomose, a derivacao intestinal preventiva diminui a gravidade da infec¢céo pélvica
diminuindo a possibilidade de que esses doentes necessitem desfazer a anastomose e tenham
gue permanecer com um estoma, até mesmo pelo resto de suas vidas (RASANEN et al., 2015;
SHERMAN; WEXNER, 2017).

Apesar das operacdes de derivacdo intestinal terem salvado milhares de vida nos dltimos
séculos, ndo sdo considerados procedimentos isentos de risco (SHABBIR, BRITTON, 2010).
Estudos, mostraram que as operacdes de derivacdo do transito intestinal cursam com indices de
complicacdo que variam entre 21% e 70% (ARUMUGAM et al., 2003; ROBERTSON et al., 2005;
SHABBIR; BRITTON, 2010). Quando o cirurgido toma a decisdo de indicar um estoma, deve levar
em conta uma série de fatores. Variaveis clinicas como género do doente (homens com pelve
estreita), idade avancada, obesidade, desnutricdo, diabetes, choque, comorbidades
desfavoraveis, doenca arterioscler6tica, condi¢cdes de imunossupressao, terapia com corticoides
e presenca de infeccdo abdominal grave aumentam a morbidade do procedimento (WONG; EU,
2005; BAX; MCNEVIN, 2007; SHIM et al., 2010; GESSLER; HAGLIND; ANGETE, 2012; LIM et
al., 2013; SEO et al., 2013). Condi¢Bes cirurgicas como as anastomoses colorretais baixas
(confeccionadas a menos de 5 cm da margem anal), doentes submetidos a protocolos de
radioquimioterapia neoadjuvante, excisdo total do mesorreto, deficiéncias no suprimento
sanguineo no sitio da anastomose, falhas técnicas (anéis de grampeamento incompletos,
manobra do borracheiro positiva), dificuldade técnicas e a experiéncia do cirurgido, também sao
variaveis que precisam ser consideradas ao indicar-se o procedimento (WONG; EU, 2005; BAX;
MCNEVIN, 2007; TAN et al., 2009; KUMAR et al., 2011; SHIOMI et al.,, 2011; GESSLER;
HAGLIND; ANGETE, 2012).

As complicacdes relacionadas aos estomas sdo comuns e estdo associadas ao aumento
dos indices de morbidade e mortalidade, além de impactarem, consideravelmente, os custos para
os sistemas de salude (KRISHNAMURTY; BLATNIK; MUTCH, 2017). Complicacdes precoces
como a necrose do estoma, infeccdo do sitio cirargico, deiscéncia da sua fixacdo cutanea,
retracdo (desabamento), abscessos paraestomais, sangramento e, principalmente, o
desenvolvimento dermatites periestomais, com graus variados de intensidade, que impedem a
adequada adaptacdo das bolsas coletoras, sdo as complicacbes mais comumente descritas
(SALVADALENA, 2013; CARLSSON et. al., 2016). Dentre as complica¢cBes tardias, merecem
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destaque a estenose, 0 prolapso e as hérnias paraestomais (HUSAIN; CATALDO, 2008; DE
ANDRADE et al., 2018; MURKEN; BLEIER, 2019). Revisao sistematica da literatura realizada na
Inglaterra mostrou que os indices de complicaces tardias, apds a confeccdo de um estoma,
variam entre 10% e 82% (STELTON; ZULKOWSKI; AYELLO, 2015). Todas essas complicacfes
impactam negativamente a qualidade de vida dos doentes e, em muitos casos, requerem
reoperacdes complexas para sua correcdo que aumentam, ainda mais, os ja elevados indices de
morbidade e mortalidade (MALIK; LEE; HARIKRISHNAN, 2018).

Outro aspecto que merece ser considerado € o fato de que boa parte dos doentes sdo
submetidos as operagdes de derivagdo do transito intestinal com propdésito temporario
possibilitando, posteriormente, o restabelecimento da continuidade intestinal num momento mais
propicio (SHERMAN; WEXNER, 2017). Contudo, apesar do carater temporario, nem sempre o
restabelecimento da continuidade de transito intestinal é possivel de ser realizado (BAASTRUP
et al., 2019). A impossibilidade de se reconstruir o transito intestinal em um doente portador de
um estoma temporério é relacionada a diferentes motivos. Inicialmente, a maioria dos cirurgides
sabe que reversao de um estoma nao € um procedimento facil de ser executado e isento de riscos
independente da via de acesso proposta para reconstrui-lo (cirurgia convencional, laparoscépica
ou robdtica) (ONDER et al.,, 2016; GIULIANI et al., 2020; PANACCIO et al., 2021). Essas
dificuldades estdo associadas aos maiores indices de desfechos negativos, principalmente
representadas pelo ileo pés-operatorio prolongado, obstrucao intestinal, estenoses, infecgéo do
sitio cirdrgico e, sobretudo pelas temidas fistulas e deiscéncias das anastomoses (SHERMAN;
WEXNER, 2017). Estudo multicéntrico que incluiu 6.859 doentes mostrou que a incidéncia
percentual acumulada de reverséo dos estomas construidos com intensdo temporaria em um e
trés anos foi de 70,3% e 74,3%, respectivamente (JORGENSEN et al., 2020). Esses resultados
mostram que em um quarto dos doentes submetidos a estomas temporarios o restabelecimento
do transito intestinal ndo pode ser restabelecido, condenando esses doentes a permanecerem
com o estoma e com um segmento de intestino distal desprovido do transito fecal pelo resto de
suas vidas (JORGENSEN et al., 2020).

A convivéncia com um estoma definitivo e com um segmento retal excluso de transito,
causa grande impacto emocional nos doentes, provocando mudancgas na estética corporal, no
estilo de vida, no aspecto fisico, emocional e psicossocial da pessoa e disfuncfes evacuatérias.
(COELHO; SANTOS; DAL POGGETTO, 2013). O procedimento imp8e uma sofrida mutilacdo da

estética corporal, causando impacto negativo na autoimagem e autoestima desses doentes
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(KIMURA et al., 2013). O processo inflamatério que se desenvolve no segmento colico desprovido
de transito fecal causa urgéncia evacuatlria, tenesmo, puxo e hematoquezia constante
impactando ainda mais a qualidade de vida desses doentes. Assim, esses individuos ndo passam
apenas por uma transformacéo fisica e funcional, mas, também, emocional, tornando-os
depressivos e isolados do convivio familiar e social. Esses doentes precisam de conquistar uma
enorme resiliéncia para que possam enfrentar a dificil realidade de suas vidas (CAMPOS et al.,
2017).

1.2 A cirurgia de Hartmann

As operacgOes de derivagdo do transito fecal podem ser realizadas com o emprego de
diferentes técnicas cirtrgicas. Com mais frequéncia, as colostomias e ileostomias em alga,
terminais, e em dupla boca (cano de espingarda) séo as mais utilizadas. Entretanto, nas cirurgias
realizadas sobre o cdélon distal e reto uma das técnicas mais utilizadas para a derivagéo do transito
intestinal é a cirurgia de Hartmann (CH). O procedimento inicialmente inicia-se pela resseccao de
um segmento do sigmoide e reto. A seguir o segmento caudal do reto é fechado (sepultado)
utilizando-se sutura manual ou mecénica, tornando este segmento excluso de transito fecal. A
seguir, realiza-se a confec¢ao de uma colostomia proximal terminal com o segmento célico cranial
remanescente por onde o transito fecal sera exteriorizado para o meio externo e coletado por
uma bolsa apropriada (Figura 2). O procedimento foi idealizado e executado, pela primeira vez,
pelo cirurgido francés Henri Albert Hartmann (Figura 3) em 1921, sendo proposto como uma hova
estratégia com o objetivo de reduzir os altos indices de deiscéncia e mortalidade que ocorriam
guando se realizava a ressecg¢édo do intestino grosso, com anastomose primaria para o tratamento
de tumores obstrutivos localizados no célon sigmoide e reto (HARTMANN, 1921). Com o tempo,
as indicacdes da CH se expandiram para incluir uma gama de doengas que evoluiam com
obstrucdo ou perfuragdo do colon esquerdo, incluindo a diverticulite aguda do sigmoide
complicada, isquemia, volvo, os traumatismos dos segmentos distais do colon e reto e as graves
infeccBes e gangrenas perineais. Apesar da CH ser uma alternativa técnica que causa grande
polémica na literatura, até a presente data, a operacao é um dos procedimentos mais realizados
pelo cirurgido, sendo recomendada, ainda em nossos dias, por diferentes diretrizes internacionais
como uma alternativa segura para tratamento dessas enfermidades (PISANO et al., 2018; HALL
et al., 2020).



FIGURA 2 - Cirurgia de Hartmann, A: segmento do célon sigmoide ressecado. B: Coto do reto
fechado e excluido do transito intestinal. C: Colostomia proximal terminal. Figura disponivel em:
https://en.wikipedia.org/wiki/Hartmann%27s operation

FIGURA 3 - Henri Albert Hartmann (1860-1952).

Figura disponivel em: https://www.wikiwand.com/en/Henri_Albert Hartmann
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De forma ideal, quando CH é utilizada com intuito temporario, a restauracdo da
continuidade do transito intestinal, o mais breve possivel, é desejo do doente e do cirurgido. O
restabelecimento precoce do transito intestinal, restabelece o fluxo fecal ao segmento excluso,
dificultando o surgimento de processo inflamatério crénico nesses segmentos, conhecido como
retite de exclusdo (RE), retite de desuso ou retite de derivacdo. No entanto, a operacao
necessaria para restabelecer a continuidade do transito intestinal ap6s a CH nem sempre é
possivel de ser realizada com brevidade (SHERMAN, WEXNER, 2017). A presenca de
comorbidades associadas, idade avancgada, obesidade, presenca se sinos, fistulas e estenoses
das anastomoses, assim como a propria recusa do doente em realizar uma nova cirurgia, sdo
dificuldades que podem impedir o restabelecimento da continuidade definitiva do transito
intestinal (ZEMAN et al., 2020). Questfes sociais, como a dificuldade de agendamento desses
procedimentos, pela constante sobrecarga nos sistemas de saude, dificuldade de acesso aos
servicos especializados pelos menos favorecidos, sdo outras variaveis também relacionadas a

manutencgédo definitiva de um estoma temporario.

O préprio procedimento cirlrgico necessario para restauracdo do transito intestinal nos
doentes submetidos a CH é considerado uma intervencdo complexa e associada a taxas de
complicacdo e mortalidade de 58% e 3,6%, respectivamente (HABR-GAMA et al., 1997; AYDIN
et al., 2005; BANERJEE et al., 2005). A reverséo da CH representa um grande desafio técnico
para o cirurgido, sendo considerado um procedimento de alta complexidade e uma das
intervenc¢des mais dificeis de ser realizada pelo cirurgido colorretal (HABR-GAMA et al. 1997;
HOLMGREN et al., 2017). Entre todas as complicagfes relacionadas a reconstrucdo do transito
intestinal apés a CH, a deiscéncia da anastomose com o consequente desenvolvimento de
fistulas complexas e sepses pélvica é a complicagcdo mais temida. Estima-se que as fistulas
anastomoéticas apoés a tentativas de reconstrugdo de transito fecal apés a CH possam surgir entre
5% e 8% dos doentes, com taxas de mortalidade de 8,3% (NAGELL; PEDERSEN; GYRTRUP,
2005; KARTAL et al., 2019). Nas fistulas graves, que evoluem com peritonite fecal ou formacédo
de abscessos pélvicos complexos, a necessidade de reoperacdo se impfe e, quando isso
acontece, uma nova derivacao intestinal € necessaria para salvar a vida desses doentes. Estudo
mostrou que de 51 pacientes (32,9%) de um total de 155 ndo puderam ter seu estoma revertido
ap6s uma mediana de 53 (variacdo de 7-104) meses de acompanhamento (VAN OMMEREN-

OLIJVE et al., 2020). Como consequéncia, a maioria desses doentes, originariamente submetidos
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a uma derivacao intestinal temporaria sdo condenados a conviver pelo resto de suas vidas, com

um estoma definitivo e um segmento retal desprovido de transito fecal.

A manutencao de um coto de cdlon ou reto excluso do transito fecal ndo é uma condi¢cao
isenta de problemas (GLOTZER et al., 1981). Com passar do tempo de exclusdo demonstrou-se
gue nesses segmentos desenvolve-se um processo inflamatério cronico semelhante ao
encontrado nas DII. Essa possibilidade foi descrita h4 mais de quatro décadas sendo conhecida
como retite de exclusdo (RE) (SLOAN et al. 2013). Com o progredir do tempo de exclusdo o
processo inflamatorio se agrava e, a maioria dos doentes que inicialmente evoluia de forma pouco
sintomética passam a queixar-se de dor abdominal pélvica, tenesmo e graus variados de
eliminacdo de sangue (hematoquezia) e muco pelo anus. Nos doentes onde o processo
inflamatério € mais intenso pode surgir hemorragia retal de maior porte, febre, calafrios e
formacdo de Ulceras mucosas e fistulas perianais, praticamente indistinguiveis daquelas
encontradas nas DIl. Existem relatos na literatura sugerindo que a manutencao desse processo
inflamatdrio crénico no reto excluso possa, até mesmo, tornar-se um gatilho para o surgimento
de quadros graves de DI, particularmente a colite ulcerativa, inclusive com manifestagfes extra
intestinais (LIM et al., 1999; KAKIZAWA et al., 2018; ZHU; JIANG; JIANG, 2019).

