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RESUMO GERAL DA DISSERTACAO

RESUMO — O meloxicam é um antiinflamatério com acao preferencial sobre
cicloxigenase 2 e seu efeito sobre a cicatrizacéo intestinal € pouco evidenciado. O
objetivo do estudo foi avaliar o processo de cicatrizacdo apds o uso do meloxicam
no pés-operatério imediato nas anastomoses intestinais do ileo de ratos Wistar,
através da avaliacdo histolégica do colageno tipo | e Ill, e imunohistoquimica da
expressao do receptor para o Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGFr) e
da metaloproteinase 9 (MMP-9). Foram utilizados quarenta e dois animais divididos
em dois grupos, ou seja, controle e meloxicam, sendo que sete animais por grupo
foram eutanasiados nos dias 5, 10 e 21 pés-operatério de uma anastomose do ileo.
Foi realizada avaliagdo histolégica das fibras de colageno tipo | e Ill com uso do
Sirius-red F3BA e avaliacdo imunohistoquimica da expressdao do receptor para o
Fator de Crescimento Vascular Endotelial e da metaloproteinase 9. Nao houve
diferenga significativa (p>0,05) na avaliacdo histoldgica da quantificacdo da fibras
nas amostras dos dois grupos estudados. Na avaliagdo imunohistoquimica das
amostras comparando 0s grupos que utilizaram meloxicam com 0s grupos que nao
utilizaram a droga, através da expressao dos receptores nas células endoteliais para
o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGFr) e da metaloproteinase 9 (MMP
9), foi possivel observar que o uso da droga nao altera o processo de reparo, por
nao haver diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos. Assim sendo, foi possivel
concluir que a utilizacdo do antiinflamatério meloxicam para a modulagédo da
inflamacédo e consequentemente o controle da dor nos pacientes ap6s submisséo a
cirurgia intestinal, pode oferecer uma condicdo terapéutica que nao interfere no

processo de cicatrizagdo das anastomoses do intestino delgado de ratos Wistar.

Palavras-chave : Cicatrizacao, intestino, antiinflamatoérios, angiogénese.



ABSTRACT — The meloxicam is a preferencial cicloxigenase 2 antiinflamatory and its
effects in intestinal healing is unclear. The purpose of this research is evaluate the
healing process with meloxicam administration during immediate postoperative
period of ileum anastomosis in Wistar rats through histological evaluation of type-I
and type-ll collagen and imunohistochemical evaluation of the receptor to vascular
endothelial growth factor and matrix metalloproteinase-9. Forty two animals were
randomized in two groups, meloxicam and control, being seven animals per group
euthanized in 5, 10 and 21 days after the surgery. We performed an histochemical
evaluation of fibres type-l and type-lll collagen with sirius-red F3BA and
imunohistochemical evaluation of the receptor to vascular endothelial growth factor
and matrix metalloproteinase-9. There were no significative diference (p>0,05) with
histological evaluation of fibres in samples of both groups. The imunohistochemical
evaluation comparing samples that used and do not used meloxicam, with
expression of receptors to vascular endothelial growth factor (VEGFr) and
metalloproteinase-9 (MMP 9), demonstrated that the drug did not alter healing
process, because there were no significative diference (p>0,05) among groups. The
use of meloxicam to modulate inflammation and consequently pain control of patients
after intestinal surgery, can offer a therapeutic condition that do not meddle with

healing process of intestinal anastomosis of Wistar rats.

Key words : Healing. Intestine. Antiinflammatory, Angiogenesis
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RESUMO - O processo de reparo de tecidos é complexo e dependente da
harmonizacdo dos eventos celulares e bioquimicos. O intestino delgado é um
ambiente que sofre interferéncias diversas, como a exercida pela microbiota e pelas
enzimas digestivas. O sucesso da reparacado tecidual depende de inumeros fatores
adversos a técnica operatéria, principalmente pela terapia analgésica e
antiinflamatéria instituida pelo cirurgidao no pés-operatério imediato. O conhecimento
dessas participacdes biolégicas e bioquimicas é fundamental para que o profissional
conduza as possiveis complicacbes oriundas da sua prescricdo. Este capitulo



12

apresenta o processo de cicatrizacao e os fatores que podem influencia-lo, trazendo
uma revisdo ampla sobre os fatores avaliados nesta pesquisa como o colageno, o
receptor para o fator de crescimento vascular endotelial e os receptores para a
metaloproteinase 9.

Palavras-chave: Cicatrizagao. Intestino. Antiinflamatdérios.

ABSTRACT - The process of tissue repair is complex and dependent of cellular and
biochemists events. The small bowel is an environment that suffers diverse
interferences, as microbiota and digestive enzymes. The success of tissue repairing
depends on innumerable adverse factors to surgery technique, mainly for the
analgesic and antiinflammatory therapy instituted by the postoperative surgeon in the
immediate one. The knowledge of these biological participation and biochemists are
basic so that the professional leads the possible deriving complications of its lapsing.
This chapter presents the wound healing and the factors that can influence i,
bringing an ample revision of the factors evaluated in this research, as the collagen

and the vascular endothelial growth factor.

Key words: Healing. Intestine. Antiinflammatory.

1 INTRODUCAO

A evolucdo da cicatrizacdo das anastomoses intestinais pode ser
adversamente influenciada por varios fatores locais ou sistémicos, documentados
em estudos clinicos e experimentais. Dentre eles, podemos citar a técnica cirurgica e
o fio de sutura utilizado, a desnutricdo, a anemia, o diabetes, a irradiacdo, a
utilizacdo de drenos, e a infeccdo, sendo esta, uma das causas mais freqlentes de
deiscéncia das feridas cirargicas (HENDRIKS & MASTBOOM, 1990). Os efeitos das
drogas antiinflamatérias nao hormonais (AINE) sobre a cicatrizagédo intestinal ainda
sdo pouco conhecidos e controversos. Alguns autores relatam que os AINE
favorecem a cicatrizagdo intestinal, enquanto outros demostram efeitos deletérios

sobre a cicatrizacdo intestinal, por aumentarem a taxa de deiscéncia das
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anastomoses e, consequentemente, favorecerem uma maior taxa de mortalidade.
No periodo pés-operatério, os AINE sdo utilizados como analgésicos e
antiinflamatérios, administrados de forma preventiva antes da incisdo cirargica, ou
terapéutica apdés o término do efeito anestésico, com o objetivo de bloquear a
liberacdo de substancias que modificam o limiar de excitabilidade dos nociceptores
periféricos. Como agentes isolados, sao Uteis nas dores de intensidade leve e
moderada e, associados aos opidides, nas dores intensas ou no pds-operatorio por
periodos curtos, 1 a 4 dias, sendo no inicio administrados preferencialmente por via
parenteral, oral ou retal. Os primeiros relatos sobre os efeitos dos AINE sobre a
cicatrizacao intestinal foram feitos por Ballantyme (1984), tidos como promotores da
cicatrizacdo intestinal. Outros estudos, no entanto, revelam que os AINE séo
prejudiciais a evolugao da cicatrizacao intestinal (MINOSSI et al. 1998).

Embora os AINE sejam estruturalmente diferentes, apresentam mecanismo
de acao semelhante que é atribuido, principalmente, ao bloqueio da biossintese das
prostaglandinas, através da inibicdo da enzima cicloxigenase e/ou da lipoxigenase.
As prostaglandinas, particularmente as dos grupos E1 e E2, exercem um efeito
citoprotetor sobre todo trato digestivo, através do aumento do fluxo sangtiineo na
mucosa, desempenhando papel importante na proliferacdo celular e na
neovascularizacao tecidual. Os AINE, por sua vez, também determinam alteracdes
importantes na fosforilagdo oxidativa mitocondrial, podendo resultar na perda da
juncdo intercelular dos enterécitos, favorecendo a translocacdo bacteriana
(PAULUS, 1991; JAFFE et al. 1971).

Desta forma, os AINE, poderiam levar a um retardo na cicatrizagao intestinal
através de dois mecanismos, o primeiro, inibindo a formacéo de prostaglandinas, e,
consequentemente, retardando a regeneracdo celular e a revascularizagdo da
cicatriz. O segundo, por um processo direto da injuria celular, ao nivel mitocondrial
dos enterécitos, que favorece o aumento do processo inflamatério através da
proliferacao e da translocacao bacteriana. Apesar desses conhecimentos, os efeitos
dos AINE sobre a cicatrizacdo intestinal, ainda sao passiveis de discussao
(MINOSSI et al., 1998).
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2 BIOLOGIA DO PROCESSO DE REPARO

2.1 CICATRIZACAO

A cicatrizagdo € uma resposta fibroproliferativa com interacdo de diferentes
tipos de células e mediadores quimicos na tentativa de reparo do defeito lesional.

Em 1910, Carrel descreveu 0s mecanismos cicatriciais em seqléncia
ordenada de eventos, que foram divididos por Orgill e Demilng (1988) em cinco
elementos principais: inflamacdo, proliferacdo celular, formacdo do tecido de
granulagéo, contracdo e remodelamento da ferida. Recentemente, Clark (2005)
representou esse processo em trés fases: coagulacao, proliferacao e remodelacao.

A leséao tecidual coloca elementos sanguineos em contato com o colageno e
outras substancias da matriz extracelular, provocando degranulagéo de plaquetas e
ativacao das cascatas de coagulacao e do complemento. Com isso, ha liberacdo de
varios mediadores vasoativos e quimiotaticos que conduzem o processo cicatricial
mediante aumento de células inflamatérias na regidao da ferida (BENNETT &
SCHULTZ, 1993).

Os neutréfilos ocupam precocemente a regido lesada fagocitando debris e
sao, progressivamente, substituidos por macréfagos durante a evolugao favoravel da
cicatrizacdo. Dessa forma, o padrao celular representa marcador evolutivo do reparo
tecidual (GRECA; et al. 2004; COSTA,; et al, 2003).

Os processos de angiogénese, multiplicagéo fibroblastica e epitelizacdo séo
0s principais eventos de proliferagdo celular envolvidos no desenvolvimento do
tecido de granulacdo. A neovascularizacao permite a sustentacao nutricional da area
de reparo. Os fibroblastos multiplicam-se e produzem o colageno, importante
componente estrutural do tecido cicatricial. A epitelizacao reveste a ferida evitando
contaminacdo e a perda de umidade e proteinas da regido cicatricial
(MANDELBAUM; et al. 2003).

