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A influéncia da nicotina na cicatrizacao de anastomoses do
intestino delgado em ratos: angiogénese e miofibroblastos
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RESUMDO

Objetivo: conhecer o efeito da nicotina sobre a angiogénese e formacao de miofibroblastos em anastomoses do intestino delgado de
ratos. Métodos: sessenta ratos Wistar foram divididos de maneira aleatéria em grupos Nicotina(N) e Controle (C), conforme o trata-
mento proposto. Cada grupo foi subdividido em trés subgrupos, de acordo com o intervalo de tempo utilizado para a avaliacéo (7, 14
ou 28 dias). O grupo N, com 30 animais, recebeu nicotina por via subcutanea, na dose de 2mg/Kg de peso, diluida em 0,3ml de solugao
salina a 0,9%, em duas aplicacoes didrias, durante 28 dias prévios a operacdo e por mais 7, 14 ou 28 dias, conforme o subgrupo. O
grupo C (igualmente com 30 animais) recebeu somente a solucao salina nas mesmas condicdes e intervalos de tempo. Apés 28 dias
efetuou-se, em cada rato, anastomose término-terminal a 10cm da flexura duodenojejunal. Apés 7, 14 ou 28 dias da cirurgia, os dez
animais de cada subgrupo foram eutanasiados, sendo que as areas anastomosadas, 1cm proximal a Tcm distal, foram encaminhadas
para contagem de vasos sanguineos e miofibroblastos, através de coloracdo imuno-histoquimica por aplicacao dos anticorpos monoclo-
nais antifator VIl e anti-alfa-actina muscular lisa. Resultados: a administracao de nicotina levou a diminuicdo do nimero de vasos san-
guineos aferidos no 282 dia pds-operatorio e do nimero de miofibroblastos aferidos no sétimo dia apos a realizacdo das anastomoses.
Conclusao: a administracdo de nicotina foi deletéria sobre a angiogénese e formacao de miofibroblastos em anastomoses do intestino

delgado de ratos.

Descritores: Cicatrizacdo. Nicotina. Intestino Delgado. Anastomose Cirurgica. Ratos.

INTRODUCAO

Com a crescente preocupacéo e o debate mundial
sobre os efeitos deletérios do tabaco no organismo
humano, muita atencdo tem sido direcionada as conse-
guéncias adversas da pratica de fumar. Os custos dire-
tos e indiretos relacionados com as doencas ligadas ao
tabagismo consomem consideraveis recursos destinados
a area de salde em nosso pais. As neoplasias, doencas
cardiovasculares e respiratorias associadas com o fumo
sdo bem documentadas. Entretanto, menor atencdo tem
sido dispensada as complicacdes cirurgicas relacionadas
ao cigarro™.

Embora produtos derivados do tabaco sejam
consumidos ha centenas de anos, somente no Século
XX observou-se acentuado aumento no seu consumo,
sendo o cigarro a forma mais importante de sua utili-
zacdo. Sua fumaca toxica possui mais de 5000 elemen-
tos, sendo que a nicotina é o principal componente
vasoativo, considerada a causadora da dependéncia do

fumante, pois reforca e potencializa a vontade de fu-
mar3>6,

O chamado tecido de granulacdo, essencial
para o desenvolvimento cicatricial sadio, surge no inicio
da segunda fase da cicatrizacdo, chamada de proliferati-
va, sendo composto principalmente por vasos sanguineos
neoformados (angiogénese) e fibroblastos modificados,
denominados miofibroblastos*. Enquanto a angiogénese
oferece suporte sanguineo adequado para o alto nivel
de atividade metabdlica que o processo de cicatrizacdo
requer, os miofibroblastos, por sua forca contratil, apro-
ximam as bordas do tecido lesado’.

Mosely e Finseth8, em 1977, chamaram a aten-
cdo, de maneira pioneira, para os efeitos indesejaveis
da nicotina na cicatrizacdo dos tecidos. Desde entao,
diversos estudos clinicos e experimentais vém tentando
explicar essas acoes, demonstrando que esta substancia
ocasiona deficiéncias em vérios fatores envolvidos no pro-
cesso cicatricial, em areas tao diversas, como a Cirurgia
Plastica® e a Ortopedia.