Quando se consideram as limitagdes fisicas, sociais e emocionais ja impostas pela vida
com um estoma, o desenvolvimento da RE, torna-se mais um percal¢go na vida desses doentes
(SON et al., 2013). Assim, o desenvolvimento de estratégias clinicas que possibilitem o controle
clinico da RE, devem ser estudadas com o objetivo de melhorar a qualidade de vida desses

pacientes.
1.3 A retite de excluséao (RE)

Morson e Dawson, em 1974, foram 0s primeiros autores a chamar a atencédo, para a
possibilidade do desenvolvimento de um processo inflamatério cronico nédo-especifico, na
mucosa de segmentos do célon ou reto desprovidos do transito intestinal (SLOAN et al., 2013).
Essa descricao inicial ficou esquecida por quase uma década quando Glotzer et.al., em 1981,
publicaram o relato de uma série de 10 doentes, sem antecedentes de DIl que, apds terem sido
submetidos a operacbes de desvio do transito fecal por diferentes situacfes clinicas,
desenvolviam um processo inflamatério na mucosa exclusa de transito fecal, semelhante ao
encontrado nos doentes com quadros moderados de colite ulcerativa (GLOTZER et al., 1981).

Os autores mostraram que a inflamacao persistiu em cinco pacientes onde ndo puderam restaurar
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a continuidade do transito intestinal, mas, reverteu-se, completamente, nos cinco pacientes onde
o transito intestinal p6de ser restabelecido (GLOTZER et al., 1981). Concluiram que, a evolucdo
clinica desses pacientes em conjunto com as caracteristicas histolégicas inespecificas do
processo inflamatério, sugeria que a inflamacao podia ser ocasionada pela derivacéao do transito
fecal e ndo, por uma forma de colite especifica ou idiopéatica previamente ndo diagnosticada
(GLOTZER et al., 1981). Denominaram essa hova enfermidade de colite relacionada a derivacdo
intestinal. Naquela mesma década, a partir desta publicacao inicial, outros casos da doenca foram
publicados com diferentes sinonimias: colite de exclusdo, colite de derivacéo, colite de desuso
(BOSSHARDT; ABEL, 1984; KORELITZ, et al., 1985). Quando acomete, exclusivamente o reto
excluso de transito fecal, como ocorre ap6s a CH a doente ficou conhecida como retite de
exclusao (RE) (WINSLET et al., 1993).

A RE ¢ identificada em mais 90% dos doentes que realizam exame endoscoépico no reto
excluso de transito, apdés a confeccdo do estoma. Geralmente cursa com intensidade leve ou
moderada em 85% dos casos e grave em 15% dos doentes (HAAS; FOX; SZILAGY, 1990;
WHELAN et al., 1994). E provavel que no Brasil, o desenvolvimento da RE seja ainda maior,
quando se demonstrou que o transito intestinal sé é restaurado em 57% dos doentes submetidos
a CH e a maioria deles ndo é submetido a endoscopia antes da reconstrucdo (HABR-GAMA et
al., 1997). Cabe frisar ainda que, nos doentes onde o transito intestinal é restaurado, o tempo
médio para a realizacdo do procedimento varia entre seis a oito meses, podendo chegar até 60
meses, tempo mais do que suficiente para instalagdo da RE (HABR-GAMA et al., 1997; CURI et
al., 2002). Outro aspecto importante a impactar negativamente o diagnéstico endoscépico da RE
é a dificuldade de acesso aos sistemas publicos de saude para confirmacdo diagndstica
(GUIMARAES et al., 2020).

A sintomatologia nos portadores de RE tem um espectro variado e esta relacionada a
extensdo do reto excluso de transito e ao tempo decorrido desde a derivagdo intestinal
(GLOTZER et al., 1981). No inicio, quando o processo inflamatério mucoso € menor, a doenca
pode evoluir de forma assintomatica (LU et al., 1995). Nos pacientes sintomaticos, as queixas
mais comuns sao: dor abdominal, sensacédo constante da necessidade de evacuar (tenesmo),
eliminac&o de sangue e muco pelo segmento excluso e, nos casos graves, a formacao de fissuras
e fistulas perianais de dificil distincao da que ocorrem nos doentes com DIl (ONA; BOGER, 1985;
HABR-GAMA et al., 1997; KAKIZAWA et al., 2018).
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O diagnéstico da RE na maioria dos casos é feito pela colonoscopia seguida de estudo
histopatolégico da mucosa do reto sem transito fecal. O exame esta alterado em 100% dos
pacientes derivados por mais de 36 meses (LECHNER et al., 1990; MARTINEZ et al., 2010b). A
mucosa do reto excluso de transito fecal mostra-se hiperemiada, congesta, edemaciada, friavel,
com apagamento dos vasos sanguineos submucosos e sangramento espontaneo ao minimo
toque do colonoscépio a mucosa retal (Figura 4A) (LECHNER et al., 1990). Nos doentes que
evoluem com os casos graves da doenca, é possivel encontrar-se Ulceras mucosas semelhantes

as encontradas nas DI, o que dificulta diagnostico diferencial (Figura 4B).

FIGURA 4 - A- Visdo endoscépica do reto excluso de transito intestinal em doente com forma moderada
da proctite de desuso em doente submetido a CH. B- Visdo endoscépica do reto excluso de transito fecal
em doente com a forma grave da proctite de desuso apés a CH.

Acervo do servico de coloproctologia do Hospital Universitario S&o Francisco

A exclusdo do transito fecal € acompanhada de uma série de alteracbes ao exame
histopatologico (KISSMEYER-NIELSEN, CHRISTENSEN, LAURBERG, 1994; SOUSA et al.,
2009). Estudos mostraram que existe reducdo da altura das glandulas célicas, com importante
atrofia da mucosa colica, deplecdo da populacdo de células caliciformes (SOUZA et al, 2008;
MELLO et al., 2012). A superficie epitelial é anfractuosa (semelhante a uma borda em escova)
com segmentos onde identifica-se perda epitelial e, formacdo de Ulceras com profundidade
variada. Ocorre ainda, deplecdo da populagédo das células caliciformes com grande quantidade
de muco no limen das criptas cdlicas e na superficie epitelial (MELLO et al., 2012). A camada
submucosa apresenta-se espessada, com edema, e congestéo vascular (Figura 5) (GERAGHTY;
TALBOT, 1991; BIONDO-SIMOES et al., 2000; SOUZA et al., 2008).
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FIGURA 5 - Fotomicrografia da parede do reto excluso de transito intestinal em doente com retite de
exclusdo. E possivel observar a anfractuosidade da superficie epitelial (borda em escova, seta preta),
depressao no nimero de células caliciformes nas glandulas coélicas, processo inflamatdrio na base das
criptas célicas (asterisco) e congestdo e edema da camada submucosa (seta peta) (TM-200x).

Acervo Pessoal — Professor Carlos Augusto Real Martinez

Nos doentes que evoluem com RE mais prolongada pode haver a formacao de areas
focais de displasias, geralmente de baixo grau. Na lamina basal identifica-se graus variados de
infiltrado inflamatério composto, principalmente por linfécitos, macréfagos, plasmdcitos e
eosindfilos, (ROEDIGER; NANCE, 1986; MA; GOTTLIEB; HAAS, 1990; GERAGHTY; TALBOT,
1991). Nos casos graves pode haver a formacéo de abscessos na base das criptas e areas de
hiperplasia linféide nodular, alteracéo histologica caracteristica da doenca (MURRAY et al., 1987;
KOMOROWSKI, 1990; YEONG et al., 1991; SOUZA et al., 2008). Nas areas com hiperplasia
linfoide nodular existe predominancia dos linfocitos B, em relagcdo aos do tipo T. O que sugere
gue a resposta inflamatéria nos doentes com RE seja mais do tipo humoral do que celular,
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provavelmente devido a menor populacdo bacteriana (CHETTY; HAFEZI; MONTGOMERY,
2009).

A patogenia da RE ainda ndo é totalmente compreendida. Varias hip6teses foram
aventadas para explicar os mecanismos relacionados ao desenvolvimento da doenca
(MARTINEZ et al., 2010). Ja se prop6s que a enfermidade pudesse ter origem isquémica
ocasionada pela derivacdo fecal ou devido mudancas na quantidade e caracteristicas da flora
bacteriana do célon excluso, onde existe reducdo da populacdo bacteriana anaerdbica e
predominio de bactérias redutoras de nitrato (NEUT et al.,1989; NEUT et al., 1995; VILLANACCI
et al., 2007). Entretanto, a maioria dos estudos, sugere que o desenvolvimento do processo
inflamatério mucoso em portadores da RE decorra da falta do suprimento regular de AGCC
imposta pela derivacdo do transito fecal (ROEDIGER; RAE, 1982; ROEDIGER, 1990;
GIARDIELLO et al., 1995; MORTENSEN; CLAUSEN, 1996; CHRISTL et al., 1996; SCHEPPACH
etal.,1997; COOK; SELIN, 1998; KIELY et al.,2001; OLIVEIRA-NETO; AGUILAR-NASCIMENTO,
2004, MARTINEZ et al., 2010; KABIR et al., 2014).

Os AGCC séo produzidos a partir da fermentacéo de fibras dietéticas ndo digeridas ao
passarem pelo intestino delgado. Os AGCC sao substancias altamente volateis e, depois de
produzidos, sao rapidamente absorvidos pelas células do epitélio do colon para sofrerem [3-
oxidagdo, com o intuito de fornecer energia para as diferentes etapas do ciclo celular dos
colondcitos (VELAZQUEZ; LEDERER; ROMBEAU, 1997). Os principais AGCC produzidos a
partir da fermentacdo das fibras dietéticas ndo-digeridas sdo os acidos acético, propidnico e
butirico. O butirico, apesar de ndo ser o mais abundante, representa o subtipo mais utilizado
pelos colondcitos como substrato energético, respondendo por 70% a 80% de todo contingente
utilizado pelas células epiteliais do célon para producéo de energia (ROEDIGER, 1982). Mostrou-
se que o acido butirico inibe a oxidagédo dos &cidos acético e do propibnico, sugerindo que as
células da mucosa célica o utilizem, preferencialmente, como principal substrato de energia,
mesmo quando os demais subtipos estéo disponiveis (JORGENSEN; CLAUSEN; MORTENSEN,
1997). Demonstrou-se que as células da mucosa célica aumentam seu metabolismo energético
quando o acido butirico é suplementado na dieta, sugerindo que seja o substrato metabolizado
em maior quantidade (ROEDIGER; TRUELOVE, 1979). Quando é o unico AGCC disponivel, o
acido butirico aumenta o consumo de oxigénio em mais de 80%, mostrando sua importancia
como substrato energético (ROEDIGER, 1982). Em ordem cronoldgica, apds o acido butirico as

células epiteliais célicas metabolizam como substrato energético os acidos propiénico e acético,
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respectivamente. Outras substancias como glicose, cetonas, proteinas e aminoéacidos,
particularmente a glutamina, também podem ser metabolizados como fonte de energia
secundaria pelas células epiteliais colicas (ROEDIGER, RAE, 1982). Todavia, é importante
destacar que as células epiteliais ndo conseguem suprir toda a sua necessidade energética para
sintese proteica utilizando com substrato apenas essas substancias alternativas (MARTINEZ, et
al., 2010b).

Estudos mostraram que quando existe deficiéncia de AGCC as células epiteliais codlicas,
ocorre importante modificacdo nos mecanismos de [-oxidacdo para producdo da energia
necessaria para prover as diferentes fungdes vitais das células (PRAVDA, 2005; HAMER et al.,
2009; MARTINEZ et al.,, 2010). Quando existe privacdo no fornecimento de AGCC, como
acontece nas operacdes de desvio do transito intestinal, as células epiteliais célicas passam a
produzir grande quantidade de radicais livres de oxigénio (RLO) por alteracbes na cadeia
respiratoria mitocondrial para obtencéo de energia (PRAVDA, 2005). Essa producao aumentada,
aliada as deficiéncias dos sistemas antioxidantes na mucosa célica, leva a uma condi¢do de
estresse oxidativo (LIH-BRODY, et al., 1996). O estresse oxidativo € um dos mecanismos iniciais
relacionados a quebra da barreira funcional do epitélio célico (PRAVDA, 2005, MARTINEZ et al.,
2010b). A quebra dessa barreira epitelial possibilita a invaséo de antigenos e bactérias presentes
no limen intestinal para o interior da camada submucosa estéril, com a consequente instalacao
do processo inflamatorio que caracteriza a RE (MARTINEZ et al., 2020). A infiltracdo bacteriana
induz ao maior recrutamento de células de defesa para mucosa célica 0 que aumenta, ainda
mais, a producéo de RLO com maior dano os sistemas de defesa barreira mucosa cdlica (MILLAR
et al.,, 1996; LIU et al.,, 2001; PRAVDA, 2005; NAITO; TAKAGI; YOSHIKAWA, 2007). A
possibilidade de que RLO sejam os responsaveis pelos mecanismos iniciais que determinam a
lesdo da barreira mucosa, ficou conhecida como teoria de inducdo da colite por radicais livres,
uma das mais recentes proposicdes para explicar os mecanismos moleculares iniciais que
desencadeiam a colite ulcerativa (PRAVDA, 2005). Estudos experimentais mostraram que essa
mesma proposta eitiopatogénica pode estar relacionada a patogenia da RE (NONOSE et al.,
2009; MARTINEZ et al., 2010; FERNANDEZ et al., 2017; BUANAIM et al., 2019; DELBEN et al.,
2021).