A contracdo gera forgas que aproximam as bordas da ferida através da agéao
do miofibroblasto, que invade a area cicatricial no final da primeira semana apés a
lesdo tecidual (WINKLE, 1969). Na fase seguinte, algumas modificacdes ocorrem no
tecido de granulacédo durante o remodelamento da ferida: regressao da rede capilar,
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remocao do excesso de colageno com organizagdao espacial de suas fibras e
diminuicbes da demanda metabdlica, do edema e da quantidade de proteoglicanos
da area de cicatrizacao (ORGILL & DEMLING, 1988).

Em condi¢gbes normais, esses eventos constituem os mecanismos habituais
do processo de cicatrizacao desencadeados pela ferida, que conduzirao a restituicao
da integridade tecidual. Eles sdo normalmente representados de forma didatica
sobre a superficie cutanea, porém, apesar de serem constantes em qualquer ferida,
apresentam particularidades quando envolvem o trato gastrointestinal (THORNTON;
BARBUL, 1997). A cicatrizacdo do coélon e de outros 6érgaos intra-abdominais
apresenta, ainda, maior complexidade que o reparo da superficie cutanea, em
funcdo do maior numero de camadas estruturais e pela presenca do periténio, que

reage ativamente com peritonite e formacao de aderéncias ao ser estimulado.

2.2 CICATRIZACAO DAS ANASTOMOSES INTESTINAIS

As fases de inflamacdo e formacéo do tecido de granulagdo correspondem
aos momentos mais criticos para o sucesso cicatricial das anastomoses de ileo.
Nestas fases, ocorrem grande parte dos déficits cicatriciais que levam a deiscéncia
anastomatica. A resposta inflamatéria nas anastomoses é rapida. Os mediadores
quimiotaticos atraem neutréfilos, que se acumulam na &rea anastomética trés horas
apos a sua realizacdo, e aumentam a proporcao de monécitos a partir de 12 horas
pos-operatorias (HESP; et al. 1985). Os agentes vasoativos contribuem no edema
anastomotico que persiste os primeiros sete dias pds-operatérios (GETZEN &
HOLLOWAY, 1966).

Varios tipos celulares aumentam sua concentragdo na area anastomética
durante a proliferacdo celular. Evidencia-se neovascularizacdo entre o segundo e
terceiro dia p6s-operatério (WISE; et al. 1975). Os fibroblastos atingem a regido da
ferida nas primeiras 12 horas apds a anastomose multiplicando-se no local (HESP;
et al. 1985).

Os eventos cicatriciais sobre a anastomose afetam toda a estrutura laminar
do ileo. Cada camada da parede do ileo exibe caracteristicas proprias e sofre
alteracoes em diferentes intensidades. A aproximacao das bordas da anastomose
afeta a velocidade do reparo epitelial. Essa camada pode se reconstituir em trés dias
quando ha étima coaptacdo (THORNTON & BARBUL, 1997).
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Mori e colaboradores (1992) demonstraram que a reconstituicdo da camada
muscular depende da diferenciacdo de células musculares lisas a partir de células
mesenquimais indiferenciadas, as quais invadem a regido entre o terceiro e quinto
dia apés o ferimento. As primeiras, aliadas aos fibroblastos locais, sdo as
responsaveis pela producdo da totalidade do colageno cicatricial intestinal
(GRAHAM; et al. 1987).

A importancia do peritbnio visceral no processo de cicatrizacdo foi
evidenciada no estudo de Goligher e colaboradores (1970). Os autores provaram
que estruturas extra-peritoneais, desprovidas de serosa, estavam mais sujeitas a
fistulas.

A observacdo direta dos eventos cicatriciais que envolvem o reparo de
anastomoses de ileo exige que os dados sejam obtidos através de estudos
experimentais. Dessa forma, a maior parte das evidéncias relacionadas a
cicatrizacdo desse segmento, avalia a integridade anastomoética a partir das

alteracées mecanicas e histolégicas no intestino de animais.

2.3 Antiinflamat6rios nao-esteroidais

O controle e tratamento da dor perioperatéria é de vital importancia para
prevenir o desconforto e sofrimento desnecessario do paciente, principalmente no
periodo pds-cirdrgico. Além da questdo ética e humanitaria envolvendo o bem estar
do paciente, a reducao da ocorréncia de complicacdes pos-operatorias, bem como a
diminuicdo do tempo de hospitalizacdo e dos riscos de injurias, sdo alguns dos
beneficios agregados a terapia anti-algica. No entanto, quando o manejo da dor nao
¢é feito da forma adequada, ela deixa de ser um mecanismo natural de defesa do
organismo e passa a desencadear uma série de disturbios sistémicos importantes e
nocivos, como a ativacdo do eixo neuroendécrino, favorecendo a ocorréncia de
varias alteracoes que retardam a recuperacdo do paciente (SLINGSBY;
WATERMAN-PEARSON, 2008; FANTONI & MASTOCINQUE, 2004). Na tentativa
de prevenir a instalacdo da dor, muitas sdo as estratégias que podem ser
empregadas. Entre elas consta a analgesia preemptiva, que consiste na aplicacao
de técnicas multimodais de analgesia nos diferentes momentos cirirgicos, pré, trans
e pos-operatério (FANTONI & MASTROCINQUE, 2004).
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O emprego de antiinflamatérios nao esteroidais (AINES) tém sido
extremamente efetivo no que diz respeito a analgesia preemptiva. O prolongado
tempo de duracdo do efeito, as propriedades antiinflamatoérias, auséncia de
alteracées comportamentais, efeitos respiratérios e cardiovasculares minimos e a
disponibilidade de formulacdo oral sdo algumas das vantagens agregadas ao uso
desse grupo de farmacos. Além disso, diferentemente dos opidides, os
antiinflamatérios ndo esteroidais ndao sao drogas controladas, tornando-os uma
escolha atrativa para a pratica clinica de pequenos animais (KERR, 2007).

Os agentes antiinflamatérios ndo esteroidais agem através da inibicdo da
atividade das cicloxigenases (COX), responsaveis estas pela conversao do acido
aracddénico em prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos. Estes componentes
sintetizados a partir do acido aracdénico tém diversas funcées no organismo, como
as prostaglandinas na regulacao do fluxo sanguineo na mucosa gastrica, rim e trato
intestinal, os tromboxanos na agregacao plaquetaria e os bioprodutos do acido
aracddnico na propagacao da inflamacéo, hiperalgesia e alodinia (CLARK, 2006).

A enzima cicloxigenase apresenta inumeras isoformas, sendo as principais
identificadas COX 1, COX 2 e COX 3. A isoforma COX 1 foi inicialmente
caracterizada como enzima constitutiva, produzida em consistentes quantidades
pelo organismo e sendo responsavel pela producao de bioprodutos importantes para
a homeostase, como a manuteng¢édo do fluxo sanguineo em 6rgaos e tecidos e a
funcéo plaquetéria. A isoforma COX 2 é a forma induzivel da enzima, sintetizada por
macréfagos e células inflamatérias e produzida em resposta a estimulos como
citocinas e outros mediadores inflamatérios liberados por tecidos lesados. A COX 3
foi recentemente identificada e é considerada uma variante da isoforma COX 1, com
papel constitutivo no cérebro. A principio, foi hipotetizado que as drogas inibidoras
exclusivas da enzima COX 2 seriam efetivas inibidoras da inflamacao, livres dos
efeitos adversos. No entanto, algumas excecdes a classificacdo funcional séo
notadas: COX 1 é induzivel em determinadas extensdes de inflamacédo e a COX 2
estd envolvida com muitas funcdes fisioloégicas no sistema nervoso central, na
funcdo tubular renal, na perfusado renal na hipovolemia, reparos em mucosa gastrica
e cicatrizacdo (ENBERG et al. 2006).

O meloxicam é um inibidor COX 2 preferencial disponivel no mercado sob a
forma injetavel ou oral. Embora seu uso nao seja aprovado para o tratamento da dor

pos-operatoria (CLARK, 2006), a administracdo pré-operatoria de meloxicam, na
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dose 0,2 mg/kg pelas vias intravenosa ou subcutdnea, tem mostrado uma efetiva
analgesia p6s-operatéria tanto para procedimentos ortopédicos como de tecido mole
(KERR, 2007). Em cées, os niveis plasmaticos de meloxicam sdo alcan¢ados entre 2
a 3 horas ap0s injecado subcutanea, e a meia vida varia de 10 a 24 horas (GOGNY,
1999). Dessa forma, os efeitos antiinflamatérios e analgésicos permanecem
presentes por até 24 horas ap6és a injecao.

Em relacdo ao efeito analgésico, estudos em caes comparando o uso de
diferentes antiinflamatérios ndo esteroidais tém encontrado comparavel analgesia
com a administracdo perioperatéria de carprofeno e meloxicam. O meloxicam
também se comportou de forma similar ao cetoprofeno em procedimentos
ortopédicos (DENEUCHE et al. 2004). Embora o grau de analgesia no periodo pés-
operatério imediato ndo seja tdo intenso quanto o fornecido por opidides agonistas
mu puros, a prolongada duragéo do efeito do meloxicam combinada com o uso de
opidides favorecem uma boa analgesia (KERR, 2007). Em uma avaliagdo limitada
ao dia do procedimento, Caukett e colaboradores (2003) compararam os efeitos
analgésicos do butorfanol e do meloxicam em cadelas submetidas a
ovariohisterectomia. Os animais que receberam meloxicam demonstraram
significativo escore de dor inferior em relagdo aos animais que receberam butorfanol.
Em outro estudo, Leece e colaboradores (2005) compararam os efeitos analgésicos
da administracdo injetavel e oral de carprofeno e meloxicam durante 72 horas em
cadelas submetidas a ovariohisterectomia e ambos forneceram analgesia satisfatéria
por 72 horas, sustentando a possibilidade de a terapia ser estendida por alguns dias
apoés a cirurgia. Além disso, Nakagawa e colaboradores (2007) constataram em seu
estudo que a analgesia prévia com meloxicam previne ndo s6 a sintese de
prostaglandinas, mas também a dor prolongada, e conseqlientemente a hipertensao,
proporcionando maior estabilidade cardiovascular para o paciente no periodo pés-
operatério.