1 - Curso de Medicina da Universidade Positivo, Curitiba — PR, Brasil; 2 - Departamento de Cirurgia da Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR,
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Figura 1 - Administragdo de nicotina por via subcutanea.

Muito pouco se conhece ainda sobre a influén-
cia da nicotina na cicatrizacdo do trato digestivo, assim
como, dos possiveis mecanismos de acao envolvidos'®'3,

O objetivo deste estudo é analisar os efeitos da
nicotina no processo cicatricial de anastomoses do intes-
tino delgado de ratos, em relacdo ao nimero de vasos
sanguineos e de miofibroblastos presentes no tecido de
Cicatrizacao.

METODOS

Os procedimentos experimentais foram realiza-
dos no Centro de Pesquisas Cirurgicas do Programa de
Pés-Graduacao em Clinica Cirdrgica da Universidade Fe-
deral do Parana e o estudo imuno-histoquimico, no Ser-
vico de Patologia do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana e no Instituto de Pesquisas Médicas
(Ipem) do Hospital Universitario Evangélico de Curitiba,
sendo devidamente analisados previamente e aprovados
pelos comités de ética em pesquisa das instituicdes su-
pracitadas.

Neste estudo foram utilizados 60 ratos machos
Wistar, com idade variando de 160 a 200 dias (média de
180 dias) e peso entre 270 e 290g, procedentes do Insti-
tuto de Tecnologia do Parana (TECPAR), sendo mantidos
em ciclo dia/noite de 12 horas e na temperatura ambien-
te constante de 24°C. Os animais foram alimentados com
racao propria para a espécie e tiveram livre acesso a dgua
durante todo o experimento.

Os ratos foram divididos, de maneira aleatéria,
em dois grupos: Grupo N, com 30 animais, submetidos
a aplicacdo de nicotina; e Grupo C, igualmente com 30

ratos, que serviu como controle. Cada grupo foi dividido
em trés subgrupos, contendo dez ratos cada. Denomi-
naram-se por N7, N14, N28, C7, C14 e C28, segundo o
tempo de avaliacdo pés-operatéria.

No grupo N foi administrada nicotina (Nicotine
di-tartrate salt — Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) por via
subcutanea (figura 1) e na dosagem de 2mg por Kg de
peso, duas vezes ao dia (12/12 horas), diluida em 0,3ml
de solucéo fisioldgica a 0,9% e ajustada para pH 7,4, por
um periodo inicial de 28 dias prévios ao procedimento
cirargico. No grupo C procedeu-se de maneira idéntica,
substituindo-se a nicotina por solucéo fisiolégica a 0,9%.
Os ratos foram pesados semanalmente e a dose de nico-
tina ajustada, quando necessario. Tal dosagem foi esta-
belecida apds célculo para que a quantidade de nicotina
fosse equivalente a duas carteiras de cigarros por dia em
um humano adulto.

No 28¢ dia de aplicacao retirou-se a racao por
12 horas prévias a operacdo, mantendo-se dgua com
livre acesso. O procedimento operatério aconteceu no
dia seguinte.

Os ratos foram submetidos a anestesia inala-
téria com halotano em campanula fechada. De maneira
asséptica realizou-se laparotomia mediana de 4cm de ex-
tensdo. Foram realizadas anastomoses a 10cm da flexura
duodenojejunal, realizando-se seccao transversa da alca
isolada e anastomose término-terminal, construida com
fio de polipropileno 6-0, em plano Unico de sutura, com
pontos totais separados, no total de oito pontos (figura
2). A parede do abdémen foi suturada com dois planos
de sutura, em chuleio continuo, com fio multifilamentar
de poliglactina 3-0. Os animais receberam livre acesso a
agua imediatamente e a racdo 12 horas ap6s o procedi-
mento operatorio.

A administracdo de nicotina ou solucao fisio-
l6gica manteve-se até mesmo no dia da operacao e por
mais sete, 14 ou 28 dias, conforme o subgrupo do animal
e nas mesmas condicoes ja relatadas, quando realizou-se
nova anestesia inalatoéria e retirada do segmento anasto-
mosado, considerando a medida de 1cm proximal e 1cm
distal a anastomose realizada, sendo a peca acondiciona-
da em formol tamponado.