A importancia do suprimento regular de AGCC para evitar o surgimento da RE, é mais
bem avaliada pela intensa reducéo do processo inflamatério quando solugées ricas em AGCC,

particularmente o &cido butirico, sdo aplicadas por clisteres nos segmentos desprovidos de
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transito fecal em modelos experimentais ou em portadores de RE (HARIG et al.,, 1989;
GUILLEMOT et al., 1991; BUTZNER et al., 1996; KIELY et al., 2001; NASSRI et al., 2008). Todos
esses achados sugerem que a deficiéncia no suprimento da AGCC ocasionada pela derivacdo
intestinal, modificando o metabolismo oxidativo dos colondcitos, aumentando a produ¢ao de RLO
geram determinandoum estado de estresse oxidativo responsavel pela dano agressao a barreira

epitelial.

1.4 A sintese proteica no colon excluso

O epitélio do intestino grosso separa o interior do limen intestinal, que concentra grande
populacdo bacteriana, do meio interno estéril, sendo uma das mais perfeitas barreiras funcionais
do ser vivo (PEREIRA et al., 2013; CHAIM et al., 2014; BONASSA et al., 2015). Essa barreira
epitelial € formada por uma série de estruturas celulares que conferem prote¢cdo mecéanica e por
células de defesa do sistema imune que constituem uma barreira imunoldgica. Esses dois
sistemas atuando em conjunto, so responsaveis pela separagéo entre 0os meios interno e externo
do corpo humano impedindo que agentes bacterianos e outras toxinas presentes no limen
intestinal migrem para o meio interno (COSKUN, 2014). Hoje em dia admite-se que 0 processo
inflamatdrio que ocorre na parede intestinal em portadores de DIl surge a partir da quebra desse
sistema de defesa epitelial (KRUIDENIER, VERSPAGET, 2002).

A barreira de protecdo mecanica é formada por diversas linhas de defesa, principalmente
representadas pela camada de muco que recobre o epitélio colico, membranas citoplasmaticas
das células epiteliais da mucosa célica, o complexo sistema de jun¢des intercelulares formados
pelas juncdes de oclusdo, adesdo e comunicagdo, hemidesmossomos e, finalmente, pela
membrana basal (MARTINEZ, 2010; MARTINEZ et al., 2010b). Por outro lado, a protecdo
funcional é conferida por células do sistema imune representadas por neutrofilos, eosindfilos,
basdfilos, linfocitos e macréfagos, bem como, por citocinas anti-inflamatérias e imunoglobulinas
abundantes na parede célica. Esse exuberante sistema imunoldgico de defesa faz com que o

célon seja considerado o maior 6rgao linfoide do ser humano (TORRES et al., 2009).

Ja se encontra bem estabelecido RE é uma sindrome de deficiéncia energética
relacionada a falta do suprimento dos AGCC (AGARWAL; SCHIMMEL, 1989; HARTY, 2013).
Assim, a deficiéncia do suprimento dos AGCC leva a inflamacdo da mucosa desencadeada pelo
maior estresse oxidativo tecidual. Estudos mostraram que a producdo aumentada de RLO pode

danificar as diversas defesas que formam a barreira epitelial da mucosa do c6lon. Demonstrou-
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se experimentalmente que os RLO alteram o conteldo e os subtipos das mucinas que formam a
camada de muco que recobre o epitélio célico (NONOSE et al. 2009; MARTINEZ et al., 2010a;
FERNANDEZ et al., 2017). Também se demonstrou que a producdo aumentada de RLO no
epitélio do reto excluso de transito fecal reduz o contetdo tecidual das proteinas E-caderina, -
catenina, claudina-3 e ocludina, principais componentes das juncbes de adesédo e oclusdo
intercelulares, respectivamente e que fazem parte de outro importante sistema de defesa epitelial
(MARTINEZ, et al.,, 2012; KADRI et al., 2013; MARTINEZ et al., 2015). Mais recentemente,
demonstrou-se que 0s maiores niveis de estresse oxidativo, também diminui o contetdo total de
colageno presente na matriz extracelular do reto excluso de transito e que essa redugéo, esta
relacionada a maior producdo tecidual de metaloproteinas, principal enzima envolvida na
degradacao de colageno na parede intestinal (ALVES JUNIOR et al., 2021). Cabe lembrar que a
membrana basal é um dos constituintes mais importantes do sistema de defesa da mucosa célica
(ALVES JUNIOR et al., 2021). Os maiores niveis de estresse oxidativo também pode ocasionar
dano do DNA dos colondcitos em segmentos desprovidos de transito que desenvolvem a RE. A
maior possibilidade do desenvolvimento de mutagdes, talvez possa ser um dos mecanismos
responsaveis pelo desenvolvimento de displasias teciduais na mucosa exclusa e inflamada e, até
mesmo, o cancer (GRIFFITHS; DIXON, 1992; MARTINEZ et al., 2010c).

A importancia do processo inflamatério tecidual decorrente do estresse oxidativo na
guebra dos sistemas de defesa do epitélio célico fica mais evidente quando se consideram os
resultados de estudos experimentais mostrando que a aplicacdo de agentes anti-inflamatorios,
antioxidantes ou solugfes nutricionais ricas em AGCC na mucosa do reto excluso, além de
reduzir os niveis de estresse oxidativo tecidual e diminuir o processo inflamatdrio mucoso,
restabelece o contetdo das principais proteinas constituintes das diferentes linhas de defesa da
barreira epitelial colica (NASSRI et al.,, 2008; OLIVEIRA et al., 2010; CUNHA et al., 2011;
LAMEIRO et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; MARTINEZ et al., 2013; PEREIRA et al., 2013;
CHAIM et al., 2014; BONASSA et al., 2015; MARTINEZ et al., 2015; ALVES JUNIOR et al., 2017;
FERNANDEZ et al., 2017; KADRI et al., 2017; MARTINEZ et al., 2017a; MARTINEZ et al., 2017b;
BUANAIM et al., 2019; MARTINEZ et al., 2019).

Quando se considera que o estresse oxidativo danifica as diferentes proteinas
constituintes da barreira epitelial célica, e que os AGCC sdo o mais importante substrato para
sintese dessas proteinas, € licito supor que a redugao no fornecimento dos AGCC no reto excluso

de trénsito, também diminua a sintese dessas proteinas. Dessa forma, ter-se-ia dois mecanismos
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responsaveis pela reducdo das proteinas da barreira mucosa: o estresse oxidativo destruindo
esses mecanismos e a deficiéncia de AGCC reduzindo a sintese proteica. Quando se considera
gue o colageno ¢é a principal proteina responséavel pela cicatrizacdo nas anastomoses colorretais,
€ possivel que sua destruicdo pelos RLO e sua menor sintese pela deficiéncia nutricional, possa
interferir e dificultar o processo de cicatrizacdo de anastomoses confeccionadas em segmentos
retais desprovidos de transito fecal. Talvez, esse mecanismo possa ser uma das explicacbes
plausiveis para a maior ocorréncia de deiscéncias e fistulas nas anastomoses realizadas nos
doentes previamente submetidos a CH que desenvolvem RE. Entretanto, essa possibilidade
ainda foi pouco estudada.

1.5 Colageno

Diferentes mecanismos de adesdo encontram-se evolvidos ndo apenas na fixacdo entre
as células epiteliais, como também na fixacdo dessas células com a matriz extracelular. A camada
de células que forma o epitélio do intestino grosso e reto, estdo intimamente aderidas em sua
base a uma matriz extracelular, principalmente composta por colageno, fibras, proteinoglicanos
e de vérias proteinas com propriedades adesivas existentes no local. A matriz extracelular
apresenta mdltiplas propriedades como organizar a disposicdo das diferentes células que
compde as glandulas cdlicas como participar, ativamente, do sistema de barreira seletiva epitelial
(LODISH et al.,, 2002). Vérias proteinas, conhecidas como moléculas de adesdo celular
comunicam o citoesqueleto das células epiteliais a matriz extracelular. As principais proteinas
formadoras desses mecanismos sdo as integrinas, selectinas e os proteinoglicanos. Em
situacdes em que existe a necessidade de mobilidade dessas células enzimas das classes das
proteases, como o particularmente o fibrinogénio e as metaloproteinas, podem degradar os

componentes da matriz extracelular, possibilitando a migracéo celular.

Estima-se que existam mais de 28 tipos diferentes de coldgeno nos seres humanos,
numerados, segundo o tipo, em algarismos romanos, desde a descri¢ao inicial do colageno do
tipo Il em 1969 (MILLER; MATUKAS, 1969). O colageno representa a principal proteina fibrosa e
indissoluvel constituinte da matriz extracelular dos tecidos conjuntivos (LODISH et al., 2002). O
colageno € a principal proteina responséavel pelo processo de cicatrizagdo dos tecidos humanos
correspondendo a aproximadamente 25% da proteina corporal total (BRASKEN, 1991). Estima-
se que entre 80 e 90% de todo o colageno corporal sdo representados pelos tipos I, Il e llI
(LODISH et al., 2002). No passado acreditava-se que os colagenos eram proteinas produzidas

exclusivamente a partir dos fibroblastos presentes nos tecidos conjuntivos da matriz extracelular,
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todavia, mais recentemente, mostrou-se que diferentes células epiteliais tem a propriedade de

produzir tipos especificos de colageno.

Existem indicios fisioldgicos, no que se refere ao processo cicatricial, que diferenciam os
tecidos gastrointestinais dos demais. As fibras musculares lisas da parede intestinal produzem
colageno, sendo que seus mecanismos regulatérios sao diferentes daqueles da pele (TRUBIAN,
2004; SAVASSI-ROCHA; LOPES, 1994). As camadas mucosa e particularmente a submucosa
responde por boa parte da producéo de colageno na parede cdlica. A producéo de colageno nos
tecidos lesados, como acontece durante a realizacdo de uma anastomose colorretal, esta
relacionada a diferentes varios aspectos. A falta no suprimento de AGCC ou glutamina, principais
substratos energéticos para a sintese de diferentes proteinas produzidas pelas células do epitélio
colico reduzem sua producdo. Essa evidéncia foi demonstrada por estudos mostrando que o
fornecimento dessas substéncias aumenta a producdo de colageno tecidual e favorece o
processo de cicatrizacao, particularmente quando o AGCC é aplicado por enemas (BLOEMEN et
al., 2010; PACHECO et al., 2012; BOSMANS et al., 2017; AKBULUT et al., 2019). Outro aspecto
que merece destaque € que em segmentos desprovidos de transito fecal, a RE consequente a
falta do suprimento de AGCC aliada a modificacao da flora bacteriana produtora dos acidos
acético, butirico e propiénico, desencadeia o processo inflamatério que caracteriza a RE. O
aumento do infiltrado inflamatério aumenta a producdo de enzimas que degradam o ja pequeno
conteudo de colageno produzido pela deficiéncia nutricional, tornando o célon excluso carente da

producéo da proteina.

A sintese do colageno esta diretamente ligada ao agravamento do processo inflamatério.
A proteina € uma molécula vital em qualquer situacdo de reparo, sendo um dos fatores que mais
contribuem na cicatrizacéo e na preservacédo da resisténcia das anastomoses colorretais. Quando
existem modificacdes nos componentes da matriz extracelular, particularmente do contetdo de
colageno tecidual, pode haver um importante mecanismo etiopatogenia das deiscéncias de
anastomoses confeccionadas entre o cdlon normal e o reto excluso (SAKALLIOGLU et al., 1994).
O maior conteudo de colageno na parede do intestino grosso esté localizado principalmente na
camada submucosa. Para que se mantenha a resisténcia mecanica da parede intestinal é
necessario que ocorra um equilibrio no processo de producado por um fornecimento energético

adequado e diminui¢do da sua protedlise pela reducao da inflamacao local.

Poucos estudos avaliaram o contelido e o padrédo de expresséo dos subtipos de colageno

em segmentos do célon ou reto desprovidos de transito fecal (ROLANDELLI et al., 1986;
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BIONDO-SIMOES et al., 2000; GRECA et al., 2000). Esses estudos analisaram, principalmente
os colagenos dos subtipos tipo | e lll, com o objetivo de avaliar, ndo apenas o contetdo
propriamente dito, mas a qualidade da proteina presente parede intestinal qgue também poderia
correlacionar-se aos indices mais elevados de deiscéncia. No entanto, esses estudos utilizaram
métodos histoquimicos para detectar os subtipos de coldgeno maduro (tipo 1) e imaturo (tipo IlI),
sem, contudo, avaliar a interferéncia do controle da inflamac¢do no conteudo tecidual dos dois
subtipos estudados (ROLANDELLI et al., 1986; BIONDO-SIMOES et al., 2000; GRECA et al.,
2000).

1.6 Producéo e degradacdo do colageno no célon desprovido de transito intestinal

Poucos estudos experimentais, avaliaram o conteddo de coldgeno nos segmentos
desprovidos de transito fecal (ROLANDELLI et al., 1986; BIONDO-SIMOES et al., 2000; GRECA
et al.,, 2000). Rolandelli e colaboradores estudando a anastomose de ratos submetidos a
aplicacao de clisteres com solugéo salina ou AGCC, constataram que a ocorréncia de deiscéncia
espontanea da anastomose foi significativamente menor nos animais que receberam clisteres
com AGCC em comparagdo aos que receberam solucéo salina. Verificaram que a ruptura da
linha de sutura foi significativamente menor nos animais que receberam AGCC. A pressao de
ruptura e a tensédo sobre a linha de sutura foram significativamente maiores para o grupo tratado
com AGCC. Os autores concluiram que aplicagdo de clisteres com AGCC resultou em

anastomoses significativamente mais resistentes.