Quanto aos efeitos deletérios, Elwood e colaboradores (1992) e McNeil (1992)
referem que 0s anestésicos gerais interferem na regulacado da pressao sanguinea, e
que durante o procedimento cirdrgico a supressao da sintese de prostaglandinas
causada pelo uso perioperatério de antiinflamatérios ndo esteroidais pode
desencadear um processo de isquemia e insuficiéncia renal. No entanto, Bostrom e
colaboradores (2006) avaliaram os efeitos do meloxicam sob a fungéo renal de caes

anestesiados com acepromazina, tiopental e isofluorano. A utilizacdo destes
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farmacos foi determinada com o objetivo de garantir que a pressao arterial média
atingida durante o estudo (54 mmHg) acarretasse hipotensdo e, mesmo sobre estas
condigdes, os animais submetidos a este estudo ndo apresentaram nenhum efeito
adverso em relacao a funcao renal. Também nao foram demonstrados prejuizos em
relagdo a fungado plaquetaria, nem alteracdo hemodindmica, coincidindo com os
resultados obtidos por Caukett e colaboradores (2003).

Embora o meloxicam seja um efetivo e seguro analgésico e antiinflamatério,
alguns estudos discorrem sobre o aparecimento de desordens gastrointestinais
subseqlientes ao uso deste farmaco. Enberg e colaboradores (2006) revisaram
cinco casos de caes com perfuracao gastrointestinal e peritonite séptica associadas
ao uso diario do meloxicam. Os autores associam o aumento da incidéncia dessas
complicagdes a dosagem inapropriada, ao uso de produtos nado veterinarios e a
presenca de desordens gastrointestinais prévias ocultas, favorecendo a evolugéao da
injuria. A administracao de altas doses de meloxicam estaria relacionada a perda da
seletividade COX 2 e subseqliente aumento da inibicdo COX 1, facilitando assim a
instalagéo da intoxicagéo.

2.4 OPIOIDES

De acordo com a IASP (“International Association for the Study of Pain”)
conceitua-se dor como uma experiéncia sensorial ou emocional desagradavel
associada com uma lesdo tecidual real ou potencial (HELLEBREKERS, 2002). O
processo de dor pode levar ao catabolismo protéico, estresse, imunossupressao,
retardo na cicatrizacdo de feridas e aceleracdo dos processos patolégicos
(LASCELLES et al. 1999).

O termo nocicepgao esta relacionado com o reconhecimento de sinais
sensoriais desencadeados pela lesdo tecidual, que ocorre pelo estimulo de
nociceptores. Os nociceptores sdo terminacées nervosas aferentes (sensitivas)
presentes em classes especificas de fibras (HELLEBREKERS, 2002). Eles podem
ser definidos com transdutores que convertem varias formas de energia em
potenciais de agcdo, que sdo o codigo de transmissdo da informagdo no sistema
nervoso (PISERA, 2005).
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As fibras AB sao de diametro grande, mielinizadas e sua velocidade de
condugao é rapida. Essas fibras sdo de baixo limiar, e em condic¢des fisioldgicas,
frente a um estimulo mecanico, ocorre uma sensacao indcua primariamente ativada
pelo toque, vibragédo, pressdo e movimentacdo. As fibras A-delta sdo mielinizadas,
de diametro intermediario e quando ativadas por estimulos térmicos e mecanicos,
produzem uma percepcao rapida e resposta de dor aguda. As fibras C, vinculadas a
receptores polimodais, apresentam baixa velocidade de condugdo por nao
apresentarem mielina e sdo ativadas por estimulos mecanico, térmico e quimico.
Estas fibras apresentam uma percepcao lenta e resposta de longa duracédo ou dor
lenta (PISERA, 2005).

A dor clinica pode ser dividida em inflamatéria e neuropatica. Ambas séo
caracterizadas por alteragdes na sensibilidade, a partir da reducao da intensidade do
estimulo necessario para desencadear a dor, que ndo seria reconhecido como
nociceptivo em uma situacdo normal, ou alodinia, bem como uma resposta
exagerada ao estimulo ou hiperalgesia (HELLEBREKERS, 2002).

A atividade destes receptores € modulada por véarias substancias quimicas,
liberadas em decorréncia de processos inflamatérios, traumaticos ou isquémicos.
Entre estas substancias estdo as prostaglandinas, histamina, serotonina, bradicinina,
leucotrienos, substancia P, tromboxano, fator de ativacao plaquetaria e ions potassio
(FANTONI & MASTROCINQUE, 2002).

A dor somatica é aquela que se origina na pele, musculos, 0ssos e outros
tecidos do organismo, exceto visceras. A dor visceral advém de érgaos internos,
como trato gastrointestinal, sistema respiratorio, cardiovascular, urinario, reprodutor,
entre outros. Ja a dor referida tem origem num local, como por exemplo, a viscera e
se reflete em outro local, como por exemplo, a pele. Isso se da por sinapses
compartilhadas por fibras nervosas de tecidos diferentes (TEIXEIRA, 2005).

Resumidamente, na transdugdo, os nociceptores reconhecem e transformam
os estimulos mecanicos, térmicos e quimicos em sinais elétricos, chamados de
potencial de acdo, que por meio da transmissdo sao conduzidos ao corno dorsal da
medula espinhal, onde sofrem modulacdo e projecdo para o tronco cerebral e
encéfalo. Neste local ocorre a percepgdao, onde o0s sinais sdo integrados,
reconhecidos, identificados e por meio da modulacdo secundaria, transformados em

respostas motoras e outros fendmenos de autodefesa (MUIR, 2002).



21

A maioria das escalas de dor é adaptada da medicina humana e a maior parte
dos estudos em medicina veterinaria esta focada em caes e extrapolada para gatos.
Uma variedade de técnicas tem sido utilizada para avaliar a dor em pequenos
animais (GRINT; et al. 2006). Segundo Hellyer (2002), as escalas disponiveis sdo
classificadas em: (1) escala analdgica visual (EAV); (2) escala descritiva simples; (3)
escala de contagem numérica; (4) escala da Universidade de Melbourne (FIRTH;
HALDANE, 1999); (5) "The Glasgow composite the pain tool” (HOLTON; et al. 2001).
Esses sistemas nao sdo especificos para dor sendo passiveis de variacao intra e
inter-usuario. O grau atribuido depende da impressdao do observador e nao
necessariamente da dor que o animal sente. A subjetividade do avaliador talvez seja
o ponto critico desse tipo de avaliacdo, porém o EAV por nédo definir categorias é
considerada uma escala mais sensivel que a descriva e a numérica
(HELLEBREKERS, 2002). A utilizacao de uma interagao fisica com o paciente por
meio de uma abordagem dinamica e interativa (EAVID), ao invés de uma simples
observacdo da aparéncia e comportamento do animal tem sido reivindicada para
melhorar a sensibilidade da EAV (LASCELLES; et al. 1998).

A associacdo de opidides e antiinflamatérios € uma rotina no pés-operatério
das diversas intervengbes da medicina veterinaria. Esta associagcdo permite o
controle eficaz da dor e a modulacdo da resposta inflamatéria. Nas cirurgias que
envolvem o trato digestério, o jejum € um fator relevante e a apresentacéo
farmacéutica das drogas é um pré-requisito na escolha terapéutica. Assim, o
meloxicam e a morfina compdem uma terapia analgésica e antiinflamatéria acessivel
na rotina veterinaria. Esta prescricdo objetiva o controle dor do paciente e a
modulacdo inflamatéria sem comprometer a cicatrizacdo das porgcdes digestivas
operadas, visto que interferéncias negativas nesta cicatriz resultam em graves
complicacdes ao paciente. A avaliacao do sofrimento animal é subjetiva e como tal,
dificil de ser padronizada. A dor é uma experiéncia individual, e o quanto desta se
traduz em um comportamento observavel depende de alguns fatores como idade,
sexo, estado nutricional, espécie, raca e tempo de exposicdo ao estimulo nocivo.
Desta forma saber reconhecé-la & fundamental para o tratamento correto
(HELLEBREKERS, 2002).

Os farmacos opidides sao o principal suporte para o tratamento da dor devido
sua eficacia e boa margem de seguranca. Quando utilizados em doses apropriadas,
os opidides apresentam bom efeito analgésico (ROBERTSON; et al. 2005). Estes
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farmacos se ligam a receptores especificos no sistema nervoso central (SNC) e
medula espinhal e seus efeitos e a poténcia variam conforme interacdo com estes
receptores (LASCELLES; et al. 1999). Os opidides alteram a nocicepcdo e a
percepcao da dor (FANTONI & MASTROCINQUE, 2002) e no mesencéfalo e
medula, ativam as vias nociceptivas descendentes que modulam a nocicepc¢ao, por
liberacdo de serotonina e talvez norepinefrina. Desta forma, reduzem a dor sem
interferir na fungdo motora. Estes farmacos ndo causam inconsciéncia, a menos que
doses excessivas sejam administradas (THURMON; et al.1996; PASCOE, 2000;
WRIGHT, 2002).

Ha uma variedade de receptores opidides que quando ativados podem
resultar em analgesia, bem como efeitos farmacoldgicos colaterais tais como vémito,
nausea, bradicardia, hipertermia, depresséo respiratoria e inapeténcia. Os principais
receptores sao designados & (sigma), x (kappa) e u (mu). Dependendo de sua agéao
nos receptores, os opidides podem ser classificados em agonistas, antagonistas e
agonistas - antagonistas (HELLEBREKS, 2002).

A concentracao de receptores opidides na amigdala e no cortex frontal de
espécies que apresentam depressdao do sistema nervoso central em resposta aos
opidides, como caes e primatas, € cerca de duas vezes maior do que naquelas
espécies que podem apresentar excitacdo em resposta aos mesmos, como em
gatos e cavalos (BENSON, 2002).

2.5 COLAGENO NA ANASTOMOSE INTESTINAL DE RATOS

O colageno é o principal componente da matriz extracelular dos tecidos.
Estrutura-se numa rede densa e dinamica resultante da sua constante deposicéo e
reabsorcdo. A quantidade de colageno modifica-se no intestino durante o poés-
operatério de anastomoses, principalmente na regiao peri-anastomoética (JIBORN; et
al. 1980). Essa variacdo é resultado da interacdo entre sua sintese, fixagdo e
degradacao no tecido cicatricial. (NIMNI; et al. 1967).

