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O diabetes: uma doenga antiga

Os primeiros relatos sobre o diabetes datam de 1500 antes de
Cristo. Neste periodo, o papiro egipcio de Ebers ja descrevia uma doenga que
causava a passagem de muita urina através dos rins (CAHILL, 1985).

Apesar de Celsus, entre 30 e 50 D.C., também ter reconhecido a
doencga, foi somente em 250 D.C. que o médico grego Aretaeus da Cappaddcia,
deu o nome diabetes a doenga, que significa sifao, referéncia a eliminagéo
exagerada de agua pelos rins (CAHILL,1985).

Em 1674, o médico inglés Thomas Willis constatou que os individuos
com os sintomas descritos por Aretaeus tinham a urina “como que misturada com
mel e acucar”. Foi adotado, entdo, o nome Diabetes mellitus, embora apenas 100
anos apos, Dobson em 1774 tivesse demonstrado que esta caracteristica da urina
devia-se realmente ao acucar. Finalmente, em 1815, o médico Michel Chevreul
comprovou que O agucar em excesso nos diabéticos era a glicose (CAHILL,
1985).

Muitos séculos se passaram desde esses primeiros relatos historicos
sobre o diabetes, sem que houvesse qualquer avango nos conhecimentos sobre a
doenca, até que na metade do século XIX, comegou a ser estabelecida a
associacao entre diabetes e disturbios nas células beta pancreaticas. As ilhotas
pancreaticas foram descritas pela primeira vez por Brockman, com estudos em
peixes. Mas foi Langerhans, em 1869, que realizou a descricdo completa destas
células, em péancreas de mamiferos, dando-lhes o nome de ilhotas de
Langerhans. Em 1889, os alemaes Mering & Minkowski descobriram que a
remogao cirurgica do pancreas produzia diabetes em caes, e em 1901, o
americano Opie fez os primeiros relatos de que as células beta, contidas nas
ilhotas pancreaticas, encontravam-se danificadas em pacientes que morriam da
doenca (MERING e MINKOWSKI, 1889; CAHILL, 1985).

Em 1921, um grande avango acerca do diabetes foi alcangado pelo
cirurgidao canadense Frederick Banting e seu assistente Charles Best, até entédo
um estudante de medicina, quando descobriram que extratos ativos, preparados a
partir do tecido pancreatico, eram capazes de diminuir os elevados niveis de

glicemia quando administrados em caes diabéticos. Mais tarde, extratos de tecido
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pancreatico foram purificados por Collip, recebendo o nome de insulina, palavra
de origem latina, que significa ilha, como referéncia as ilhotas pancreaticas
(BANTING e BEST, 1922; CAHILL, 1985).

O diabetes: um problema de saude publica mundial

Com a descoberta da insulina criou-se uma enorme expectativa na cura
do diabetes. No entanto, logo se constatou que o uso da insulina n&o diminuia a
mortalidade associada a doenga (TOKUHATA et al., 1975; FULLER et al., 1983;
MELTON et al., 1983; KROLEWSKI e WARRAM, 1985), e também n&o era capaz
de evitar a morbidade decorrente das lesdes cronicas do diabetes sobre vasos,
rins, retina e nervos (CAHILL, 1976; KNATTERUD et al., 1978;
TCHOBROUTSKY, 1978; KOLATA, 1979; SIPERSTEIN, 1983).

Por conta disto, o diabetes ainda € hoje um problema de saude publica
mundial. Dados da Organizagdo Mundial de Saude registravam em 2000, 171
milhdes de diabéticos no mundo. Estimativas desta mesma organizagéo indicam
que em 2030 serao 366 milhdes de casos, responsaveis por 10% das despesas
de saude do planeta. No Brasil, a prevaléncia do diabetes é de 7,6%, o que
corresponde a mais de 13 milhées de pessoas, das quais 10% sao diabéticas do
tipo I, e 50% desconhecem serem portadores desta patologia; sendo
provavelmente identificados, no futuro, através de alguma complicagdo da
doencga. Segundo o ultimo Consenso Brasileiro sobre Diabetes (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2002), o diabetes € a sexta causa mais frequente
de internagao hospitalar no Brasil, contribuindo em 30 a 50% para outras causas
de internacdo, como: cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca, acidente
vascular cerebral e hipertensao arterial; é responsavel por 30% das internagées
com dor precordial, em unidades coronarianas; € a principal causa de amputacao
dos membros inferiores e de cegueira adquirida, sendo que 26% dos pacientes
que iniciam dialise sao diabéticos.