Terzi e colaboradores, avaliaram os efeitos da aplicacdo de clisteres com AGCC no colén
de ratos com retite actinica. Constataram que os parametros histol6gicos relacionados a
cicatrizacdo da anastomose, como regeneracgdo epitelial e formacéo de tecido de granulagéo,
foram significativamente melhores nos animais que receberam irrigagéo retal pré-operatdria com
AGCC. Verificaram ainda, que a quantidade de colageno total aumentou significativamente no
nos animais tratados com a aplicacéo prévia de AGCC. Concluiram que a retite actinica pode
afetar a cicatrizacdo de anastomoses, mas a irrigacéo retal com AGCC é capaz de melhorar a

cicatrizacdo da anastomose. (TERZI et al., 2004).

Pacheco e colaboradores avaliaram os efeitos da aplicacdo de enemas contendo
glutamina e AGCC em ratos submetidos a CH. Constataram que o tratamento com glutamina ou
AGCC (acido butirico) nos segmentos exclusos de transito, melhorou o processo inflamatério

mucoso, restaurou a densidade das fibras de colageno nos tecidos e reduziu a taxa de apoptose
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células para a valores semelhantes ao célon com transito preservado. Constataram ainda que
houve reducao significativa dos niveis de citocinas no célon excluso apds o tratamento com
butirato ou glutamina (PACHECO et al., 2012)

Biondo-Simbes e colaboradores, utilizando modelo de RE mostraram que existem
modificacBes no conteldo e no tipo de colageno identificado nos segmentos sem transito
intestinal (BIONDO-SIMOES et al., 2000). Os autores constataram que a exclusdo do transito
intestinal, por até oito semanas, ocasionava atrofia do célon com diminuicdo da espessura da
parede intestinal e modificagcdo no conteudo de colageno tecidual. Verificaram que havia reducéo
no contetdo de coldgeno maduro e aumento no conteudo de colageno imaturo (BIONDO-
SIMOES et al., 2000). Quando se sabe que o colageno imaturo apresenta fibras irregulares e
menor resisténcia, é possivel que essas modificagcdes possam ser uma explicacao plausivel para
a maior ocorréncia de fistulas nas anastomoses realizadas nos segmentos sem transito fecal,
como ocorre na CH. Essa possibilidade fica mais evidente ao demonstrar-se que o fornecimento
de AGCC ao célon excluso de transito intestinal aumentou a concentracdo de colageno maduro
nas anastomoses realizadas entre 0os segmentos com e sem colite induzida (GRECA et al., 2000;
PACHECO et al., 2012).

Diferentes teorias foram propostas para explicar a maior incidéncia de fistulas nos
doentes submetidos a reconstrucéo de transito apés a CH. E importante lembrar que manuteng&o
de um segmento retal desprovido do transito intestinal ndo € uma condicdo isenta de
complicacdes. Demonstrou-se que 0s segmentos colorretais exclusos do transito intestinal,
desenvolvem alteracdes tréficas nas diferentes camadas que formam a parede retal
(KISSMEYER-NIELSEN; CHRISTENSEN; LAURBERG; 1994; SOUZA et al, 2008). Os
segmentos colorretais desprovidos de transito intestinal tornam-se atrofiados e inflamados. Cabe
lembrar que existe importante modificagdo da microbiota nesses segmentos com reducgéo das
bactérias responsaveis pela formacdo dos AGCC (BAEK et al., 2014). A derivagéo fecal e a
presenca de inflamacéo tecidual, interfere na sintese de colageno tecidual, principal proteina
envolvida nos mecanismos de cicatrizacdo das anastomoses, com maior producéo de colageno
imaturo (colageno do tipo Ill) e menor de colageno maduro (colageno do tipo |I) (GRECA et al.,
2000).

1.7 Infliximabe
O infliximabe foi aprovado em 1998 nos Estados Unidos para o tratamento de quadros

graves e moderados de doenca de Crohn (DC). Originalmente, € um anticorpo produzido por
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camundongos, contudo, os dominios comuns da molécula do medicamento foram trocados por
humanos, pois algumas proteinas presentes na molécula apresentam intensa atividade
antigénica no ser humano, o que reduz as reacdes anafilaticas desencadeadas pela molécula
original. Assim, trata-se de um anticorpo monoclonal quimérico IgG1, 75% humano e 25% murino,
gue se liga com alta afinidade ao fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), neutralizando sua
atividade biolégica. O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria secretada por linfécitos T e
macrofagos e age ativando e recrutando células do sistema imune, fibroblastos e células
endoteliais, exercendo uma atividade pré-inflamatéria. O TNF-a induz citocinas pro-inflamatérias
como interleucinas (IL) 1 e 6, aumenta a migracdo de leucocitos pela maior permeabilidade da
camada endotelial e expressédo das moléculas de adesao por células endoteliais e leucdcitos e
causa ativacao de neutrofilos e eosinofilos (TORRES et al., 2009; RUTGEERTS et al., 2005).

A terapia com infliximabe é eficaz na inducdo e manutencdo da remissdo clinica;
fechamento de fistulas enterocuténeas, perianais e retovaginais; manutencao do tratamento em
pacientes com DI, como a doenca de Crohn e a retocolite ulcerativa (RCU). Sua agéo se da pelo
bloqueio da acdo do TNF-a, transmembranica ou soluvel, ao se ligar a citocina impedindo sua
ligacdo com seu receptor. Além disso, age também na recuperacédo da barreira epitelial, inducao
de apoptose de linfocitos T e da motilidade dos fibroblastos intestinais, facilitando cicatrizacdo de
lesdes (SUENAERT et al., 2002; DI SABATINO et al., 2007).

Atualmente, no tratamento de DC, utilizamos o chamado “top down” no qual iniciamos o
tratamento com a terapia biologica (sendo o infliximabe um dos mais usados) desde o inicio do
diagnostico da doenga, principalmente para formas moderadas e graves. Esse tratamento tem se
mostrado altamente eficaz com melhora dos sintomas mais rapida e manutencéo da doenca mais
eficaz. Em dois anos de acompanhamento, a taxa de remissdo endoscopica da doencga foi de
aproximadamente 70% no grupo “top down” versus 20% no grupo que utilizava terapia
convencional (D’HAENS et al., 2008; HOSSNE; COY, 2019).

Quando se considera que a reducédo o processo inflamatério nos segmentos de colén ou
reto exclusos de transito fecal pode reduzir a degradacao do colageno tecidual, estratégias que
possam diminuir a inflama¢é@o podem ser Uteis na melhora do processo de cicatrizacdo nesses
segmentos. De todas as alternativas terapéuticas mais utilizadas para a reducdo do processo
inflamatério mucoso em portadores de DII, a terapia biolégica com infliximabe é a mais
promissora. O tratamento desses doentes com infliximabe reduz a atividade inflamatoria e esta
associado a maior cicatrizacdo mucosa. Estudos recentes mostraram que a aplicacdo de

infliximabe em modelos experimentais de RE mostraram melhora do processo inflamatorio,
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diminuicdo do infiltrado neutrofilico mucoso, com consequente reducdo da producdo de
metaloproteinas (BUANAIN et al., 2019; DELBEN et al., 2021; ALVES JUNIOR et al. 2021). Esses
resultados seriam uma evidéncia indireta que a reducao da degradacdo de coldgeno também
poderia favorecer a cicatrizacdo de anastomoses confeccionadas no reto excluso (ALVES
JUNIOR et al., 2021). Todavia, do melhor do nosso conhecimento, nenhum estudo avaliou por
método imuno-histoquimico o contetido dos colagenos dos tipos | e Ill e animais com RE tratados
com infliximabe.

Caso a terapia biolégica com infliximabe, utilizada antes da restauracao do transito fecal
em doentes submetidos a CH possa reduzir o processo inflamatério e aumentar a producao de
colageno e, consequentemente, o processo de cicatrizacao, ter-se-ia uma alternativa interessante
para evitar a gravidade das complicacfes de anastomoses realizadas no reto excluso que

desenvolve RE. Assim, esta € a justificativa de se propor o presente estudo.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Avaliar os efeitos da terapia biolégica com infliximabe sobre o contetido de colageno

total e dos subtipos | e Il na mucosa célica desprovida de transito intestinal.
2.2 Objetivos Especificos:

1) Verificar se a terapia com infliximabe melhora o processo inflamatério em segmentos
célicos desprovidos de transito intestinal analisando histologicamente as laminas

coradas pelas técnicas da hematoxilina-eosina;

2) Mensurar o contetdo tecidual de colageno tipo | e lll em segmentos cdlicos
desprovidos de transito fecal comparando animais tratados e ndo tratados com

infliximabe utilizando os métodos tricomio de Masson e imunohistoquimica;

3) Verificar se o emprego de diferentes doses de infliximabe modifica o contetdo tecidual
de colageno tipo | e Ill em segmentos célicos sem transito fecal e realizar analise

estatistica.



37

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Etica

A realizacdo deste estudo obedeceu a Lei Federal 6.638 e as orientacdes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animal em Pesquisa da Universidade S&o Francisco e recebeu o parecer de
numero (Parecer CEUA/USF: 01.226.2014 - ANEXO 1).

3.2 Animal de experimentacédo

Foram utilizados 22 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos, da linhagem Wistar,
provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigacdo Biologica (CEMIB) da Universidade
Estadual de Campinas, com peso variando entre 250 e 300 g e média de idade de quatro meses.

3.3 Técnicacirargica

Nos sete dias antecedentes a operacdo, os animais foram confinados em gaiolas
individuais recebendo racdo especifica para roedores e agua a vontade. A partir do dia anterior a

operacgdo os animais foram mantidos em jejum, exceto agua, por 12 horas.

No dia da intervencgéo cirurgica os ratos foram anestesiados com o emprego de cloridrato
de xilazina 2% (Anasedan™ Agribrands do Brasil Ltda. Brasil) + cloridrato de quetamina
(Dopalen™ Agribrands do Brasil Ltda. Brasil) na dose de 0,1ml/100g, administradas por via

intramuscular.

Foi realizada uma incisdo longitudinal mediana, infra-umbilical com 4 cm de extensao
(Figura 3). A abertura da cavidade abdominal, efetuada por planos, identificar-se-4 a porgéo
retossigmoideana do intestino grosso. Apoés a localizagéo da placa de Peyer e mobilizacdo o
conteudo fecal, realizou-se a sec¢éo da artéria marginal justa célica e do colon propriamente dito,
8 cm acima da extremidade proximal da placa (Figura 4 e Figura 5). Apés secc¢ao do cdélon, em
todos os animais foi realizada remocao de segmento de intestino grosso com 2 cm de extenséao,

gue servia como controle dos parametros estudados.

O segmento distal do intestino grosso secionado foi cateterizado com sonda de polivinil
10F fixada por meio de ligadura frouxa e irrigada com 40 ml de soro fisiolégico 0,9%, para
promover a remocao de residuos fecais do segmento distal, até que o efluente fecal drenado pelo
anus do animal encontre-se claro (Figura 6). Esta etapa visava remover detritos fecais que por

ventura tenham remanescido apés a mobilizagdo manual e que poderiam influenciar no
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desenvolvimento da RE .Terminada a irrigacdo o segmento caudal fechado com sutura continua
de fio de nylon 5-0 (cirurgia de Hartmann) e fixado na goteira parieto-célica para facilitar sua
identificacdo quando da eutanasia dos animais (Figura 7). O célon proximal (provido de transito
fecal) seccionado foi exteriorizado através de um estoma terminal localizado no hipocdndrio
esquerdo (Figura 8). Apos a fixagdo da colostomia e revisdo da cavidade abdominal, a parede
abdominal foi fechada. Apos a recuperacéo anestésica os animais foram liberados para ingestéo

de agua e, apos seis horas, racdo padronizada (Nuvilab CR1™ Nuvital Nutrientes AS, Brasil).

FIGURA 6 — Laparotomia mediana para acesso a cavidade abdominal.

Acervo pessoal - Professor Carlos Augusto Real Martinez
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FIGURA 7 - Identificacdo e ligadura da artéria marginal justa célica.

Acervo pessoal - Professor Carlos Augusto Real Martinez

FIGURA 8 - Seccéo do colon esquerdo acima da placa de Peyer.

Acervo pessoal - Professor Carlos Augusto Real Martinez
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FIGURA 9 - Cateterizagdo do célon distal e aplicagédo de solucéo salina para remocéo de residuos fecais.

Acervo pessoal - Professor Carlos Augusto Real Martinez

FIGURA 10 - Fechamento do célon distal (cirurgia de Hartmann).

Acervo pessoal - Professor Carlos Augusto Real Martinez
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FIGURA 11 - Colostomia terminal proximal (cirurgia de Hartmann).

Acervo pessoal - Professor Carlos Augusto Real Martinez

3.4 Pés-operatorio

Para inducdo da RE os animais foram mantidos separados por 12 semanas até a data do
sacrificio onde permanecerdo em ambiente climatizado e com controle de umidade temperatura
e luminosidade sem restricao hidrica ou alimentar. Os animais foram pesados semanalmente e
nenhum cuidado adicional foi tomado em relagdo ao estoma confeccionado nem com a ferida
operatoria. Na véspera do dia programado para o sacrificio foram novamente mantidos em jejum

de 12 horas exceto para agua.
3.5 Grupos experimentais

Apo6s randomizagéo, os animais foram divididos em trés grupos experimentais segundo a
intervencao ser realizada com:

e Grupo A - Intervencao com Solucgéo Fisiolégica (controle) (6 animais)
e Grupo B - Intervencdo com Infliximabe na dose de 5mg/kg/semana (8 animais)

e Grupo C - Intervencado com Infliximabe na dose de 10mg/kg/semana (8 animais)
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Todos os animais foram submetidos a administracdo das substancias de intervencéo por
via subcutanea na regido dorsal, na prega cervical uma vez por semana durante 5 semanas

consecutivas.
3.6 Eutanasia dos animais

Concluida as 5 semanas de intervencéo com as substancias propostas todos os roedores
foram novamente anestesiados com a mesma metodologia anteriormente descrita e, para a

retirada dos segmentos colicos a serem estudados.