Cronin e colaboradores (1968) demonstraram que o0s niveis absolutos de
colageno em anastomoses intestinais de ratos permanecem baixos até o 5° dia p6s-
operatério, ocorrendo aumento progressivo da sua quantidade até atingir valores
quase normais em torno do 10% dia pds-operatorio. Irvin e Hunt (1974a) utilizando
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radioisétopos confirmaram os achados de Cronin e colaboradores (1968), mas
observaram que as alteracbes na concentracdo do colageno ocorriam em
proporcées menos intensas devido a formagdo de edema na regido anastomatica.
Segundo Irvin e Hunt (1974b), o conteddo de colageno peri-anastomatico
permanece constante durante os trés primeiros dias pds-operatérios, com aumento
significativo ap6s esse periodo e alcancando valores maximos no 7° dia pés-
operatério. Trés subtipos de colageno (1, lll e V) séo identificados durante o processo
cicatricial do intestino delgado. Os colagenos | e Ill atingem proporcdes mais
significativas e a relagao entre eles tém importancia maior no estudo da cicatrizagao
anastomdtica.

Evidéncias mais recentes associaram as alteracées da rede de colageno
como as principais responsaveis pelas modificagcdes mecéanicas das anastomoses
intestinais (JONSSON; et al. 1985, 1987).

As anastomoses intestinais perdem 72% a 95% da sua forga tecidual original,
durante os trés primeiros dias do processo cicatricial, quando ha atividade mais
intensa da colagenase (JIBORN; et al. 1980). Ap6s esse periodo inicial de déficit
mecanico, ocorre ganho de forca anastomoética acompanhada de progressiva
deposicao de colageno na area cicatricial.

Entretanto, as caracteristicas qualitativas do colageno depositado sdo mais
importantes para o suporte estrutural da anastomose do que sua concentracao
tecidual (HENDRIKS & MASTBOOM, 1990).

O aumento de forga ténsil € mais relacionado com o colageno | do que com o
colageno lll. Doillon e colaboradores (1985) evidenciaram que a deposicdo e o
remodelamento das fibras de colageno | sdo os principais determinantes do ganho
de forga da area cicatrizada exercendo influéncia sobre a integridade anastomética.

Jonsson e colaboradores (1983); Hendriks e Mastboom (1990) estabeleceram
a correlacdo clinica dessas evidéncias. Verificaram que havia um periodo mais
vulneravel para deiscéncia anastomotica (entre 4° e 7° dia pds-operatorio), que
correspondia aos momentos de déficit mecanico e de baixa quantidade de colageno
depositado na anastomose.

A degradacao do colageno, na matriz extracelular, € obtida por uma familia de
metaloproteinases (MMP) que clivam suas fibras intactas em fragmentos menores
que podem ser fagocitados e, subsequentemente, degradados por enzimas

lisossémicas até seus aminoacidos constituintes (CHAMPE e HARVEY, 1996).
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Wysocki et al. (1998) sugeriram que altos niveis de metaloproteinase
aumentariam a degradacdo de componentes moleculares essenciais ao processo
cicatricial e, também, que a diminuicdo dessas enzimas, em feridas, impediria a
cronicidade das lesdes e as dificuldades de cicatrizacdo. Os fibroblastos séo
induzidos, pela interleucina-1 (IL1) e pela linfatoxina (TNF), a produzirem
metaloproteinases, as quais sdo mediadoras de eventos importantes de protecao e
regeneracao de tecidos lesados, mas que, em condi¢coes especiais, podem estar
envolvidas em destruicao de tecido sadio (WYSOCKI et al., 1998).

2.6 AVALIACAO HISTOLOGICA DA CICATRIZACAO DE ANASTOMOSES

O colageno é uma proteina rica em aminoacidos basicos, os quais reagem
fortemente com corantes acidos. As moléculas de colageno dispdem-se em
orientagdo  espacial paralela, apresentando birrefringéncia caracteristica
(JUNQUEIRA; et al. 1979).

Sweat, e colaboradores (1964) adotaram o uso do Sirius-red F3BA (SRF)
como corante alternativo na identificagdo do colageno tecidual devido ao rapido
desbotamento da coloracéo de picrofucsina. As moléculas de SRF (acido) interagem
individualmente com as moléculas de coldgeno mantendo um relacionamento
espacial paralelo com as mesmas, ressaltando a birrefringéncia. A combinacao
seletiva com o colageno permite sua visualizagdo como fibras amarelo-brilhantes,
sendo que o0 uso da microscopia polarizada aumenta a especificidade, a
sensibilidade e a resolugdo do método.

Junqueira, e colaboradores (1979) padronizaram a metodologia de uso do
SRF e apods a analise histologica de cortes teciduais de 15 espécies de vertebrados,
consideraram a coloracao especifica para o colageno tecidual. Em outro estudo,
Junqueira e colaboradores (1978) compararam o colageno de diferentes regides de
animais demonstrando correlacdo entre diferentes cores e birrefringéncias e a
distribuicao bioquimica dos colagenos | e Il (SRF + polarizacdo). Esses autores
observaram que o colageno tipo | apresentava-se como fibras espessas, fortemente
birrefringentes e com colorag¢do que variava do amarelo ao vermelho, diferentemente

do colageno tipo lll (fibras finas, fracamente birrefringentes e esverdeadas).
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A cor e a intensidade da birrefringéncia correlacionam-se diretamente com a
espessura da fibra de colageno (diferentes padrdes de agregacao fisica das
moléculas) e do tecido analisado (JUNQUEIRA; et al. 1982).

Dayan e colaboradores (1989) analisaram varios tipos de fibras colagenas e
evidenciaram que a espessura da fibra ndo era o Unico fator determinante do padrao
de birrefringéncia. Constataram que o alinhamento das moléculas e o
entrelacamento das fibras afetavam a refracdo da luz, sendo que fibras espessas e
entrelacadas apresentavam-se laranja-avermelhadas (fibras de colageno tipo | -
maduras), enquanto que fibras finas e pouco entrelagadas apresentavam-se
esverdeadas (fibras de colageno tipo Il - imaturas).

Rabau e colaboradores (1995) realizaram estudo da concentragdo de
colageno em anastomoses intestinais de ratos utilizando SRF e microscopia de
polarizagao. Verificaram que no intestino de ratos ndo operados havia predominio de
fibras colagenas de coloracdo que variava do amarelo ao laranja. Por outro lado,
durante a primeira semana pds-operatéria a maioria das fibras no sitio anastomético
apresentavam-se finas, de coladgeno imaturo com coloragdo que variava do verde ao
amarelo e pouco integradas. Entretanto, as fibras gradualmente retornavam as suas
coloragdes pré-operatérias até o 212 pés-operatério, acompanhando as modificagdes
mecanicas da ferida, sugerindo que a quantidade das fibras de coldgeno tem
importancia na integridade da anastomose intestinal durante sua cicatrizacao.

A quantificacédo de fibras maduras e imaturas de acordo com a sua coloracéo
permite avaliacdo qualitativa do coldgeno em estudos de cicatrizacdo de
anastomoses. No entanto, os parametros histolégicos mesmo quando examinados
por patologistas experientes podem apresentar variabilidade inter-observadores. A
utiizacdo de equipamentos que digitalizam imagens histolégicas permite a
quantificagdo de dados morfolégicos com minimizacdo de viesses. Com esse
proposito, varios estudos informatizaram a analise histolégica (LEMOS, 2002;
COSTA; et al. 2003; TRUBIAN, 2004).

Mediante esses recursos pode-se realizar estudo densitométrico que avalia a
concentracdo e qualidade do colageno, determinando sua maturacdo no tecido
cicatricial. Lemos (2002) verificou o efeito da desnutricdo intra-uterina na
cicatrizacdo da parede abdominal em ratos lactentes e acrescentou as
quantificacdes histolégicas de colageno o indice de maturacédo do colageno — IMaC

(Figura 1). Esse indice reflete a maturidade do colageno presente em determinado
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campo histolégico ao estabelecer a razao entre as porcentagens de colageno tipo | e

tipo 1l
IMaC = % Colageno Tipo I
% Colageno Tipo 11T
Figura 1 - indice de Maturagao do Colageno (IMaC)
Fonte: LEMOS, 2002.
Nota: IMaC = indice de Maturagéo do colageno; % = porcentagem
2.7 ANGIOGENESE

A formacao dos vasos sangliineos ocorre por dois mecanismos diferentes, a
vasculogénese e a angiogénese. Na vasculogénese ocorre a diferenciacdao de
células endoteliais a partir de precursores mesodérmicos (angioblastos),
manifestando-se somente durante o periodo embrionario, levando a formagcao de um
plexo vascular primario. Com o tempo, esses canais endoteliais desenvolvem-se
formando um sistema mais complexo e ramificam-se em vasos maiores e menores.
Na angiogénese, 0s novos vasos sao formados a partir de outros ja existentes.
Assim, novos capilares sao formados, por meio da angiogénese, pela divisdo dos
vasos de origem (AUERBACH & AUERBACH, 2002). Em adultos, a angiogénese é
essencial para o ciclo reprodutivo feminino e para o reparo, remodelacdo e
regeneracao dos tecidos durante o processo de cicatrizacdo (FOLKMAN & SHING,
1992, AUERBACH & AUERBACH, 2002).

Angiogénese é um processo fundamental para formagdo de novos vasos
sangiiineos a partir de capilares pré-existentes (CHAIN; et al. 2004). E um evento
importante em varios fendémenos fisiolégicos tais como no desenvolvimento
embrionario, inflamacéao crénica e no reparo tecidual (POLVERINI, 1995). Levando-

se em conta essas condi¢des, angiogénese € altamente regulada, inicia-se sobre
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breves periodos (dias) e entdo é inibida completamente (FOLKMAN & SHING,
1992).