Para a coloracdo imuno-histoquimica aplica-
ram-se os anticorpos monoclonais antifator VI (Policlo-
nal, Cédigo 0082 — DakoCytomation — Carpinteria, USA),
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Figura 2 - Construcao da anastomose no intestino delgado. A) instestino integro, B) seccdo da alca intestinal, C) confec¢do da anastomose.

e anti-alfa-actina muscular lisa (Monoclonal, Cédigo
MO0851 — DakoCytomation — Carpinteria, USA). A positi-
vidade para miofibrobastos foi identificada nas areas de
pigmentacao acastanhada. Controles positivos e negati-
vos foram utilizados.

Com relagdo ao nimero de vasos sanguineos,
a identificacdo foi efetuada pela contagem das estruturas
circulares coradas positivamente pelo anticorpo antifator
VIIl, que revela as células endoteliais da camada intima
dos vasos. A contagem foi feita na area da anastomose,
em uma extensao de 10mm proximal e distalmente a esta
(total de 20mm com a anastomose inclusa), utilizando-se
objetiva de 10x.

Quanto a quantificacao dos miofibroblastos,
contou-se as células coradas positivamente pelo an-
ticorpo anti-alfa-actina muscular lisa em um campo
de grande aumento (objetiva de 40X), justoanasto-
moético. As imagens digitalizadas foram capturadas
e analisadas pelo programa /mage Pro Plus (Media
Cybernetics, Califérnia, USA), por meio da ferramen-
ta “Measures”.

Para cada uma das variaveis quantitativas ado-
tou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, no ni-
vel de significancia de 5%.

RESULTADOS

A avaliacdo do numero de vasos sanguineos na
area da anastomose nas diversas fases do pés-operatério
pode ser vista na tabela 1. A administracdo de nicotina
levou a diminuicdo do numero de vasos sanguineos afe-
ridos no 280 dia pos-operatério e do nimero de miofi-
broblastos aferidos no sétimo dia apés a realizacdo das
anastomoses.

O aspecto microscopico dos vasos sanguineos
com positividade para antifator VIIl € mostrado na figura 3.

A quantificacdo dos miofibroblastosnas di-
versas fases do pos-operatorio é mostrada na tabela 2.
Imagem do miofibroblasto corado pelo anticorpo anti-
-alfa-actina é vista na figura 4.

DISCUSSAO

Observou-se neste experimento que a utiliza-
¢ado de nicotina, na metodologia determinada, levou a
diminuicdo estatisticamente significativa do numero de
vasos sanguineos no 28¢ dia pds-operatoério e do nimero
de miofibroblastos no sétimo dia apdés a realizacdo das
anastomoses. De forma semelhante, diversos estudos an-
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Figura 3 - Vasos sanguineos com intima corada em marrom, revelando
positividade para antifator VIll (Magnificacdo original 100X).

teriores determinaram que esta droga atua negativamen-
te no processo de cicatrizacdo em diversos tecidos, provo-
cando vasoconstricdo tissular, diminuicdo da proliferacao
de linfocitos, fibroblastos e coldgeno, entre outros'#2'. Os
linfécitos sao fonte importante de producao de citocinas
indutoras de angiogénese, portanto a diminuicdo destes,
por efeito da nicotina’®, pode levar a diminuicdo da for-
macao de novos vasos sanguineos no tecido cicatricial,
como observado neste estudo. E importante lembrar que
0 oxigénio carreado pelos novos vasos é fator fundamen-
tal na sintese da proteina colageno, principal responsavel
pela resisténcia no tecido cicatricial. Portanto, diminuicdo
da angiogénese, com consequente déficit de oxigénio no
tecido cicatricial pode ser uma das explicacbes para a di-
minuicdo da producdo de colageno e forca de ruptura
na regiao de anastomoses intestinais, identificadas por
estudos anteriores®”’.

Desta forma, a nicotina pode exercer efeito ini-
bidor sobre a angiogénese através de variados mecanis-

Tabela 1 - NUumero de vasos sanguineos no 72, 142 e 282 dias de pds-
-operatdrio

Figura 4 - Miofibroblastos corados em marrom utilizando-se anticorpo
anti-alfa-actina muscular lisa, apresentando formato poli-
gonal, com projecées citoplasmaticas e nucleos vesiculosos
(Magnificacao original 400X).

mos: a- inibicdo dos fatores angiogénicos, seja por acdo
negativa direta no mecanismo de liberacdo dos mesmos,
seja por acdo deletéria nas células que os produzem,
como linfocitos e fibroblastos>'3'81°: b- acdo deletéria di-
reta sobre as células endoteliais>'"'°.