Apos a anestesia a incisdo mediana anterior foi reaberta e por ela foram removidos os
segmentos colicos providos e desprovidos de transito fecal. Os segmentos colicos foram abertos
sendo subdivididos em trés segmentos sempre 1 cm a partir do ponto de fixagdo do estoma no
peritbnio parietal. Os segmentos colicos com trés centimetros de extensdo (do coélon provido e
do desprovido de transito) foram enviados para os estudos histolégico e imuno-histoquimico.

Concluida a exérese dos espécimes cirargicos os animais sofreram eutanasia por inje¢éo
intracardiaca de dose letal de tiopental. A morte do animal foi constatada pela auséncia de
reflexos corneo-palpebral e de batimentos cardiacos por 5 minutos.

3.7 Histologia

Os espécimes extirpados destinados ao estudo histol6gico, permaneceram fixados em
formalaldeido a 10% por 72 horas e posteriormente desidratados em sucessivas concentracdes
crescentes de alcool. Terminado o processo foi realizada a clarificagdo dos espécimes em xileno.
A seguir o material foi incluido em blocos de parafina e submetido a cortes longitudinais, com

4um de espessura para montagem das laminas.

Apds montagem as laminas foram posteriormente coradas pelas técnicas da hematoxilina-
eosina para andlise das alteragbes histologicas dos espécimes e imuno-histoquimica para

avaliacdo da expresséao de colageno tipo I e Ill.

A andlise de cada lamina foi feita em microscépio 6ptico comum com aumento final de
200x. Os parametros histologicos relacionados a presenca de inflamacao foram analisados

gualitativamente e quantitativamente (morfometria computadorizada) por patologista.

O escore para a avaliacao histopatolégica do grau inflamatério foi graduado de 0 a 4 de
acordo com critérios previamente propostos da seguinte maneira: 0 — sem infiltracéo leucocitéria;

1- pequena infiltracdo leucocitéria; 2- moderada infiltragdo leucocitaria; 3- grande densidade
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vascular e aumento da espessura das camadas mucosa e submucosa, 4- infiltracao leucocitaria
transmural, diminuicdo do nimero de células caliciformes, grande densidade vascular, presenca

de ulceracdes e aumento da espessura das camadas mucosa e submucosa.
3.8 Quantificacdo do conteudo de colageno total (Técnica do tricrémio de Masson)

A técnica do tricrobmio de Masson utilizada foi a proposta pela Disciplina de Patologia da
UNICAMP. Inicialmente as laminas foram desparafinadas e hidratadas em xilol e concentracdes
decrescentes de alcool. Apds, foram lavadas por 5 minutos e agua corrente e cobertas com
solucdo de Bouin e mantidas em temperatura ambiente por 24 horas. Concluido o periodo, foram
lavadas em agua corrente até a completa remoc¢é&o do corante de Bouin. A seguir foram lavadas
em agua destilada e coradas com hematoxilina férrica de Weigart por 10 minutos. Terminada esta
etapa as laminas foram novamente lavadas em agua corrente por 10 minutos e em agua
destilada. A seguir foram coradas pela solugdo de escartale de Biebrich por cinco minutos e
novamente lavadas com agua destilada. Terminada esta fase foram diferenciadas pela solucéo
de &cido fosfotungstico-fosfomonolibdico por 15 minutos e novamente lavadas em &agua
destilada. Apds, foram coradas pela solucao de azul de anilina por 10 minutos, lavadas em agua
destilada e passadas em solucdo de acido acético glacial 1% por 5 minutos. A seguir foram
novamente lavadas em agua destilada, desidratadas, diafanizadas e montadas em laminas e

laminulas com resina.
3.9 Técnica imuno-histoquimica

Todos os espécimes, fixados em formalina e emblocados em parafina, foram submetidos
a dois cortes adicionais de 4um, retirados da parede intestinal e depositados em laminas
previamente identificadas. Inicialmente as laminas foram desparafinadas por trés banhos
sucessivos de cinco minutos em xilol. Realizou-se a reidrata¢do, submergindo as laminas em
alcool absoluto, 95%, 80% e 50% seguida de lavagem por cinco minutos em agua corrente e
posteriormente em agua destilada. As laminas foram, entdo, acondicionadas em recipiente
proprio e submersas em solugdo tampao fosfato de sédio 0,05 M e pH 7,2 (PBS) por 10 minutos
e depois secas com papel filtro. Foi realizado bloqueio das peroxidases endégenas pelo
gotejamento de perédxido de hidrogénio 30V a 3%, em camara Umida, a temperatura ambiente,
durante 10 minutos, seguido de mais uma lavagem com PBS por 10 minutos. Terminadas estas
etapas, foi realizada a recuperacado antigénica na qual as laminas serdo acondicionadas em cuba

com solucao de citrato 10 mM, pH 6,0 e submetidas a banho-maria durante 15 minutos (trés ciclos
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de cinco minutos cada, completando o recipiente com solucdo de citrato ao término de cada ciclo).
Ao fim desse processo, as laminas foram deixadas esfriar por 20 minutos seguindo-se nova
lavagem com PBS por cinco minutos. Os anticorpos primarios utilizados foram o anti-colageno
tipo | e o anti-colageno tipo lll. Todas as laminas foram cobertas com cerca de 50 yL dessa
solucdo, mantidas por 30 minutos a temperatura ambiente e levadas para camara Umida em
refrigeracdo a 4°C por 24 horas. Apos esse periodo de incubacgdo, as laminas foram novamente
lavadas com PBS por cinco minutos, gotejadas com o anticorpo secundario especifico, na diluicdo
de 1:160 em PBS, e reservadas em camara Umida durante uma hora a temperatura ambiente. A
seguir, nova lavagem com PBS por cinco minutos e aplicacdo do complexo estreptavidina-biotina-
peroxidase preparado no momento de sua utilizacdo, na diluicdo de 1:100 em PBS, por 45
minutos. As laminas foram reveladas, apds nova lavagem com PBS por cinco minutos, usando-
se cromogeno (tetrahidrocloridrato de diaminobenzidina DAB 10mg em 10 ml de PBS + 3 mL de
agua oxigenada), preparado cinco minutos antes de terminar o tempo de exposi¢cao ao complexo
ABC, gotejado e permanecendo sobre elas por trés minutos. Completado este tempo, as laminas
foram lavadas em agua corrente destilada por cinco minutos, contra-coradas com hematoxilina
de Harris por 30 segundos, e novamente lavadas em agua corrente destilada por cinco minutos
para em seguida serem desidratadas, por submersao em etanol 50%, 80%, 95% e absoluto e em
xilol, duas vezes por um minuto cada. Finalmente as laminas foram montadas, rotuladas e
mantidas em posi¢cdo horizontal por 24 horas. O controle positivo foi realizado conforme
orientagdo do fabricante em tecidos de célon humano que sabidamente expressem a
imunocoloragé@o para colageno tipo | e tipo Ill, enquanto o controle negativo foi realizado com

laminas confeccionadas, com a mesma técnica, sem adi¢cdo do anticorpo primario.

Para andlise microscopica foi utilizado microscopio 6ptico comum, com magnificacéo final
de 200 vezes. Foi considerado como reagdo positiva a coloracéo que ocorrer de modo difuso,
com pontos de intensidade variaveis e distribuicdo homogénea. Todas as laminas foram lidas por
patologista experiente sem conhecimento prévio das demais variaveis histolégicas, e com acesso
somente aos seus proprios resultados que classificara a expressao tecidual do anticorpo primario
estudado segundo a presencga ou auséncia de imunoreacdo. Considerou-se imunocoloracdo
positiva quando mais de 10 por cento do tecido estudado apresentar imunoreagdo positiva.

Adoutou-se como valor individual final a moda entre a leitura de trés campos diferentes.
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3.10 Quantificacdo do contetdo de colageno tipo | e Ill por andlise de imagem

assistida por computador (morfometria computadorizada)

A quantificacdo da expressao tecidual de colageno tipo | e lll, foi mensurada por
morfometria computadorizada em trés campos em que existam pelo menos trés criptas integras

em toda sua extenséo.

A leitura das laminas foram sempre realizadas em local onde existiam pelo menos trés
criptas contiguas integras. Altura das criptas da mucosa célica, nimero de células caliciformes e
espessura das camadas muscular da mucosa, submucosa e muscular prépria foram mensuradas
por morfometria computadorizada, estudando-se a imagem de trés campos aleatérios. A imagem
selecionada sera capturada por camera de video previamente acoplada a microscopico 6ptico
(Eclipse DS50® - Nikon Inc., Japan). A imagem capturada foi processada e analisada pelo
programa NIS-Elements® (Nikon Inc., Japan) instalado em um computador (Pentium® 4 DC, 1
Gbyte Memdria RAM, 2 HD de 200Gbyte, placa de video-captura ASUS®). O valor final adotado
para cada variavel mensurada nos segmentos provido e desprovido de transito intestinal foi

representado pela média dos valores encontrados na avaliagdo dos trés campos diferentes.

Para mensuracdo do conteudo tecidual de colageno tipo | e Il identificado pela técnica
imuno-histoquimica o programa através de histogramas de cor determinou a intensidade de cor
de cada area selecionada com a presenca da proteina para a mensuracao, transformando a cor
escolhida (marrom) em expressao numérica porcentual para cada campo de viséo selecionado.
O valor final adotado para cada campo mensurado nos segmentos providos e desprovidos de
trnsito intestinal foi representado pela média dos valores encontrados na avaliacdo de trés

campos diferentes.
3.11 Andlise Estatistica

Para o célculo dos valores encontrados apés as medidas de cada variavel em cada
segmento cdlico (com e sem transito fecal) e em cada grupo experimental (SF 0,9%, infliximabe
5mg/kg/sem e infliximabe 10mg/kg/sem) utilizou-se estatistica descritiva e 0s resultados foram
expressos pelo valor médio e respectivo erro padrdo. Para avaliacdo do padrao de distribuicdo
amostral utilizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov. Para comparacdo de todas as variaveis
(escore inflamatdrio, conteudo total de colageno e colageno do tipo | e Ill), nos diferentes
segmentos colicos e entre 0s grupos experimentais utilizou-se o teste nao-paramétrico de Mann-

Whitney e Kruskal-Wallis adotando-se nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os resultados
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significantes obtidos quando se comparou, de forma pareada, os valores obtidos nos célons com
e sem transito fecal de um mesmo grupo experimental foram marcados com um asterisco (*)
quando o valor de p era menor que 5% (p<0,05) e com dois asteriscos (**) quando menor que
1% (p<0,01). Os resultados significantes obtidos quando se comparou, de forma pareada, os
valores obtidos nos animais submetidos a intervencdo com SF 0,9%, infliximabe 5mg/kg/sem e
infliximabe 10mg/kg/sem, dentro de um mesmo segmento célico (com ou sem transito intestinal)
foram marcados com uma cruz (1) quando o valor de p, era menor que 5% (p<0,05) e com duas

cruzes (1) quando menor do que 1% (p<0,01).

4. RESULTADOS
4.1 Avaliacao Histolégica da Presenca de RE

Nas Figuras 12A, 12B e 12C observa-se a parede célica de segmentos desprovidos de

transito intestinal em animais submetidos a intervengdo com SF e infliximabe nas doses

5mg/kg/sem e 10mg/kg/semana por 5 semanas.

FIGURA 12 - A- Segmento de parede célica sem transito fecal de animal submetido a intervengdo com SF
0.9% onde € possivel identificar-se a presenca de Ulcera epitelial (HE 100x). B- Segmento de parede célica
sem transito fecal de animal submetido a intervenc@o com infliximabe na dose de 5mg/kg/sem, onde
observa-se a integridade da superficie epitelial (HE 100x). C- Segmento de parede célica sem transito fecal
de animal submetido a intervencdo com infliximabe na dose de 10mg/kg/sem, onde observa-se a
integridade da superficie epitelial e maior populagao de células caliciformes (HE 100x).
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4.2 Escore de inflamacéo tecidual

No grafico 1 observa-se o escore inflamatério comparando-se 0s segmentos com transito
do colon com (co6lon proximal) e sem transito fecal (colon distal) nos animais que receberam SF
0,9% e infliximabe nas concentragdes de 5mg/kg/sem e 10mg/kg/semana por 5 semanas). Os
resultados mostraram aumento significativo do escore inflamatério nos segmentos desprovidos
de trénsito fecal quando comparado aos cdélons proximais, independente do grupo experimental
considerado (p<0,01). Nos segmentos sem transito fecal nos animais tratados com infliximabe,
independente da dose utilizada, houve reducéo do escore inflamatério quando comparado aos
animais tratados com SF 0.9%.