Frente a essa dura realidade, torna-se imprescindivel a melhor
compreensdao dos mecanismos fisiopatologicos do diabetes e de suas
complicagcdes, a procura de um tratamento capaz de controlar as alteracdes
endocrino-metabdlicas causadas pela doenca, bem como as lesdes crbénicas

sobre os diferentes 6rgaos. Neste sentido, os estudos sobre o diabetes,
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realizados através dos diferentes modelos-animais existentes, tém prestado
relevante trabalho na elucidacdo das muitas duvidas sobre a doencga, sendo por

isso, considerados extremamente necessarios.

O diabetes e a cicatrizacao das feridas biolégicas

Apesar do mito arraigado na cultura médica e popular de que os
“diabéticos cicatrizam mal suas feridas”, sdo poucos os estudos que comprovam,
de maneira clara, os reais efeitos da doenga sobre o processo biolégico de
reparacao das feridas. Sabe-se, porém, que metade dos pacientes diabéticos
necessitara de um procedimento cirurgico durante suas vidas, e que
aproximadamente 25% deles terdo sua doenca identificada neste momento
(ROSENBERG, 1990).

Sabe-se que o diabetes retarda o fechamento e a contracao da ferida
cirurgica, atua negativamente sobre os granulocitos, sobre a quimiotaxia dos
leucocitos e macrofagos, interfere no metabolismo do colageno, nas células
vermelhas do sangue, e nas caracteristicas biomecanicas da ferida cirurgica
(ROSENBERG,1990; EKMEKTZOGLOU e ZOGRAFOS, 2006).

Por outro lado, apesar da existéncia de multiplos protocolos de estudos
sobre as alteracbes da cicatrizacdo no diabetes, os resultados destas pesquisas
ainda sao muito variaveis ou até mesmo conflitantes. Por isso, a partir de 1999,
na busca de respostas para muitas duvidas ainda nao elucidadas, houve em
nossa universidade a fusdo de dois grupos de pesquisa experimental, o de
diabetes e o de cicatrizacio.

Nossa primeira duvida era saber se o diabetes seria capaz de provocar
uma alteragao primaria nos tecidos, levando a um retardo na cicatrizagao. A outra,
se este eventual retardo na cicatrizagdo seria consequéncia de uma
colagenogénese imperfeita, apds a agressao cirurgica. Tentando resolver estas
questdes, ndés estudamos os efeitos do diabetes sobre o intestino delgado e
intestino grosso de ratos diabéticos aloxanicos, sem agressao cirurgica, € nao se
observou alteragdes significativas entre os grupos de animais controles e
diabéticos, em relagdo as dosagens quantitativas de hidroxiprolina e proteina
tecidual total, bem como, nos estudos biomecanicos da parede intestinal (PAIVA,

2001). Logo, se o diabetes por si s6, ndo era capaz de provocar alteragées nos
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parametros de cicatrizacdo antes da agressao cirurgica, o proximo passo foi
estudar quais alteragbes seriam provocadas pela doenga apos o ato cirurgico.
Este trabalho foi realizado por Machado em 2002, que estudou os mesmos
parametros acima descritos, em ratos diabéticos aloxanicos, submetidos a
anastomoses no ileo terminal e no cdélon distal, e relatou que apesar da grande
diferenca observada nos estudos biomecénicos (forga de ruptura e coeficiente de
rigidez), entre animais diabéticos e controles, estas diferengcas ndo foram
acompanhadas por alteragdes significativas nas dosagens quantitativas de
hidroxiprolina e proteina tecidual total. Estes fatos apontaram para provaveis
alteragdes qualitativas das fibras colagenas neoformadas, em animais diabéticos,
em relagdo a animais normais, submetidos aos mesmos procedimentos
cirargicos.