O processo de angiogénese € regulado por fatores de crescimento, citocinas
pré-angiogénicas e inibidores da neovascularizagdo. Medidores angiogénicos podem
ser divididos em 2 grupos: estimuladores e inibidores (POLVERINI, 1995). A maioria
das moléculas estimuladoras sao proteinas e muitas delas sao fatores de
crescimento, moléculas de adesao celular, sinais de diferenciacdo, quimiotaxicos e
enzimas que participam do controle da formacao de um novo capilar (POLVERINI,
1995, CARMELIET & JAIN, 2000). Os inibidores fornecem o equilibrio requerido
para manter a populacao de células endoteliais inativa, porém altamente responsiva
através de sinais anulados que, se ativados, podem levar a uma resposta
angiogénica deletéria para o organismo. Eles s&o diversos em sua fungdo e
composigao, agindo bloqueando ou atenuando a proliferacdo de células endoteliais,
transducéo sinalizadora, migracao celular, expressdo da metaloproteinase matricial,
sobrevivéncia celular, desenvolvimento de precursor celular endotelial e ou
recrutamento (POLVERINI, 1995; CARMELIET & JAIN 2000, YANCOPOULOQOS et al.,
2000).

Fatores angiogénicos e anti-angiogénicos tém sido investigados durante
décadas quanto a suas propriedades, porém o estudo de suas interacdes esta
apenas comecando. O mesmo pode ser atribuido para as células ndo vasculares
como os macréfagos, os quais podem modular a resposta angiogénica (FOLKMAN
& SHING, 1992).

Os fatores angiogénicos sdo classificados como direto e indireto. O fator
angiogénico direto, como o VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), tem a
funcdo de estimular a proliferacdo das células endoteliais e ou migracao das
mesmas. Quando o fator angiogénico ndo estimula as células endoteliais in vitro, ele
€ chamado fator angiogénico indireto porque é assumido que a proliferacdo
endotelial e migragéo, observada in vivo, deve ter sido induzida por algum outro fator
ou célula, por exemplo, o macréfago. O macréfago, além de reger o papel central na
orquestra do processo de reparo, é responsavel por coordenar a formacédo e
remodelacao do tecido durante o processo de cicatrizacdo (POLVERINI, 1995). Ele
libera fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF) e fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), e sua atividade angiogénica ocorre em locais profundos

do processo de cicatrizacdo, quando a tensao de oxigénio é baixa e propicia para o
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metabolismo anaerdbico. A hipdxia que ocorre no centro do tumor é que propicia aos
macréfagos tornarem-se angiogénicos (FOLKMAN & SHING, 1992).

VEGF é um mitdgeno especifico para as células endoteliais, produzido por
varios tipos celulares, como queratinécitos, macréfagos e fibroblastos (NOR &
POLVERINI, 1999; FERRARA, 2004).

O mesmo também é conhecido por aumentar a permeabilidade vascular e
estar envolvido na ocorréncia e progressao do processo inflamatério (DVORAK et
al., 1995). VEGF é 50.000 vezes mais potente do que a histamina na habilidade de
aumentar a permeabilidade vascular (DVORAK, 2002, HICKLIN & ELLIS, 2005).

O VEGF desempenha um papel fundamental durante o processo de
desenvolvimento do reparo tecidual e para a manutencao da vida. Essa importancia
estd vinculada a observacdo de que a inativacdo de um unico alelo VEGF em
cobaias resulta na letalidade embrionaria entre os dias 11 e 12. (FERRARA, 1996;
FERRARA, 2002). O VEGF, porém, deixa de ser essencial para a sobrevivéncia
quando as células endoteliais sofrem um processo de maturacéao, isso ocorrendo por
volta da quarta semana pdés-natal em camundongos (FERRARA, 1999). Ja no adulto
plenamente desenvolvido, o VEGF pode ser primariamente requerido para ativacao
de processos angiogénicos como o desenvolvimento do corpo luteo e processo de
reparo (FERRARA, 1999).

O papel central que o VEGF apresenta mediando o processo de angiogénese
durante o reparo tecidual foi observado em estudos desenvolvidos por Nissen e
colaboradores, (1998), quando constataram que o VEGF é produzido e liberado
localmente em areas de cicatrizagdo quando o crescimento de novos vasos é
iniciado e mantido. Os mesmos autores observaram que a neutralizacao de VEGF
diminui amplamente a atividade angiogénica e atividade quimiotatica para células
endoteliais nos fluidos do reparo tecidual. Booth e colaboradores, em 1998,
relataram que o processo de cicatrizacdo estd associado com o aumento da
producédo de VEGF, porém em cobaias com diabetes este processo foi retardado e a
expressdao do mRNA para VEGF apresentou niveis mais baixos em comparacao
com o normal, sugerindo, desta forma, que um defeito na regulacdo do fator de
crescimento vascular endotelial pode estar associado com as alteragdes no

processo de reparo tecidual.
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O fator de crescimento vascular endotelial € o regulador mais importante tanto
da neovascularizacédo fisiolégica quanto da patoldgica. O fato do VEGF ser um
mitdgeno relativamente especifico para células endoteliais vasculares permite uma
resposta angiogénica pronunciada numa variedade de modelos in vivo. O VEGF
estimula as células endoteliais na degradacdo da matriz extracelular, migracao e
formagéo de tubulos in vitro. In vivo, o VEGF também funciona como regulador da
permeabilidade vascular, que é considerada importante para o inicio da
angiogénese. A sobrevivéncia de células endoteliais nos vasos recém-formados é
VEGF-dependente. Coerente com seu papel na sobrevivéncia celular, o VEGF induz
a expressao de proteinas anti-apoptéticas nas células endoteliais (FERRARA et al.,
2003; FERRARA, 2004; NOR et al., 2001).

A distribuicdo tecidual de receptores de VEGF inclui células do musculo
vascular liso, osteoblastos, miécitos cardiacos, miofibroblastos, neurdnios e vérias
células tumorais (LOMONTE et al., 2003)

Os receptores de VEGF (VEGFr) pertencem a uma subfamilia dos receptores
tirosina quinase (RTK) e sdo classificados em trés: VEGFr-1, VEGFr-2 os mais
importantes para a angiogénese e VEGFr-3, ligado a proliferagdo dos vasos
linfaticos. Nos seres humanos, VEGFr-1 e VEGFr-2 sdo compostos por 1338 e 1356
aminoacidos, respectivamente, e sdo constituidos por quatro regiées: o dominio
ligante-ligante extracelular, o dominio transmembrana, o dominio da tirosina quinase
e a regiao carboxi terminal. VEGFr-1 e VEGFr-2 sdo homélogos em sua estrutura e
os dominios extracelulares dos VEGFr apresentam homologia as porgdes variaveis
das imunoglobulinas (SHIBUYA, 2000; TAMMELA, 2005)

A angiogénese ndo pode ser comentada sem citar a importdncia das
metaloproteinases em eventos celulares como migracdo celular, invasao,
proliferacao e apoptose (VU, WERN, 2000). Elas sao responsaveis pela regulacao
de processos como a morfogénese, angiogénese, cicatrizagdo e degradacdo da
matriz extracelular. As metaloproteinases ndao s6 remodelam a matriz extracelular
(ECM), mas também influenciam diversas reacdes celulares. Elas (l) degradam as
moléculas da ECM e permitem a migracao celular; (ll) alteram o microambiente da
ECM resultando na alteracdo do comportamento celular e (Ill) modulam a atividade
de moléculas bioativas através da clivagem direta, liberacdo de substancias
armazenadas ou através da modulacao dos seus inibidores (VU, WERB, 2000).
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A matriz extracelular desempenha papel crucial no desenvolvimento e na
manutencdo da arquitetura tecidual, € composta por colagenos, lamininas,
fibronectina, vitronectina e proteoglicanos (YOON et al., 2003). A degradacédo da
matriz extracelular leva a perda da integridade tecidual, fato que € fundamental em
processos fisioldgicos, tais como: remodelacao 6ssea, implantacéo trofoblastica e
cicatrizacdo, porém esse mesmo fenbmeno estd envolvido em processos
inflamatérios (KRAIEN & KOREN, 2000).

Proteinases participam de todas as etapas do processo de degradacao da
matriz extracelular, sendo essenciais para a interacado das células com o0 meio
circundante. Existem diversas familias de enzimas que atuam nesse processo,
destaca-se, por sua participacdo em praticamente todos os passos da degradacao
dos componentes da matriz extracelular: a familia de metaloproteinases (MMP)
(YOON et al., 2003).

A atividade da maioria das metaloproteinases € muito baixa ou insignificante
nos tecidos normais, sendo a expressao transcripcionalmente controlada por
citocinas inflamatoérias, fatores de crescimento, horménios, interacao célula—célula e
célula-matriz (NAGASE & WOESSNER, 1999).

As MMP interferem umas com as outras a medida que muitas delas podem
ativar outras pro-enzimas, o que sugere que a ativacdo controlada das mesmas
pode envolver uma cascata, englobando diferentes membros da familia das MMP
(CAWSTON, 1998).