45
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GRAFICO 1 - Escore inflamatério comparando-se os colons com transito intestinal (c6lon proximal) e sem
transito fecal (colon distal), nos animais submetidos a intervendo com SF 0,9% e infliximabe nas doses de
5mg/kg/sem e 10/mg/kg/sem. **= p<0,01. Teste de Mann-Whitney.
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4.3 Expresséo Tecidual de Colageno Total — Tricromio de Masson

A Figura 13A, 13B e 13C mostra o padrao de expressao de colageno total do célon distal

tratados com SF e infliximabe nas doses de 5mg/kg/dia e 10mg/kg/semana durante 5 semanas

FIGURA 13 — A- Expresséo tecidual de colageno (cor azul) em segmento de parede cdlica sem transito
fecal de animal submetido a interveng¢é@o com SF 0.9% (TM 100x). B- Expressao tecidual de colageno total
em segmento de parede colica sem transito fecal de animal submetido a interven¢do com infliximabe na
dose de 5mg/kg/sem (TM 100x). C- Expressao tecidual de colageno total na parede cdlica sem transito
fecal de animal submetido a intervencdo com infliximabe na dose de 10mg/kg/sem (TM 100x).

4.4 Conteudo tecidual de colageno total — Tricromio de Masson

No Gréfico 2 observa-se o conteldo total de colageno total comparando-se 0s segmentos
com transito do colon fecal (célon proximal) e sem transito fecal (célon distal) nos animais que
receberam SF 0,9% e infliximabe nas concentracdes de 5mg/kg/sem e 10mg/kg/semana por 5
semanas). Os resultados mostraram reducao significativa do conteudo total de colageno total nos
segmentos desprovidos de transito fecal guando comparado aos célons proximais, independente

do grupo experimental considerado (p<0,01).
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GRAFICO 2 - Conteuido de colageno total comparando-se os colons com transito intestinal (célon proximal)
e sem transito fecal (c6lon distal), nos animais submetidos & intervendo com SF 0,9% e infliximabe nas
doses de 5mg/kg/sem e 10/mg/kg/sem. **= p<0,01. Teste de Mann-Whitney.

4.5 Variacdo no conteudo tecidual de coladgeno total — Tricrémio de Masson

No Grafico 3 observa-se os valores encontrados para o conteudo de colageno total
comparando os célons proximais e distais nos diferentes grupos experimentais. Quando se
consideram os valores encontrados nos célons com transito intestinal (célon proximal) ndo houve
diferenca estatistica no conteudo de colageno total independente da substancia aplicada. Porém,
ao comparar-se o contetdo de colageno total nos célons distais entre os trés grupos, observa-se
que ocorre aumento no contelddo total de colageno nos animais tratados com infliximabe
independente da dose utilizada. Houve aumento do conteddo de colageno total nos animais
tratados com 10mg/kg/sem quando comparado aos que receberam infliximabe na dose de
5mg/kg/semana (p<0,05).
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GRAFICO 3 - Variag&o no contetido de colageno total nos colons com transito intestinal (célon proximal) e
sem transito fecal (c6lon distal), nos animais submetidos a interven¢do com SF 0,9% e infliximabe nas
doses de 5mg/kg/sem e 10/mg/kg/sem. **= p<0,01. Teste de Kruskal-Wallis.

4.6 Expressao Tecidual de Colageno Tipo |

As Figuras 14A, 14B e 14C mostram a expressao tecidual de colageno do tipo | em

segmentos desprovidos de transito intestinal nos animais submetidos a intervencdo com SF e

infliximabe nas doses de 5mg/kg/sem e 10/mg/sem, por 5 semanas.

FIGURA 14 - A: Expressao tecidual de colageno do tipo | em segmento de parede coélica sem transito fecal
de animal submetido a intervencdo com SF 0.9% (IH 100x). B: Expresséo tecidual de colageno tipo | em
segmento de parede célica sem transito fecal de animal submetido a intervencdo com infliximabe na dose



51

de 5mg/kg/sem (IH 100x). C: Expresséo tecidual de colageno do tipo | na parede cdlica sem transito fecal
de animal submetido a intervencdo com infliximabe na dose de 10mg/kg/sem (IH 100x).

4.7 Conteudo tecidual de colageno tipo | — Imuno-histoquimica

No Gréafico 4, observa-se o0 conteldo total de colageno do tipo | comparando-se o0s
segmentos com transito do célon fecal (c6lon proximal) e sem transito fecal (c6lon distal) nos
animais que receberam SF 0,9% e infliximabe nas concentragcbes de 5mg/kg/sem e
10mg/kg/semana por 5 semanas). Os resultados mostraram contetdo maior coldgeno do tipo |
nos segmentos providos de transito fecal quando se comparou animais submetidos a intervencao

com infliximabe, independente da dose utilizada (p<0,001).
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GRAFICO 4 - Contetdo de colageno do tipo | comparando-se os célons com transito intestinal (célon
proximal) e sem transito fecal (c6lon distal), nos animais submetidos & intervendo com SF 0,9% e
infliximabe nas doses de 5mg/kg/sem e 10/mg/kg/sem. **= p<0,01. Teste de Mann-Whitney.

4.8 Variacdo no conteudo tecidual de colageno do tipo | — Imuno-histoquimica

No Gréfico 5, observa-se a variacdo no contetdo de colageno do tipo | comparando os

cblons com transito intestinal (colon proximal) e os célon sem transito fecal (célon distal) nos
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submetidos a aplicacdo de SF 0,9% e infliximabe nas concentracbes de 5mg/kg/sem e
10/mg/kg/sem. Verifica-se que aumento no contetdo de colageno tipo | tanto no célon proximal
gquanto no distal nos animais tratados com infliximabe independente da dose utilizada. Nao houve
diferenca estatistica no conteudo de colageno do tipo | quando se comparou os célons com e
sem transito fecal nos animais tratados com doses de 5mg/kg/sem ou 10mg/kg/sem. Esses

achados sugerem que a dose do medicamento nao influenciou no contetido de colageno tipo I.
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GRAFICO 5 - Variagdo no contetido de colageno do tipo | nos célons com transito intestinal (célon
proximal) e sem transito fecal (célon distal), nos animais submetidos a intervencdo com SF 0,9% e
infliximabe nas doses de 5mg/kg/sem e 10/mg/kg/sem. *= p<0,05. Teste de Kruskal-Wallis.

4.9 Expresséo Tecidual de Colageno Tipo llI

As Figuras 15A, 15B e 15C observa-se a expressao tecidual de colageno do tipo 1l em
segmentos desprovidos de transito intestinal nos animais submetidos a intervencdo com SF

0,8% e infliximabe nas doses de 5mg/kg/sem e 10mg/kg/semana, por 5 semanas.
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FIGURA 15 - A- Expressao tecidual de colageno do tipo Ill em segmento de parede célica sem transito
fecal de animal submetido a intervencdo com SF 0.9% (IH 100x). B- Expresséo tecidual de colageno tipo
Il em segmento de parede célica sem transito fecal de animal submetido a interven¢&o com infliximabe na
dose de 5mg/kg/sem (IH 100x). C- Expresséo tecidual de colageno do tipo lll na parede cdlica sem transito
fecal de animal submetido a intervencdo com infliximabe na dose de 10mg/kg/sem (IH 100x).

4.10 Conteudo tecidual de colageno tipo Ill = Imuno-histoquimica

No Grafico 6, observa-se os valores encontrados para contetdo de colageno tipo Il nos
célons com transito intestinal (célon proximal) e sem transito intestinal (célon distal) nos animais
gue receberam SF 0,9% e infliximabe nas doses de 5mg/kg/sem e 10mg/kg/sem, por 5 semanas).
Os resultados encontrados mostram o0s segmentos com transito intestinal (célon proximal)
apresentavam sempre maior conteudo de colageno do tipo Il quando comparado ao célon sem
transito fecal, independente da substancia de intervencéo utilizada.
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GRAFICO 6 - Contetido de colageno do tipo Ill comparando-se os célons com transito intestinal (célon

N

proximal) e sem transito fecal (célon distal), nos animais submetidos a intervendo com SF 0,9% e
infliximabe nas doses de 5mg/kg/sem e 10/mg/kg/sem. **= p<0,01. Teste de Mann-Whitney.

4.11 Variagdo no conteudo tecidual de colageno do tipo Il = Imuno-histoquimica

No Gréfico 7, observa-se a variagdo no contetdo de colageno do tipo Il nos célons com
transito intestinal (c6lon proximal) e sem transito intestinal, nos animais que receberam SF 0,9%
ou infliximabe nas doses de 5mg/kg/sem ou 10mg/kg/sem. Verifica-se, que o conteudo de
colageno do tipo lll foi sempre maior em ambos os segmentos célicos (com ou sem transito

intestinal) nos animais que receberam infliximabe, independente da dose aplicada.
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GRAFICO 7 — Variagdo no contetido de colageno do tipo Il nos célons com transito intestinal (célon
proximal) e sem transito fecal (célon distal), nos animais submetidos a intervencdo com SF 0,9% e
infliximabe nas doses de 5mg/kg/sem e 10/mg/kg/sem. *= p<0,05. Teste de Kruskal-Wallis.

5. DISCUSSAO

A reconstrugdo do transito intestinal apés a CH é um dos procedimentos mais
desafiadores para o cirurgido colorretal. Inquérito realizado com os 35 maiores expoentes da
cirurgia colorretal em todo o mundo, considerando mais de 6.300 cirurgias colorretais realizadas
por via de acesso minimamente invasiva, estabeleceu escores de dificuldade para os diferentes
procedimentos em cirurgia colorretal (JAMALLI, et al., 2008). Os autores constataram que entre 0s
12 procedimentos mais frequentemente realizados a ressecc¢édo isolada do célon sigmoide com
anastomose primaria obteve o escore mais baixo, enquanto a restauracdo do transito intestinal
apos a CH o mais alto (Gréfico 8). Os cirurgides com maior experiéncia em cirurgia minimamente
invasiva e que possuiam o maior volume de doentes operados, foram unanimes em considerar a
reversao do transito apés a CH, como o procedimento mais dificil de ser realizado (HORESH et
al.,, 2018). Esta dificuldade pode ser explicada por dois fatores principais: a presenca de
aderéncias significativas, tornando o acesso e a exposicdo da cavidade abdominal dificil, além

da necessidade de mobilizar-se a flexura esquerda do célon, para conseguir confeccionar uma
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anastomose livre de tensdo. Esses dois fatores aumentam, significativamente, a complexidade

do procedimento.
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GRAFICO 8 — Grau de dificuldade dos 12 procedimentos colorretais mais frequentemente realizados por
acesso minimamente invasivo (Figura original: JAMALI et al, 2008). Disponivel em:
http://archsurg.jamanetwork.com

Apesar da CH ser realizada na maioria dos casos com intengdo temporaria, uma série de
estudos mostrou que a restauragdo do transito intestinal apés o procedimento deve ser
considerada pelo cirurgido como um procedimento de alto risco, associado a indices de
complicagbes maiores que 58% e de mortalidade de 3,6% (BANERJEE et al., 2005; GARGER;
HYMAN; OSLER, 2014; HALLAN; MOTHE; TIRUMULAJU, 2018).

A maioria dos doentes submetidos a CH queixam-se do impacto que a presenca do
estoma determina na sua qualidade de vida (VERMEULEN et al., 2010). Os doentes apresentam-
se insatisfeitos e desejam a reversédo do procedimento muitas vezes pressionado o cirurgidao a
realiza-la. Contudo, em muitos doentes a dificuldade técnica para a realizacdo do procedimento
€ de tal magnitude, que o transito ndo pode ser restaurado, condenando esses enfermos a
conviverem com a colostomia pelo resto de suas vidas. Ao realizar uma derivacao de transito
intestinal temporaria, como geralmente é o intuito da CH, o cirurgido deve estar consciente que
metade desses individuos vao conviver com esse estoma temporario, pelo resto de suas vidas.
O impacto na qualidade de vida desses doentes torna-se ainda maior, quando desenvolvem as
formas graves da RE. Assim, quando se decide restabelecer o transito fecal de um enfermo

submetido a CH, essa deciséo, obrigatoriamente, deve ser compartiihada com o doente. O


http://archsurg.jamanetwork.com/

57

paciente deve estar suficientemente esclarecido, dos potenciais riscos relacionados ao
procedimento, assim como da incerteza do restabelecimento do transito intestinal (AYDIN et al.,
2005; ROQUE-CASTELLANO et al., 2007). Nao obstante todas essas limitacdes, a CH, ainda em
nossos dias, continua sendo uma das opc¢les cirargicas mais utilizadas pelos cirurgies,
particularmente para o tratamento das emergéncias cirargicas decorrentes do CCR obstruido ou
perfurado, das DII, da diverticulite complicada do cdlon sigmoide e dos traumas pélvicos
complexos comprometem o colon distal e o reto (PISANO et al.; 2018; HALL et al., 2020).
Dentre todas as técnicas de derivacé@o do transito intestinal utilizadas para o tratamento
cirurgico das enfermidades que comprometem o c6lon esquerdo e o reto, a CH é uma das
estratégias mais comumente realizadas (KANG et al., 2020). A CH, na maioria dos doentes, &
realizada com o objetivo que a colostomia terminal confeccionada seja temporaria. Num cenario
ideal a restauracdo do transito intestinal pode ser realizada apdés 60 dias da sua confeccéo.
Todavia, por diferentes motivos, em muitos doentes o restabelecimento do transito intestinal ndo
pode ser realizado, fazendo com que o estoma temporario se torne definitivo. O restabelecimento
do transito intestinal ap6s a CH ocorre em uma porcentagem significativamente baixa de
pacientes. Estudo multicéntrico que incluiu 437 doentes submetidos a CH, mostrou que apenas
em 127 (29%) foi possivel restaurar o transito fecal. E o que é pior, desses doentes 46 (35,9%)
apresentaram complicacbes pOs-operatorias graves apds a reconstrucdo do transito fecal
(HORESH et al., 2017). Uma avaliagdo de 249 pacientes submetidos a CH mostrou que 62
(31,8%) pacientes apresentaram uma complicacdo importante apods a reverséo. Oito (4%) desses
enfermos pacientes desenvolveram uma fistula da anastomose, 13 (6,67%) abscessos intra-
abdominais que exigiram reoperacdo ou drenagem cirurgica percutdnea. A maioria dos doentes
que desenvolveu complicacdes graves apresentavam grande risco cirdrgico no momento da
reversdo, doenca hepatica descompensada, sepses e obesidade (WHITNEY et al., 2020). Estudo
multicéntrico que avaliou 640 doentes submetidos a CH mostrou que apenas em 260 (40,6%) foi
possivel realizar a restauracdo do transito fecal, condenando mais da metade dos doentes a
permanecerem com o estoma temporario (HORESH et al., 2017). Os autores verificaram que 121
(46,5%) dos doentes submetidos ao restabelecimento do transito intestinal evoluiram com alguma
complicacao apds o procedimento. Nos doentes onde néo foi possivel realizar a restauragéo do
transito intestinal a presenca comorbidades (49,7%) e CCR metastatico (21,6%) foram os
principais motivos. Fatores como o género masculino, idade do paciente, numero de
comorbidades e a CH ter sido realizada em virtude do CCR também impactaram na manutencgao