Assim, baseados nas premissas de que o diabetes nao altera,
primariamente o tecido intestinal normal de ratos de laboratério, e nem tampouco
modifica a quantidade de colageno tecidual presente nas cicatrizes intestinais,
achamos oportuna a realizagdo de um estudo que pudesse explicar, por que,
entdo, a forgca de ruptura se mostrou significativamente diminuida em animais
diabéticos operados, quando confrontada com animais controles normais.

Em busca desta resposta, utilizamos uma metodologia de investigagao
nunca antes usada em estudos de anastomoses intestinais realizadas em ratos
diabéticos, qual seja a avaliagdo de anastomoses do ileo terminal e do cdlon
distal, a microscopia eletrbnica de varredura, apds um processo de digestdo das
organelas citoplasmaticas, com preservacao apenas da estrutura do colageno. As
imagens obtidas foram submetidas ao calculo da dimensé&o fractal do arranjo
estrutural do colageno da cicatriz, na tentativa de tornar objetiva a avaliagado das
possiveis variagcdes qualitativas desta estrutura. Com este mesmo objetivo, foi
realizado um estudo morfométrico com a medida da area ocupada pelo colageno,
na anastomose, em laminas coradas pelo método de picrosirius, o qual permite

boa coloragao das fibras colagenas.

O uso da dimensao fractal na biomedicina

Um dos grandes debates ocorridos na Fisica, durante o século XX, diz

respeito, de um lado, as concepg¢des deterministicas e reducionistas sobre o
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universo, e de outro, daquelas incertas e probabilisticas. No auge desse debate,
nas décadas de 60 e 70, surgiram a Teoria do Caos e a Geometria Fractal,
fazendo emergir os conceitos de caos, fractais e complexidade, propostos pelo
matematico polonés Benoit Mandelbrot, e também por outros que o seguiram, em
complementacao a tradicional Geometria Euclidiana e aos sistemas ideais da
ciéncia ortodoxa. Mandelbrot baseou-se no fato de que muitos padrbes da
natureza sao tao irregulares e fragmentados, que comparados a matematica
Euclidiana, estes fenbmenos exibem um grau de complexidade ndo somente
maior, mas também completamente diferente. A existéncia destes padrdes
desafiou Mandelbrot e seus seguidores a estudar as formas que a matematica
Euclidiana deixou de lado, aquelas conceituadas como “sem forma”, propondo-se,
assim, a definir a morfologia do “amorfo” (MANDELBROT, 1983).

O ensino e a pesquisa da Fisica Aplicada e da Biofisica tém sofrido
alteragbes surpreendentes, desde entdo, incorporando 0s novos conceitos
surgidos e forgando uma mudanga de paradigma na ciéncia, em fungdo da nova
epistemologia emergente.

O termo fractal, batizado por Mandelbrot, veio do latim fractus, que
significa fracionado, irregular, e aplica-se a objetos no espaco, ou a flutuagdes no
tempo, os quais possuem uma forma de auto-similaridade que ndo podem ser
descritas em uma unica escala absoluta de medida (MANDELBROT, 1983;
KLONOWSKI, 2000).

Na visao da nova ciéncia, a natureza é um sistema dinamico, complexo
e adaptativo (SDCA) e, como tal, extremamente sensivel as condigdes externas
(BERGE et al., 1995; BAR-YAM, 1997). Um sistema adaptativo complexo se
caracteriza por ser constituido de um conjunto de agentes individuais, com
liberdade para agir, de modo nem sempre totalmente previsivel, cujas agdes sao
interconectadas de tal forma, que a agdo de um agente altera o contexto de
outros agentes (WILSON e HOLT, 2001). O americano Edward Lorenz fez essa
descoberta na década de 60, quando estudava os sistemas meteoroldgicos,
dando o nome de Efeito Borboleta (EB) a extrema sensibilidade dos diversos
agentes, as condigdes iniciais ou externas, que ocorrem em sistemas desse tipo.
Lorenz percebeu que, geralmente, o algoritmo linear produz um padrdo mais
simples, enquanto que o né&o-linear produz um padrdo complexo, que significa