As células endoteliais sintetizam varias MMP: MMP1, MMP2, MMP9 e
MT1MMP. Dentre estas a MMP2 , MMP9 e a MT1MMP foram descritas como
exercendo importante papel na angiogénese (STETLER & STEVENSON, 1999). A
angiogénese envolve proliferacao e migragao de células endoteliais, remodelamento
da matriz extracelular, formagéao tubular, recrutamento de estruturas adjacentes para
a sustentacdo dos neovasos, anastomoses e desenvolvimento de membrana basal
(RAMSDEN, 2000). As metaloproteinases participam desde a ruptura da membrana
basal vascular até a proliferacdo endotelial, sendo parte de sua acdo sobre
moléculas pré-angiogénicas como a familia dos fatores de crescimento endotelial
vascular, e angiogénicas como a angiostatina (YOON et al.,, 2003). Nguyen e
colaboradores (2001) postularam um modelo para o papel das MMP2 e MMP9 na
angiogénese. A MMP2, constitutivamante secretada pelas células endoteliais, seria

ativada através de uma cascata de agdes enzimaticas a partir da trombina. Em
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2003, Wilmoth e colaboradores descrevem que as MMP sdo conhecidas por
participarem da fisiologia normal do metabolismo do colageno, mas também estao
associadas com a absorcdo patolégica da matriz extracelular de processos

inflamatérios crénicos de pele, tumor e metéstases.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Os efeitos adversos dos AINEs parecem estar relacionados ao papel de cada
cicloxigenase. Um possivel efeito colateral indesejado relacionado ao uso dos
AINES é a alteracdo no processo de cicatrizacdo, no entanto, os resultados séo
conflitantes, n&o existindo um consenso entre os pesquisadores. Os AINEs
inibidores preferenciais da COX 2 parecem ser menos ulcerogénicos, porém tanto
eles quanto os inibidores de COX 1 sao citados como importantes na formacao do
coladgeno e na promocado da angiogénese e sua deficiéncia pelo uso de AINEs
poderia retardar o processo cicatricial. O meloxicam, inibidor preferencial da COX 2,
objeto de estudo neste trabalho, tem um papel fundamental na cicatrizacdo e sua
administragcdo pode promover o retardo na cicatrizagdo da anastomose intestinal. O
amplo uso na medicina veterinaria, devido a satisfagdo no controle da dor,
apresentacao injetavel e economicamente viavel, nos levou a avalia-lo por alguns

critérios no capitulo seguinte.
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Resumo — A cicatrizacdo das anastomoses intestinais pode ser adversamente
influenciada por vérios fatores locais ou sistémicos. Os efeitos das drogas
antiinflamatdérias nao hormonais sobre a cicatrizacdo das anastomoses intestinais
sdo pouco conhecidos e controversos. Este estudo apresenta dados das
comparacoes entre os grupos que foram medicados no pds-operatdrio imediato com
meloxicam e morfina por quatro dias consecutivos e 0s grupos controle, que apenas
fizeram uso de morfina. O estudo parte do principio que o grupo controle deve ser
apreciado com o controle da dor através do uso de um opidide, mimetizando a rotina
da prescri¢ao do cirurgiao veterinario. As estruturas avaliadas no processo de reparo
foram o colageno tipo | e tipo Il através das coloragbes de sirius-red e as
expressdes do receptor para o fator de crescimento vascular endotelial e da
metaloproteinase 9 presente nas amostras de anastomoses do ileo de ratos Wistar.
Foram utilizados quarenta e dois animais, divididos em dois grandes grupos
denominados COX (meloxicam) e controle, os quais foram subdivididos em trés
grupos, conforme o tempo pds-operatério quando eutanasiados. Ambos os grupos
fizeram uso de morfina a cada oito horas e o grupo COX de meloxicam, 0,5 mg por
quilograma, a cada vinte e quatro horas. Para a analise dos dados foi utilizado o
teste nao paramétrico de Mann-Whitney. O nivel de significAncia adotado foi de 5 %
(p>0,05). Todos os calculos foram realizados utilizando o software Graph Pad Prism
3.0. A avaliacao das amostras nos dias 5, 10 e 21 do processo de cicatrizacao nos
grupos controle e COX, utilizando-se da quantificacdo dos colagenos | e lll e das
expressoes do receptor do Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGFr), bem
como das expressdes da metaloproteinase 9 (MMP 9), ndo demonstrou diferencas
significativas (p>0,05) entre os grupos em todos os periodos avaliados. Este
resultado ampara o uso do meloxicam no pds-operatério de cirurgias intestinais por

nao interferir no processo de cicatrizagao.

Palavras-chave : Cicatrizacdo. Intestino. Meloxicam. Angiogénese.

Abstract - Healing of intestinal anastomosis can be adversely influenciated for many
local and systemic factors. Effects of non-hormonal antiinflamatory drugs over the
healing of intestinal anastomosis are poorly known and controverse. This research
presents data of comparison between a group that received meloxicam and
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morphine during four days and a control group that received only morphine. The
research supposes that control group must be appreciated with pain control using
opioid, as utilized in routine of veterinary surgeon prescription. The evaluated
structures of repair process were type-l and type-Ill collagen with sirius-red dye and
expression of receptors to vascular endothelial growth factor and matrix
metalloproteinase-9, present in samples of ileum anastomosis of Wistar rats. Forty
two animals were randomized in two large groups denominate COX (meloxicam) and
control, that were subdivided in three groups, according with the postoperative period
that they were euthanized. Both of groups received morphine every eight hours and
COX group received meloxicam every twenty four hours. To analyze results we used
non parametric test of Mann-Whitney. The significance level adopted was 5 %
(p>0,05). All measurements have been done with Graph Pad Prism 3.0 software.
Evaluation of samples 5, 10 and 21 days of healing process in COX group used
quantification of type-l and type-Ill collagen and expression of receptors to vascular
endothelial growth factor as well as matrix metalloproteinase-9.

Key Word: Healing. Intestine. Meloxicam. Angiogenesis
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1 INTRODUCAO

Os efeitos das drogas antiinflamatérias ndo hormonais (AINE) sobre a
cicatrizacao intestinal ainda sdo pouco conhecidos e controversos. Alguns autores
relatam que os AINE favorecem a cicatrizacao intestinal, enquanto outros mostram
efeitos deletérios sobre a cicatrizacao intestinal, por aumentarem a taxa de
deiscéncia das anastomoses e, consequentemente, favorecerem uma maior taxa de
mortalidade (TOGNINI et al. 2000).

JONES et al. (1999) demonstraram que tanto a cicloxigenase 1 (COX 1)
guanto a cicloxigenase 2 (COX 2) sdo importantes na regulacao da angiogénese e
que antiinflamatérios ndo hormonais (AINES) inibidores seletivos ou preferenciais
para COX2 inibem os efeitos da angiogénese de maneira similar aos AINES
convencionais.

Outros estudos ainda sugerem que tanto a COX 1 como a COX 2 séo
importantes na formagcao do colageno durante a cicatrizacao e que sua deficiéncia
pode produzir alteracbes no desenvolvimento do tecido de granulacdo e
reepitelizacdo por inibicdo da proliferacdo de queratindcitos (BERENGER et al.,
2002; LEE et. al., 2003; WILGUS et. al., 2003.)

O meloxicam é um moderno derivado do oxicano que desenvolve uma
atividade inibitéria preferencial sobre a COX 2 na cascata biossintética das
prostaglandinas, disponivel no mercado sob a forma injetavel ou oral (FROLICH,
1997). Embora seu uso ndo seja aprovado para o tratamento da dor p6s-operatéria
(CLARK, 2006), a administracéo pré-operatéria de meloxicam em caes, na dose 0,2
mg/kg pelas vias intravenosa ou subcuténea, tem mostrado uma efetiva analgesia
pos-operatodria tanto para procedimentos ortopédicos como de tecido mole (KERR,
2007). Em cées, os niveis plasmaticos de meloxicam sdo alcancados entre 2 a 3

horas apés injecdo subcutanea, e a meia vida varia de 10 a 24 horas (GOGNY,
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1999). Dessa forma, os efeitos antiinflamatérios e analgésicos permanecem
presentes por até 24 horas ap0és a injecao.

O colageno é o principal componente da matriz extracelular dos tecidos.
Estrutura-se numa rede densa e dinamica resultante da sua constante deposicéo e
reabsorcdo. A quantidade de colageno modifica-se no intestino durante o poés-
operatério de anastomoses, principalmente na regiao peri-anastomética (JIBORN et
al. 1980). Essa variacdo é resultado da interacdo entre sua sintese, fixagdo e
degradacao no tecido cicatricial. (NIMNI et al. 1967). Trés subtipos de colageno (I, llI
e V) sao identificados durante o processo cicatricial do intestino delgado. Os
colagenos | e lll atingem proporcées mais significativas e a relagao entre eles tém
importancia maior no estudo da cicatrizacdo anastomética (JIBORN et al. 1980).

A degradacao do colageno, na matriz extracelular, é obtida por uma familia
de metaloproteinases (MMP) que clivam suas fibras intactas em fragmentos
menores que podem ser fagocitados e, subsequentemente, degradados por
enzimas lisossémicas até seus aminodacidos constituintes (Champe e Harvey, 1996).

Sweat, et al., (1964) adotaram o uso do Sirius-red F3BA (SRF) como corante
alternativo na identificagcdo do colageno tecidual devido ao rapido desbotamento da
coloragao de picrofucsina. As moléculas de SRF (acido) interagem individualmente
com as moléculas de colageno mantendo um relacionamento espacial paralelo com
as mesmas, ressaltando a birrefringéncia. A combinacao seletiva com o colageno
permite sua visualizagdo como fibras amarelo-brilhantes, sendo que o uso da
microscopia polarizada aumenta a especificidade, a sensibilidade e a resolugéo do
método.

Angiogénese é um processo fundamental para formagdo de novos vasos
sangliineos a partir de capilares pré-existentes (CHAIN et al. 2004). E um evento
importante em varios fenémenos fisiol6gicos, tais como, no desenvolvimento
embrionario, na inflamacao crénica e no reparo tecidual (POLVERINI, 1995).
Levando-se em conta essas condi¢des, a angiogénese € altamente regulada, inicia-
se sobre breves periodos (dias) e entdo € inibida completamente (FOLKMAN &
SHING, 1992). A angiogénese envolve proliferacdo e migracdo de células
endoteliais, remodelamento da  matriz  extracelular, formacdo  tubular,
recrutamento de estruturas adjacentes para a sustentagdo dos neovasos,
anastomoses e desenvolvimento de membrana basal (RAMSDEN, 2000).
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O Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) €& um mitdégeno
especifico para as células endoteliais, produzido por varios tipos celulares, como
queratinécitos, macrofagos e fibroblastos (NOR & POLVERINI, 1999; FERRARA,
2004). Também é conhecido por aumentar a permeabilidade vascular e estar
envolvido na ocorréncia e progressao do processo inflamatério (DVORAK et al.,
1995). VEGF é 50.000 vezes mais potente do que a histamina na habilidade de
aumentar a permeabilidade vascular (DVORAK, 2002; HICKLIN & ELLIS, 2005).

Os receptores de VEGF (VEGFR) pertencem a uma subfamilia dos
receptores tirosina quinase (RTK) e sao classificados em trés: VEGFR-1, VEGFR-2
0s mais importantes para a angiogénese e VEGFR-3, ligado a proliferacao dos
vasos linfaticos (SHIBUYA, 2000; TAMMELA, 2005).