do estoma. Revisao sistematica da literatura mostrou que ao comparar-se a resseccao do célon
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sigmoide com anastomose primaria com a CH, os doentes submetidos a anastomose primaria
apresentaram indices de complicacdo semelhante, mas menor possibilidade de terem que
conviver com um estoma permanente (BEYER-BERJOT et al., 2020). Essa é uma das razdes
para que consensos venham propondo como alternativa a CH a realizacdo de resseccdes
cirdrgicas com anastomoses primarias como alternativa para reduzir o nimero de doentes
convivendo com um estoma (PISANO et al., 2018). Entretanto, nos doentes que se apresentam
em mas condicdes clinicas a admissao, nos idosos e naqueles que apresentam comorbidades
graves a CH ainda é recomendada (HALL et al., 2020)

Dentre as principais complicacbes que podem ocorrer apds a restauracao do transito
intestinal nos doentes previamente submetidos a CH, a deiscéncia da anastomose colorretal € a
mais temida e que apresenta os maiores indices de mortalidade (SAKR, et al., 2017). O
vazamento anastomaético € considerada a complicacdo cirdrgica mais catastrofica pois, o
aumenta os indices de morbidade e mortalidade, na maioria dos casos necessita intervencées
adicionais, aumenta o tempo de hospitalizacdo e, eleva muitos os custos do tratamento (SAKR
et al., 2017). Cabe lembrar que, o desenvolvimento de fistulas nas anastomoses colorretais,
também impactam negativamente os resultados oncologicos e funcionais, aumentando
consideravelmente os indices de estomas permanente (LINDGREN et al., 2011; SAKR, et al.,
2017). Estudo avaliando 72 doentes submetidos a restauracéo do transito intestinal apés a CH
mostrou que o desenvolvimento de fistulas da anastomose colorretal ocorreu em mais de 5% dos
doentes, com taxa de mortalidade de 8,3% (KARTAL et al., 2019). Cabe lembrar que as fistulas
gue surgem nas anastomoses colorretais protegidas por um ileostomia de prote¢éo, o diagnostico
clinico é mais dificil de ser realizado e, geralmente, é feito apos 30 dias da operagédo quando o
doente desenvolve abscessos intracavitarios ou pélvicos (LEAHY et al., 2014). Estudo avaliando
245 pacientes submetidos a anastomose colorretal com deriva¢éo proximal mostrou que um total
de 34(14%) doentes apresentaram fistulas diagnosticadas clinicamente, em média de 43 dias
apoés a operacao. O diagnéstico clinico foi feito em 13 (5%) pacientes antes 30 dias da cirurgia e
em 21(9%) doentes ap6s 30 dias. Os autores chamam a atencéo para o fato de que nos doentes
portadores de DI, as deiscéncias das anastomoses foram mais frequentes (LEAHY et al., 2014).
Quando se considera que a maioria das fistulas das anastomoses colorretais sédo diagnosticadas
clinicamente, e que os exames de imagem apresentam resultados falso-negativos para o
diagnostico da complicacdo em uma porcentagem consideravel de casos, o retardo na indicacédo
de uma nova intervencao, talvez possa explicar os elevados indices de mortalidade (MARRES et
al., 2017).
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Uma série de fatores estéo relacionados ao desenvolvimento de fistulas das anastomoses
colorretais (MEYER et al., 2019). De modo semelhante ao que ocorre com anastomoses
confeccionadas em outros segmentos do célon, idade avancada, obesidade, experiéncia do
cirurgido, erros técnicos, a presenca de isquemia nao identificada antes da realizacdo da
anastomose, confeccdo de anastomoses sob tensdo, arteriosclerose generalizada,
radioquimioterapia neoadjuvante, desnutricdo, hipoproteinemia, imunossupressao, presenca de
inflamacdo nos segmentos célicos a serem anastomosados sdo as condicbes mais
frequentemente descritas (FRANCHINI; ROMAGNOLO, 2021). Portadores de todas as condigdes
clinicas que ocasionam processo inflamatorio no reto como, a proctite actinica, Dll, e a RE s&o
condicdes que dificultam a cicatrizacdo das anastomoses colorretais. Cabe lembrar, que quando
se realiza a restauragao do transito intestinal, em um doente anteriormente submetido a CH, o
cirurgido realiza a anastomose de um segmento de coélon com transito preservado, com um
segmento de reto desfuncionalizado por diferentes periodos. O processo inflamatério que se
instala nos segmentos retais exclusos de transito € diagnosticado na quase totalidade dos
doentes apos 36 meses da derivacao fecal com intensidade variada (WHELLAN et al, 1994;
AYDIN et al., 2005; BAEK et al., 2014). Em alguns doentes o processo inflamatorio pode ser tao
intenso que o diagndstico diferencial com as DIl é dificil de ser realizado (LIM et al. 1999). Estudos
clinicos e experimentais mostraram que ocorrem transformagdes importantes na parede do célon
excluso, com intenso infiltrado inflamatoério, formagdo de abscessos nas criptas, ulceracdes
epiteliais, congestdo vascular com edema importante e atrofia das camadas mucosa e
submucosa da parede retal (KORELITZ et al., 1985; KISSMEYER-NIELSEN; CHRISTENSEN;
LAURBERG, 1994; SOUZA et al, 2008). Estudos experimentais também mostraram que o
infiltrado inflamatorio que se instala no local aumenta a producdo de citocinas, RLO, TNF-a e
enzimas proteoliticas com as metaloproteinases, capazes de degradar a producdo de coldgeno
ja deficiente pela falta de substrato energético (AGCC) para sua sintese local (MARTINEZ et al.,
2010; BUANAIM et al., 2019; DELBEN et al., 2021; ALVES JUNIOR et al., 2021). Demonstrou-se
experimentalmente que nos segmentos sem transito fecal ocorre acentuada reducgéo da producdo
e da qualidade do colageno tecidual e aumento na producdo de metaloproteinases (ALVES
JUNIOR et al., 2021). Quando se consideram esses achados € licito supor que talvez, o menor
contetdo de colageno no reto excluso, decorrente da acdo dessas colagenases possa estar
relacionado a maior possibilidade do desenvolvimento de fistulas.

A preocupagédo com relacao aos efeitos da derivagao do transito intestinal no contetdo de

colageno nos segmentos colicos com e sem transito fecal é antiga. Uma série de estudos
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experimentais avaliou os efeitos da derivacéo fecal no metabolismo do colageno em anastomoses
realizadas a jusante da mesma (BLOMQUIST et al., 1984; BLOMQUIST; JIBORN;
ZEDERFELDT, 1985; UDEN et al., 1988; TORNQVIST, et al., 1990). Blomquist et al. (1984)
mediram o conteddo de colageno em anastomoses confeccionadas no célon esquerdo em
animais submetidos ou ndo a excluséo do transito, por meio de uma colostomia proximal terminal
realizada na flexura célica direita e sepultamento do coélon distal (BLOMQUIST; JIBORN;
ZEDERFELDT, 1985). Os autores tiveram o cuidado de limpar o célon excluso para remover
eventuais detritos fecais ainda presentes. Verificaram que nos animais submetidos a derivacdo
fecal, o contetdo de coldgeno diminuiu no reto apés 11 dias da derivagcdo e nos segmentos
cllicos a jusante da colostomia apGs 28 dias da derivacdo. Constataram ainda, que houve
significativa reducao da sintese de proteinas (hidroxiprolina) e coldgeno nos segmentos sem
transito fecal dos animais derivados, quando comparados aqueles que permaneciam com transito
preservado. Nos animais derivados a sintese de proteinas e colageno nos segmentos célicos a
montante da colostomia era semelhante ao dos animais ndo derivados. Os autores concluiram
que o a derivacdo do transito intestinal € acompanhada por depressdo da sintese de colageno
na parede do colon excluido. Em outras palavras a menor sintese de coldgeno nos segmentos
sem transito fecal talvez possa estar relacionada a caréncia do suprimento regular de AGCC.

Posteriormente, utilizando o mesmo modelo experimental, 0 mesmo grupo mostrou que
nos animais submetidos a colostomia proximal desfuncionalizante, a sintese e o acimulo de
colageno na linha da anastomose diminuiram significativamente, assim como a resisténcia ténsil
da anastomose (UDEN et al., 1988). Mostraram que o fechamento precoce da colostomia
resultava em um aumento rapido do contetido de colageno na anastomose colorretal, quando
comparado ao fechamento tardio, onde o conteido de colageno sé se elevava 14 dias apds a
restauracéo do transito intestinal (UDEN et al., 1988). Esses achados, ao nosso ver, reforcam a
importancia dos AGCC para a sintese do colageno, sugerindo que quanto mais rapido o
suprimento de AGCC é restabelecido mais rapido sera a producao de colageno local. Em outras
palavras, a normalizacdo da oferta de AGCC é um dos principais fatores responsaveis pela
producdo de colageno no reto excluso de transito (OLIVEIRA-NETO; AGUILAR-NASCIMENTO,
2004; BLOEMEN et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010: LAMEIRO et al., 2011; PACHECO et al.,
2012; BOSMANS et al.,2017).

Greca et al., (2000), avaliaram a acao dos AGCC na cicatrizagdo do colon. Utilizaram-se
16 ratos divididos em 2 grupos experimentais. No grupo controle os animais foram submetidos a

CH e infusédo pés-operatoria diaria de solucdo salina isotbnica via retal por 7 dias. No grupo
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experimento realizaram 0 mesmo procedimento cirdrgico, mas aplicaram clisteres diarios
contendo solucao isomolar de AGCC. Avaliaram a expressao tecidual dos colagenos dos subtipos
| e Il pela técnica do Picrosirius red e mensuraram seu contetudo tecidual por morfometria
computadorizada (GRECA et al., 2000). Constataram que nos animais tratados com AGCC houve
aumento e predominio do colageno do subtipo |, guando comparado aos animais que receberam
apenas SF 0,9%. Os mesmos achados foram encontrados quando mensuraram o conteudo de
colageno total, obtido pela soma dos colagenos dos subtipos | e lll. Concluiram que nos animais
que receberam clisteres contendo AGCC havia maior concentragdo de colageno maduro e total
no célon excluso, quando comparados aos do grupo controle (GRECA et al., 2000). Outros
autores confirmaram a eficacia da aplicacéo de clisteres com AGCC, particularmente o butirato,
como estratégia clinica para reduzir fistulas anastométicas realizadas nos segmentos colorretais.
(BOSMANS et al., 2017). A aplicagdo intrarretal de clisteres com AGCC, além de aumentar a
producao de colageno diminuiu a producédo da principal enzima relacionada a sua degradagéo -
metaloproteina do tipo 9 (MMP-9).

Os resultados encontrados parecem referendar a importancia do fornecimento regular de
AGCC para a sintese de colageno nas camadas mucosa e submucosa da parede colica.
Verificamos que o conteudo de colageno total e do subtipo Il foram sempre menores nos
segmentos desprovidos de transito fecal quando comparados aos segmentos com transito
preservado, independente da substancia de intervencgdo utilizada (SF 0,9% ou infliximabe).
Apenas o contetudo de colageno do tipo I, ndo se modificou quando se comparou os célons com
e sem transito fecal nos animais que receberam SF 0,9%. De modo diferente, o contetdo de
colageno do tipo |, embora tenha aumentado no colon desprovido de transito dos animais tratados
com infliximabe foi sempre maior nos segmentos com transito preservado. E possivel que esses
resultados estejam relacionados a maior degradacgéo de colageno do tipo | nos segmentos sem
transito fecal decorrente da maior producéo de colagenases como demonstrado por outro estudo
(ALVES JUNIOR et al., 2021). Os autores, utilizando o mesmo modelo experimental do presente
estudo mostraram que o conteado de MMP-9 foi maior no célon distal dos animais tratados com
SF 0,9%, enquanto o contetido de colageno total, menor (ALVES JUNIOR et al., 2021).