A nicotina diminui ainda a formacéo de fibro-
blastos no processo cicatricial de anastomoses intestinais,
0 que explica o déficit da proteina colageno, principal
responsavel pela forca de ruptura local>'3, pois estas cé-
lulas sao a principal fonte de producdo daquela proteina.
Como os fibroblastos sdo as células precursoras dos mio-
fibroblastos, cuja principal funcdo é promover a aproxi-
macao das bordas da ferida cicatricial, a propria formacao
destes Ultimos estaria também comprometida.

A nicotina pode, portanto, exercer efeito ne-
gativo sobre a multiplicacdo dos miofibroblastos através
de diferentes mecanismos: a- inibicdo dos fibroblastos,
precursores dos miofibroblastos, seja por acao direta,
seja por diminuicdo da taxa de oxigénio no sitio da lesao,

Tabela 2 - Quantificacao do numero de Miofibroblastos no 72, 142 e
282 dias de pos-operatorio.

Numero

NUmero de

de vasos Grupo Média + DP Valor de p miofibroblastos Grupo Média + DP Valor de p
7 dias Controle 170,89 + 57,74 1,0000 7 dias Controle 19,67 + 6,16 0,0206
Nicotina 159,33 + 72,46 Nicotina 13,63 +2,62
14 dias Controle 177,56 + 126,66 0,2973 14 dias Controle 16,75+ 6,16 0,6730
Nicotina 107,89 + 59,24 Nicotina 17,89 + 5,99
28 dias Controle 118,67 + 71,48 0,0027 28 dias Controle 16,67 + 6,06 0,0027
Nicotina 62,11 + 57,26 Nicotina 14,63 + 3,89
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dificultando a multiplicacdo e a funcao destas células';
b- inibicdo de células produtoras de citocinas estimulan-
tes da proliferacao fibroblastica, como os macréfagos e
linfocitos'.

Pelo exposto, diversos podem ser os mecanis-
mos através dos quais a nicotina pode exercer efeitos
prejudiciais ao processo cicatricial normal. Estes deverdo

ser esclarecidos por futuros estudos, pois ainda nao ha
estudos suficientes e anteriores na literatura que tenham
feito esta analise para comparacao.

Em conclusédo, conforme os dados demonstra-
dos pelo presente estudo, a administracao de nicotina foi
deletéria sobre a angiogénese e formacdo de miofibro-
blastos em anastomoses do intestino delgado de ratos.

ABSTRACT

Objective: to know the effect of nicotine on angiogenesis and myofibroblast formation in anastomoses of the small bowel of rats.
Methods: we randomly divided 60 Wistar rats into the groups Nicotine (N) and control (C), according to the proposed treatment. Each
group was subdivided into three subgroups according to the time interval used for the evaluation (7, 14 or 28 days). The N group with
30 animals received nicotine subcutaneously at a dose of 2mg/kg body weight, diluted in 0.3ml of 0.9% saline, twice daily for 28 days
prior to the operation, and for more 7, 14 or 28 days, depending on the subgroup. The C group (also 30 animals) received only saline
on the same conditions and time intervals. After 28 days we carried out an end-to-end anastomosis 10cm distal to the duodenojejunal
flexure in each rat. After 7, 14 or 28 days after surgery, we euthanized ten animals of each group, sent specimens of the anastomosis
areas, 1cm proximal to Tcm distal, to counting of blood vessels and myofibroblasts through immunohistochemical staining by the
application of monoclonal anti-factor VIl antibodies and anti-smooth muscle alpha-actin. Results: the administration of nicotine led to
the decrease in the number of blood vessels measured on the 28th postoperative day and the number of myofibroblasts measured on
the seventh day following completion of the anastomoses. Conclusion: administration of nicotine was deleterious on angiogenesis and
myofibroblast formation in rats’ small intestine anastomoses.

Keywords: Wound Healing. Nicotine. Intestine, Small. Anastomosis, Surgical. Rats.
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