A angiogénese ndo pode ser comentada sem citar a importancia das
metaloproteinases em eventos celulares como migracdo celular, invasao,
proliferacao e apoptose (VU & WERN, 2000). Elas sao responsaveis pela regulacao
de processos como a morfogénese, angiogénese, cicatrizagdo e degradagcdo da
matriz extracelular. As metaloproteinases ndao s6 remodelam a matriz extracelular
(ECM), mas também influenciam diversas reacdes celulares, ou seja, (I) degradam
as moléculas da ECM e permitem a migracao celular; (ll) alteram o microambiente
da ECM resultando na alteracdo do comportamento celular e (lll) modulam a
atividade de moléculas bioativas através da clivagem direta, liberagcdo de
substancias armazenadas ou através da modulagdo dos seus inibidores (VU,
WERB, 2000).

As células endoteliais sintetizam varias MMP: MMP1, MMP2, MMP9 e
MT1MMP. Dentre estas, a MMP2 , MMP9 e a MT1MMP foram descritas como
exercendo importante papel na angiogénese (STETLER & STEVENSON, 1999).

O objetivo deste estudo foi avaliar a cicatrizagdo do intestino delgado de ratos
Wistar, apds enteroanastomose. A avaliacao foi feita comparando a quantificacédo
das fibras de colageno tipo | e tipo Ill e a expressdo de componentes da
angiogénese entre os grupos que utilizaram apenas morfina (controle) e o grupo que
fez uso de morfina e meloxicam durante os quatro dias pds-operatorio. Os
momentos cinco, dez e vinte e um dias de cicatrizacdo foram avaliados. A hipétese
testada era de que interferindo na biossintese das prostaglandinas retardariamos a
cicatrizacdo, representada neste estudo pelos colagenos tipo | e tipo I,

metaloproteinase 9 e receptor do fator de crescimento vascular endotelial.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados 42 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos, com
peso médio de 2509, oriundos do biotério de criacdo da Universidade Positivo,
Curitiba/PR. O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Positivo, protocolo 016/2008.

2.2. Considerac6es ambientais

O experimento foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental do
Biotério da Universidade Positivo (UP). As condi¢cdes ambientais foram controladas
eletronicamente, sendo mantido temperatura de 22°C e ciclo claro-escuro de 12

horas.

Os animais foram identificados e mantidos, individualmente, em gaiolas
metabdlicas de ago inoxidavel. Durante periodo de aclimacao de trés dias antes do

inicio do experimento os ratos receberam agua potavel e racao ad libitum.
2.3. Protocolo Experimental

Apo6s o periodo de aclimatacdo os animais foram pesados e divididos de
forma randomizada em dois grupos de acordo com o tipo de tratamento instituido:
grupo controle (CTL); grupo COX 2 (COX). Cada um contendo 21 animais.

No pds-operatorio, cada grupo foi divido em 3 subgrupos contendo 7 animais
cada, conforme a data em que foram eutanasiados, ou seja, nos dias 5, 10 e 21 de

pds-operatorio.

O método de controle inflamatério e da dor dos animais envolveu o

grupo CTL que recebeu 2 mg/kg de morfina a cada doze horas durante trés dias e o
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grupo COX que recebeu a mesma dose de morfina do grupo CTL mais 0,5mg/kg de
meloxicam a cada doze horas. O sacrificio dos animais foi realizado em trés fases
distintas, nos dias 5, 10 e 21do po6s-operatério. O método de eutanasia empregado
foi a administragdo em dose letal de isoflurano em sistema fechado de campéanula
de vidro.

2.3.1 Anestesia

O procedimento anestésico foi realizado com butorfanol e manutencéo
inalatéria com isoflurano, sendo o controle da dor e avaliagdo trans-operatoria

promovido por anestesiologistas veterinarios.

2.3.2 Ato cirurgico

O animal anestesiado foi fixado a mesa cirirgica em decubito dorsal, com
elasticos de latex, colocando os quatro membros em extensao para expor 0 campo
operatério. Em seguida, foi realizada tricotomia e anti-sepsia da regio abdominis
media (regido abdominal média). Uma laparotomia mediana de cerca de 4 cm de
comprimento deu acesso ao cavum abidominis (cavidade abdominal) (FIGURA 1).
Foi realizada uma secc¢ao completa do ileo distal, como demonstrado na figura 2 e 3.
Posteriormente, foi realizado a reconstrucdo do ileo com anastomose término-
terminal suturada em plano uUnico total com 8 pontos interrompidos simples de fio
monofilamentar de néilon 6.0 (FIGURA 4).



Celiotomia com
FIGURA 1
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Seccéo do ileo, aproximadamente 5 cm da valvula ileocecocolica. FIGURA 2

Seccao do ileo. FIGURA 3



55

Enteroanastomose término-terminal do ileo. FIGURA 4

2.3.3 Pds-operatério e Morte dos animais

O fornecimento de agua e racao foi normalizado no primeiro dia pos-
operatério (PO) e as drogas foram administradas conforme o protocolo da
pesquisa.Nos dias 5, 10 e 21 de PO os animais foram eutanasiados com dose letal
de isoflurano em sistema fechado de campéanula de vidro. Imediatamente apds
constatacao do 6bito, cada rato foi submetido a laparotomia mediana com inspegao
cuidadosa da cavidade.

Apos a lise das aderéncias, as anastomoses foram ressecadas em segmento
de 3 cm de comprimento, seccionada longitudinalmente na borda anti-mesentérica,
estendida sobre pedaco de papel filtro e armazenada em frasco com formol a 10%
para estudo anatomopatoldgico e imunohistoquimico.
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2.4 Avaliacao histolégica

Nas pecas armazenadas para avaliacao histolégica foram realizadas duas
seccoes perpendiculares ao maior eixo da linha de sutura e apds os processos de
desidratacdo e diafanizacdo, as pecas foram emblocadas paralelamente em
parafina. Assim, um unico corte do micré6tomo (4 um de espessura) retirou cinco
amostras da mesma anastomose. As laminas foram coradas com trés métodos
diferentes; hematoxilina-eosina (HE), Tricrdmio de Masson e Picrosirius-red F3BA
(PSR). Outras duas laminas foram utilizadas para marcacao por imunohistoquimica
com anticorpos para metaloproteinase 9 e VEGFr (receptor do fator de crescimento
endotelial vascular) (FIGURA 6 e 7)

As avaliacbes na regido da anastomose foram concluidas a partir de dados
obtidos da média quantitativa da expressdo do colageno de cinco campos da
amostra da parede do ileo de cada rato. Cinco campos microscopicos com aumento
total de 200 vezes representativos da area anastomética, foram capturados pelo
sistema informatizado Image Pro Plus®, versdo 6.0, utilizando-se microscopio
Olympus® BX-40, com polarizador de luz e uma maquina fotografica Sony®. Com a
ferramenta “conta-gotas” selecionava-se o objeto de interesse e o programa
automaticamente gerava a medida. Uma vez que a area total de exame era
constante, selecionava-se a estatistica do programa que fornecia o percentual da
area ocupada pelo objeto de estudo, ou seja, o colageno tipo | e tipo Ill. As
coloragdes eram de acordo com a espessura das fibras e sua birrefringéncia
(FIGURA 5). Através desse sistema foi possivel a quantificacdo da area ocupada por
cada tipo de colageno em cada campo pré-determinado de corte histolégico.
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Cicatriz com exposicdo das fibras colagenas coradas com Picrusirius-red F3BA,

onde a os pontos em vermelho demonstram o coldgeno tipo Il e os pontos amarelos

demonstram o colageno tipo I. FIGURA 5
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Imagem da cicatriz do grupo controle 5 dias (PO) com marcacao em cor castanho da

metaloproteinase 9 (anticorpo conjugado com peroxidase). FIGURA 6
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Imagem da cicatriz anastomética do grupo controle 5 dias (PO), demonstrando as

células marcadas com receptores para o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGFR) em cinza. FIGURA 7

2.5 Avaliagdo Imunohistoquimica

Para quantificacao das expressdes da metaloproteinase 9 e o VEGFr-1 foram
submetidas ao kit Advance (Dako®) no Laboratério de Patologia Experimental da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana. Os controles positivos que provam a
eficiéncia do anticorpo foram em amostras de placenta humana para
metaloproteinase 9 e artéria lesada para VEGFr. Os cortes foram desparafinizados
seguioas do bloqueio da peroxidase enddgena pela solucdo de peréxido de
hidrogénio e metanol 5%. A recuperacao antigénica foi feita em recuperador Imuno
Retriever (Dako®). A delimitagdo da area do corte foi feita com caneta hidrofobica
Dako pen (Dako®). As aliquotas de anticorpos para MMP-9 (metaloproteinase 9) e
para VEGFr foram pingados. Os cortes foram lavados e banhados por 15 minutos
em tampao TBS tris pH 7.3. Apés, os cortes receberam o Advance link (Dako®).
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Apés trinta minutos foram lavadas em tampao e receberam o Advance enzyme
(Dako®). Apos trinta minutos, os cortes foram lavados em tampao, secos e expostos
ao cromoégeno DAB na diluicdo 1:1 em tampéo, até a visualizacao da cor castanha.
Rapidamente foram lavadas em agua destilada para interromper a reagdo de
precipitacdo. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris durante
cinco minutos, seguida da lavagem em agua corrente. A desidratacdo com alcool
etilico absoluto foi seguida pela diafanizagdo com xilol.

Trés campos microscépicos com aumento total de 200 vezes representativos
da area anastomatica, foram capturados pelo sistema informatizado Image Pro Plus,
versdo 6.0, utilizando-se microscopio Olympus® BX-51, com polarizador de luz.
Através desse sistema foi possivel a quantificagdo da area ocupada por cada tipo de
complexo, ou seja, a expressdao da metaloproteinase 9 e o VEGFr na cicatriz

anastomoética.

2.6 Analise Estatistica

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado foi 5% (a = 0,05). Os calculos foram
realizados utilizando software estatistico Graph Pad Prism Version 3.0 for Windows,
San Diego - Califérnia, EUA. Os dados obtidos como é&reas ocupados pelos
elementos estudados foram comparados entre os dois grupos no trés momentos que

as amostras foram coletadas.