A maioria dos estudos avaliou o conteudo de colageno tecidual por ensaios bioquimicos
(BLOMQUIST et al., 1984; BLOMQUIST; JIBORN; ZEDERFELDT, 1985). Nesses estudos a
metodologia para pesquisa do colageno por ensaios bioquimicos permite avaliar apenas o
conteudo de colageno total, ndo possibilitando a analise dos diferentes subtipos de colageno
(BLOMQUIST et al., 1984; BLOMQUIST; JIBORN; ZEDERFELDT, 1985). De modo diferente,
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guando se avalia o conteido de colageno por métodos histoquimicos € possivel diferenciar
gualitativamente se o colageno presente é maduro ou imaturo, aspecto importante relacionado a
gualidade do processo de cicatrizacdo das anastomoses colorretais. De modo semelhante, mas
com especificidade maior, quando se identifica a expressao tecidual do colageno por técnica
imuno-histoquimica, como a adotada no presente estudo, é possivel identificar com precisédo, o
subtipo de colageno presente (I, Il, 1, 1V). A identificacdo do coldgeno por imuno-histoquimica
também possibilita identificar com precisdo, o local onde o subtipo de colageno se expressa na
parede cdlica. Outra vantagem € que com o emprego dessa metodologia e com o auxilio de
programas de andlise de imagem computadorizada, ainda é possivel guantificar o conteudo
tecidual dos diferentes subtipos de colageno. Foi por essa razdo, que optamos por avaliar no
presente estudo, o conteudo de colageno total e de seus subtipos | e Ill, utilizando ensaios
histoquimicos e imuno-histoquimicos para identificar o local de expressao local do colageno na
parede colica e a morfometria computadorizada para quantificar seu conteudo.

A analise dos subtipos de colageno por estudo histoquimico ja tinha sido utilizada
anteriormente (BIONDO-SIMOES et al., 2000; GRECA et al., 2000). Biondo-Simdes et al., (2000)
avaliaram, em ratos, por ensaio histoquimico, o contetdo de coldgeno maduro e imaturo nas
camadas mucosa e submucosa uma, duas, guatro e oito semanas apds 0s animais terem sido
submetidos a CH. Como controle utilizaram fragmento de célon colhido durante a confecgéo da
derivacao intestinal. Utilizaram a técnica histoquimica do Picrosirius red, que sob luz polarizada
permite identificar o subtipo de colageno presente no tecido. Quando ocorre expressdo de
colageno do tipo I, sob luz polarizada, as fibras se coram em tons que variam de amarelo a
vermelho. De modo distinto, as fibras de colageno do tipo Ill coram-se em verde. Para a medida
do contetdo tecidual dos subtipos de colageno utilizaram sistema de leitura de imagem
computadorizado. Verificaram que nos cortes histolégicos removidos no momento da derivagéo
intestinal (controle) predominou o colageno do tipo |, enquanto apés uma, duas, quatro e oito
semanas de derivacdo houve predominio do colageno do tipo Ill. Referem que foi constante a
diminuicéo do colageno total, a perda do colageno | e o aumento do colageno Ill (imaturo) com a
progressao do tempo de derivacéo fecal. Os autores concluiram que nos segmentos exclusos de
transito fecal ocorre diminuicao do colageno | e aumento do colageno lil.

Esses mesmos resultados foram encontrados neste estudo quando mensuramos 0O
contetdo de colageno total e colagenos dos subtipos | e Ill, comparando segmentos com e sem
transito intestinal dos animais tratados com SF 0,9%. Os segmentos com transito preservado,

sempre apresentaram maior conteudo quando comparado aos segmentos desprovidos de
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transito. Esses achados sugerem que a manutencdo do suprimento regular de AGCC possibilita
a producdo normal de colageno, e que de modo distinto, a falta no suprimento de AGCC nos
animais tratados apenas com SF 0,9%, foi responsavel, em parte, pela reducao no contetdo de
colageno total e de ambos os subtipos. Cabe lembrar que nesses animais, o processo inflamatério
que se instalou nos segmentos exclusos de transito fecal foi significativamente maior. E possivel
gue o conteudo de colageno total e de seus subtipos | e Il também tenha diminuido nesses
segmentos exclusos em virtude do maior processo inflamatério local. Ja se demonstrou que o
maior processo inflamatorio no colon excluso, aumenta a producdo de MMP-9, enzima
relacionada a maior degradacdo do colageno (ALVES JUNIOR et al., 2021). Assim seriam dois
mecanismos diferentes na reducao do contetdo de coldgeno nos segmentos sem transito fecal:
a menor producdo e a maior degradacao local. Essa possibilidade € corroborada quando se
demonstrou experimentalmente em modelo de RE semelhante ao utilizado neste estudo, que a
administracdo de infliximabe, independente da dose utilizada, diminui o escore inflamatério
tecidual, o infiltrado neutrofilico, os niveis teciduais de TNFa e a producdo de metaloproteina-9
no colon excluso de transito fecal (BUAINAIM et al., 2019; ALVES JUNIOR et al., 2021; DELBEN
et al., 2021). Assim, o infliximabe poderia diminuir a degradacao de colageno no célo excluso por
reduzir a inflamacéo local. No presente estudo, também encontramos aumento significativo do
conteudo tecidual de colageno total e dos subtipos | e Ill, nos animais tratados com infliximabe
guando comparados aos que receberam apenas SF 0.9%. Assim, é possivel que o aumento do
colageno no coélon desprovido de transito fecal nos animais tratados com infliximabe esteja
relacionado a sua potente acao anti-inflamatoria. A melhora do processo inflamatorio nos animais
tratados com infliximabe possivelmente diminuiu a producdo de metaloproteinas e,
consequentemente, a degradacéo do colageno.

As deiscéncias das anastomoses colorretais, provavelmente sdo multifatoriais. Todavia,
os achados desses estudos experimentais mostraram que um dos fatores mais importantes para
que as deiscéncias ocorram é a reducdo do conteudo de colageno tecidual (STUMPF et al.,
2002). Alteracdes na quantidade e na qualidade do colageno sdo importantes na manutencao
das propriedades biomecanicas das anastomoses (RABAU et al., 1995; STUMPF et al., 2002).
Ja se mostrou que a diminui¢do da concentracao de colageno no célon inflamado sugere que sua
degradacéo excede sua sintese (TORNQVIST et al, 1990). Essa degradac&o do colageno ¢ feita
por gelatinases e colagenases principalmente representadas pela metaloproteinas dos tipos 1, 2,
8, 9, 13 (SYK et al., 2003). Contudo, o uso do infliximabe como estratégia para diminuir a

degradacdo e aumentar a sintese de colageno no colon excluso, ainda ndo foi avaliada
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experimentalmente bem como no homem. Apenas trés estudos experimentais avaliaram o efeito
do infliximabe em modelos experimentais de RE (BUAINAIM et al., 2019; ALVES JUNIOR, 2021;
DELBEN et al.,, 2021). O primeiro mostrou que a aplicacdo de infliximabe nas doses de 5
mg/kg/sem e 10mg/kg/sem melhorou do ponto de vista histolégico o processo inflamatério no
célon excluso, reduzindo ainda o grau de infiltracdo neutrofilica (BUAINAIM et al., 2019). No
segundo confirmou-se esses achados mostrando ainda que a aplicacéao do infliximabe reduziu a
atividade do TNF-a no célon excluso de transito fecal (DELBEN et al., 2021). Mais recentemente,
demonstrou-se que a aplicacdo subcuténea de infliximabe, independente da dose utilizada,
reduziu ndo apenas o processo inflamatorio no reto excluso, mas, também a producéo de MMP-
9, uma importante enzima relacionada a degradac&o do colageno tecidual (ALVES-JUNIOR et
al., 2021). Nesse ultimo estudo os autores mostraram que nos animais tratados com o infliximabe
ocorre aumento na producdo de colageno total. Entretanto, os autores nao avaliaram se esse
aumento se dava a custas de um subtipo de colageno especifico de colageno. Essa foi a proposta
do presente estudo.

Os resultados encontrados no presente estudo confirmam os beneficios do uso do
infliximabe no tratamento da RE. Mostrou ainda que o infliximabe aumenta o conteddo de
colageno no célon excluso. Verificou-se que nos segmentos desprovidos de transito fecal ocorre
reducdo importante do conteudo de colageno total, tipo | e tipo 11, em comparacédo aos segmentos
com transito preservado. Contudo, a intervencdo com infliximabe, independente da dose
empregada, aumentou o contetdo dos subtipos de colageno | e lll, assim como o contetdo de
colageno total no célon excluso. Todavia, 0 aumento do conteudo dos subtipos de colageno no
célon excluso nos animais tratados com o infliximabe foi sempre menor quando comparado ao
contetdo nos segmentos com transito preservado. A explicagdo para esses achados pode ser
dada quando se considera a importancia do suprimento dos AGCC para a sintese de colageno.
Os segmentos com transito preservado mantém seu substrato energético para producdo de
colageno, além de ndo desenvolverem a RE. De modo contrario, 0s segmentos sem transito,
onde nao existe o fornecimento de AGCC, apresentam reducao da sintese de colageno. A menor
sintese associada a maior degradacao decorrente do processo inflamatdério local no célon excluso
talvez seja a explicacdo para o menor conteido no colon excluso. E possivel que a intervengéo
com infliximabe, reduzindo o processo inflamatério nesses segmentos, reduza a destruicao local,
aumentando o contetdo de colageno no célon excluso quando comparado aos animais que

receberam apenas SF 0,9%.
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Os achados deste estudo reforcam a importancia da manutencdo do suprimento regular
de AGCC a mucosa cdlica para a adequada producdo de colageno. O maior contetdo de
coldgeno, favorece o processo de cicatrizacdo, diminuindo eventuais deiscéncias das
anastomoses em individuos submetidos a CH. E possivel que o uso do infliximabe antes da
reconstrucdo do transito intestinal, reduzindo a degradacéo de coldgeno no célon excluso, possa
melhorar os preocupantes indices de fistulas anastomoéticas que ocorrem apds a tentativa de
restauracao do transito intestinal em doentes submetidos a CH. No momento, no mesmo modelo
experimental utilizado neste estudo, estamos avaliando a eficacia da associagdo do infliximabe,
aplicado por via sistémica, com a aplicacio de clisteres contendo solugdes ricas em AGCC. E
possivel que 0 uso dessa estratégia combinada possa além de diminuir a degradacdo do
colageno, restaurar a sua sintese nos segmentos exclusos de transito fecal. Em ultima andlise,
reduzir é possivel que essa estratégia combinada possa reduzir os indices de fistulas
anastomoéticas apos a reconstrucao do transito nos doentes submetidos a CH.

Contudo, o presente estudo apresenta limitacées relacionadas a metodologia utilizada. E
importante lembrar que este estudo € experimental. Portanto, toda cautela deve ser empregada

ao extrapolar-se os resultados encontrados para o ser humano.

6. CONCLUSAO

Considerando a metodologia empregada e os resultados obtidos neste estudo é possivel

concluir que:

e O contetdo de colageno total € menor nos segmentos colicos desprovidos de
transito intestinal quando comparado aos cOlons com transito preservado,

independente da solucéo de intervencéo utilizada;

e O contetdo de colagenos do tipo | e lll, nos animais que receberam infliximabe,
foi sempre maior no célon com transito intestinal preservado quando comparado

ao mensurado no célon desprovido de transito fecal,

e A administracdo de infliximabe, independente da dose utilizada, aumenta o
conteudo de colageno total no célon desprovido de transito fecal, quando

comparado aos animais submetidos a intervencdo com SF 0,9%;

e A aplicacdo de infliximabe, independente da concentracdo utilizada, aumenta o
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conteudo de colageno do tipo | nos segmentos com e sem transito fecal, quando

comparados aos animais submetidos a intervenc¢do com SF 0,9%;

A intervencdo com infliximabe, independente da concentracdo utilizada, aumenta
0 contetdo de colageno do tipo lll, nos segmentos cdélicos com e sem transito

intestinal, quando comparado aos animais que receberam SF 0,9%.
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8. ANEXOS

8.1 Parecer do Comité de Etica na Utilizacdo de Animais em Pesquisa
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9. APENDICE

ANALISE ESTATISTICA

COLAGENO TIPO |

Grupos (coldgeno )  p (Kruskal-Wallis) Comparacdes (método de Dunn)

GOP x G1P 0,0015 <0.05

GOP x G2P 0,0005 < 0.05

G1P x G2P 0,2831

GOD x G1D 0,0102 <0.05

GOD x G2D 0,0051 <0.05

G1D x G2D 0,4306

Grupos (colageno |) p (unilateral) (Mann- p (bilateral) (Mann-Whitney)
Whitney)

GOP x GOD 0,3155 0,631

G1P x G1D 0,0005 0,0011

G2P x G2D < 0.0001 < 0.0001

COLAGENO TIPO IlI

Grupos (colageno lll) p (Kruskal-Wallis) Comparacfes (método de Dunn)
GOP x G1P 0,0007 <0.05

GOP x G2P 0,0005 <0.05

G1P x G2P 0,6256

GOD x G1D 0,0011 <0.05

GOD x G2D 0,0102 <0.05

G1D x G2D 0,2211

Grupos (colageno Ill)  p (unilateral) (Mann-Whitney) p (bilateral) (Mann-Whitney)

GOP x GOD 0,0273 0,0547

G1P x G1D 0,0049 0,0097

G2P x G2D 0,0013 0,0026
LEGENDA

GOP — grupo controle célon proximal



GOD - grupo controle célon distal

G1P — grupo dose 5mg/kg/sem célon proximal
G1D - grupo dose 5mg/kg/sem célon distal
G2P — grupo dose 10mg/kg/sem célon proximal

G2D — grupo dose 10mg/kg/sem célon distal
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