3 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

De acordo com os dados obtidos, ndo houve diferencas (p>0,05) entre os
grupos controle e meloxicam (COX), na fase proliferativa da cicatrizacdo da
anastomose do intestino delgado, resgatamos a hip6tese da integridade da ferida,
fato muito importante quando nos referimos a cicatrizagédo intestinal. Esta integridade
amparada pela disponibilidade de opcao terapéutica na modulacao inflamatéria e
conforto do paciente no pds-operatério imediato, oferta ao cirurgido seguranca ao
prescrever (GOGNY, 1999; ENBERG et al. 2006).
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Segundo Minossi et al. (1996), o meloxicam poderia levar ao retardo da
cicatrizagdo intestinal por dois mecanismos, o primeiro, inibindo a formagao das
prostaglandinas, e, consequentemente, retardando a regeneracdo celular e a
revascularizacao da cicatriz. O segundo, por um processo direto de injuria tecidual,
ao nivel mitocondrial dos enterdcitos, que favorece o aumento do processo
inflamatério através da proliferagdo e da translocacao bacteriana. Para avaliarmos
estas citagdes de Minossi, produzimos um estudo onde avaliamos o processo de
cicatrizacdo intestinal pela quantificacdo e qualificacdo do coladgeno e a
imunohistoquimica de fatores relacionados a neovascularizagdo. Este modelo de
estudo nos mostrou que a inibicdo ou a modulacao da sintese das prostaglandinas
pelo meloxicam, ndo afetou o processo de reparo da anastomose intestinal, quando
observados o comportamento das fibras de colageno tipo | e tipo Ill, bem como a
expressdao da metaloproteinase 9 e das células endotelias com receptores para o
VEGF (Fator de Crescimento Vascular Endotelial). Os elementos avaliados refletem

a fase proliferativa da cicatrizagdo incluindo a angiogénese.

Ao analisarmos os dados que se referem ao comportamento das fibras de
colageno | e Ill nos momentos cinco, dez e vinte e um dias de pds-operatorio,
observamos homogenidade dos dados (p>0,05), demonstrando que a fase
proliferativa da cicatrizacdo nao é afetada pelo meloxicam a ponto de alterar a
sinteses destas fibras (Tabela 1). Resultados semelhantes foram obtidos por Tognini
et al. (1999), bem como, os sinais de dor avaliados pelo autor em 1999, como a
perda de peso, perda de apetite e ericamento piloso no grupo controle, que também
foram relatados por Hellebrekers (2002), de forma subjetiva ao avaliar o sofrimento

animal.
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TABELA 1 — Médias e desvio padrao das somas das areas ocupadas pelas fibras

de colageno tipo | e tipo 11l dos cinco campos capturados na cicatriz anastomotica.

Grupo Controle Meloxicam
Média + Desvio padrao Média + Desvio padrao
5 dias - 2525 + 545.4 (n=7) 2293 +200.3 (n=7)
Colageno tipo 3
10 dias - 2267 + 377.7 (n=7) 4097 + 1562 (n=7)
Colageno tipo 3
21 - Colageno 2895 + 509.5 (n=7) 2986 + 607.8 (n=7)
tipo 3
5 dias - 907.0 + 188.5 (n=7) 753.5 £133.8 (n=7)
Colageno tipo 1
10 dias - 976.1 +177.1 (n=7) 2422 +741.3 (n=7)
Colageno tipo 1
21 - Colageno 1634 +294.4 (n=7) 1487 + 388.6 (n=7)
tipo 1

A leséao tecidual promovida pela enterectomia expde elementos sanguineos e
substancias da matriz extracelular, que funcionam como mediadores quimicos e
conduzem o processo cicatricial mediante aumento de células inflamatérias na
regidao da ferida. A segunda onda de mediadores sédo os bioprodutos da degradacgéao
do acido aracdonico. Esta segunda onda é primordial ao processo de reparo, pois
sao pré-inflamatérios. Os antiinflamatérios nao esteroidais podem diminuir esta
segunda onda de mediadores, interferindo no processo de cicatrizagdo (GRECA et
al. 2004; COSTA et al. 2003; BENNETT & SCHULTZ, 1993). A interferéncia na fase
inflamatéria pelo meloxicam, parece nao ser significativa ao processo de reparo dos
tecidos, talvez pelo fato de ser preferencial a inibicdo da cicloxigenase 2, que
acredita-se ser indutiva em lesdes teciduais e ao mesmo tempo nao inibir
completamente as cicloxigenases, comportando-se apenas como uma droga
moduladora (ENBERG et al. 2006; DENEUCHE et al. 2004; BERENGER et al.
2002). Todas estas informacdes citadas pelos autores quanto ao efeito modulador
do meloxicam sdo confirmadas neste estudo, pelo fato de néo ter sido observado
diferengas significativas (p>0,05) nos elementos avaliados que refletem a fase
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proliferativa da cicatrizacao dos animais submetidos a enteroanastomoses e tratados

ou nao com meloxicam.

Jones (1999) demonstrou que, inibidores seletivos e preferenciais para COX
2 inibem os efeitos da angiogénese. Outros estudos ainda sugerem que tanto a COX
1 como a COX 2 sao importantes na formag¢ao do colageno durante a cicatrizacao e
que sua deficiéncia pode produzir alteracdes no desenvolvimento do tecido de
granulacdo e reepitelizagdo, por inibicido da proliferacdo de queratindcitos
(BERENGER et al., 2002; LEE et. al., 2003; WILGUS et. al., 2003). Através desta
pesquisa, segundo os estudos histolégicos e imunohistoquimicos utilizados para
avaliar composicao do colageno na cicatriz e fatores que participam da angiogénese
o inibidor preferencial da COX 2, o meloxicam, ndo demonstrou alterar a

cicatrizacao.

Em 1975, Wise et al., evidenciaram a neovascularizacao entre o segundo € o
terceiro dias pés-operatério das enterectomias e Jiborn e colaboradores em 1980
confirmou que nas primeiras doze horas os fibroblastos atingiam a regido e
comecavam sua multiplicagdo, responsabilizando-se pela producédo total do
colageno intestinal, conforme confirmagdo de Graham et al. (1987) e Mori et al.
(1992). Do quinto ao décimo dia de pds-operatorio observam-se a deposicao
maxima do colageno e sua estabilizacao préxima a quantidade normal no décimo dia
pos-operatorio (JONSSON et al. 1987). Os eventos citados pelos autores foram
objetos deste estudo e justificam a metodologia utilizada na introducdo do

antiinflamatério no momento inicial da lesdo até o quarto dia pds-operatorio.

A angiogénese é um evento que marca a fase proliferativa da cicatrizagéo e, é
passivel de sofrer alteracbes por drogas antiinflamatérias nao esteroidais
preferenciais ou seletivos para COX 2, pela diminuicdo dos bioprodutos resultantes
da quebra do acido aracdénico (CLARK, 2006). Kerr (2007) citou os efeitos positivos
ao uso dos antiinflamatérios nao esteroidais preferenciais ou seletivos para COX 2, é
claro em agregar o beneficio a cicatrizagdo. Esta afirmacao de Kerr é amparada por
Fantoni & Mastrocinque (2004).Conforme Jiborn e colaboradores em 1980, no
terceiro dia pds-operatério a anastomose intestinal perde 72% a 95% da sua forca
original, devido a atividade intensa das metaloproteinases. Este dado coincide com
relatos de Wise (1975) que provam o inicio da angiogénese BM como Chain et al.
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(2004), Folkman e Shing (1992). Estas afirmacdées nos levaram a avaliar a
expressdao de uma metaloproteinase, a metaloproteinase 9 e a expressao da célula
endotelial com receptor para o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (Tabela 2).

TABELA 2 — Médias e desvio padrdao das somas das dareas ocupadas pelas
metaloproteinases 9 e células com receptores para o VEGFr, respectivamente, dos

cinco campos capturados na cicatriz anastomotica.

Grupo Controle Meloxicam
Média + Desvio padrao Média + Desvio padrao
5 dias VEGFR 1387 £ 501,4 (n=7) 1628 + 1236 (n=7)
10 dias VEGFR 3058 + 1047 (n=7) 3818 £ 541,4 (n=7)
21 dias VEGFR 1624 + 622,9 (n=7) 2264 + 834,1 (n=7)
5 dias MMP9 5255 + 1879 (n=7) 6322 + 2435 (n=7)
10 dias MMP9 4936 + 5341 (n=7) 901,5 +521,0 (n=7)
21 dias MMP9 5174 £ 1358 (n=7) 5430 + 1430 (n=7)

As metaloproteinases colaboram na inativagdo das células endoteliais com
receptores para o VEGF, como forma de manter em equilibrio a proliferacao
vascular. Ha homeostasia entre a presenca intensificada das metaloproteinases e da
ativacao das células endoteliais com receptores para VEGF. O VEGF é sintetizado
por macréfagos e a metaloproteinase 9 oriunda de neutréfilos, ou seja, ambos de
origem inflamatéria, liberados em resposta a mediadores inflamatérios (INGMAN et
al., 1994). O meloxicam inibe os mediadores inflamatérios, porém sem comprometer
0 papel destes componentes no processo de reparo.

Oliveira et al. (2007), demonstraram que o meloxicam diminuiu a expressao
de VEGF da doenca inflamatéria periodontal em ratos, fato que nao confere com
esta analise, talvez por nao se tratar do mesmo tecido e motivo da ativacéo

inflamatoéria.

A farmacocinética do meloxicam no rato é extremamamente semelhante a que
ocorre no homem, sendo este modelo animal mais adequado para comparacéo,

inclusive sendo escolhido para prognésticos clinicos. A ligacdo do farmaco as
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proteinas do plasma do rato é comparavel a do homem, porém outros animais,

incluindo o cao também sao favorecidos pelo modelo animal (BUSCH et al., 1994).

4 CONCLUSOES

O meloxicam nao interfere no processo de reparo de anastomoses intestinais

conforme a avaliacao da quantificacao das fibras de colageno tipo | e .

O meloxicam nao interfere no processo de reparo de anastomoses intestinais
conforme a avaliagdo da angiogénese pela expressdo da metaloproteinase 9
(MMP9).

O meloxicam nao interfere no processo de reparo de anastomoses intestinais
conforme a avaliacdo da angiogénese pela expressao das células endoteliais
com receptores do Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGFr).

Outros componentes da angiogénese devem ser avaliados, pois os efeitos
dos inibidores seletivos da COX 2 parecem inibir a angiogénese, segundo

diversos autores.
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