“aquilo que é tecido em rede”. Um procedimento simples e repetitivo, que usa
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uma equagao nao-linear, pode produzir, entretanto, um padrdo ou sistema
complexo, o que serve de base para a compreensao dos fractais - padrées que
apresentam auto-similaridade nas diferentes escalas -, e dimensao fracionada
igual, em qualquer uma delas (LORENZ, 1963). Nos anos seguintes, para
desespero dos reducionistas, descobriu-se, que qualquer sistema natural, e
mesmo alguns artificiais, sdo complexos, ou seja, tecidos em rede e formando
padrbes cadticos, sujeitos aos EB. Para compreendé-los melhor, indica-se
conhecer o procedimento simples e repetitivo que |hes formou e calcular sua
dimenséao fracionada (LIEBOVITCH, 1998).

E somente quando os graus de liberdade dos SDCA se reduzem,
fixando-se as variaveis em jogo, que eles tendem a se simplificar, reduzir e a
formar os Sistemas Simples (SS) - os assumidos pela ciéncia classica. Em geral,
um sistema sera tdo mais fechado quanto mais perto estiver das condicées de um
SS e tao mais aberto quanto mais proximo de um SDCA. Os SS vivem proximos
ao equilibrio, tém pouca flexibilidade e criatividade, sendo pouco sensiveis as
condigdes externas, enquanto que os SDCA vivem longe do equilibrio e
apresentam grande liberdade, flexibilidade, criatividade e, consequentemente,
mais vida, sendo muito sensiveis aos EB de varios tipos (PRIGOGINE, 1996;
GUERRINI, 2003).

Interessa ao pesquisador do século XXI conhecer os padroes
complexos formados pelos SDCA, no tempo e no espaco, sabendo que quanto
mais aberto o sistema, mais dificil de serem previstas suas formagdes futuras.
Esses padrbes, geralmente s&o identificados com as estruturas ja mencionadas,
chamadas de fractais ou os padrées do caos, também chamados de atratores
caoticos, dindmicos ou estranhos. Ha, portanto, no estudo de um sistema natural,
e dos padrdes por ele formados, uma necessidade de se conhecer os varios tipos
de fractal e suas caracteristicas, usando metodologias adequadas para se medir
sua dimenséo, a qual esta, quase sempre, ligada as propriedades do sistema que
o produz (WALDROP, 1992; MAINZER, 1994).

Os fractais sao imagens do caos, isto é, sdo padrbes que ocorrem nos
fendbmenos naturais tais como infiltracdo de fluido em meios porosos nao
saturados, fluxo de carros, batimentos cardiacos, linhas costeiras, formas
irregulares e outros muitos exemplos. Os contornos simples tém uma dimensao

fractal tedrica de 1,0. Os circulos e as linhas anguladas, embora sejam formas
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tedricas simples, sdo formas aproximadas em imagens digitais e na realidade tém
dimens&o com maior complexidade. Figuras com maior complexidade de contorno
tém resultados acima de 1,0 (Figura 1).

No presente estudo, supde-se que haja alteragcdo do padrao de arranjo
das fibras colagenas, nas areas correspondentes as anastomoses intestinais de
maneira diferente entre ratos diabéticos e nao diabéticos, sendo, portanto, pela

sua complexidade, passivel de avaliagao pela dimenséo fractal.

g

L
E“ru(njw'\.:
L

I

1,0 1,262 2,0 1,5 1,585

Figura 1. Exemplos de fractais e suas respectivas dimensdes de complexidade.
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Este trabalho teve como objetivo avaliar se o diabetes pode alterar:

- qualitativamente, o arranjo estrutural do colageno presente no
processo de reparagao de anastomoses intestinais realizadas no ileo terminal e
no colon distal de ratos diabéticos aloxanicos, a microscopia optica e microscopia
eletrbnica de varredura;

- quantitativamente o colageno presente nas anastomoses através da
analise morfométrica da area preenchida pelo colageno na cicatriz a partir das
imagens obtidas na microscopia Optica, e do calculo da dimensao fractal do
arranjo do colageno a partir das imagens obtidas na microscopia eletronica de

varredura.

Erika Paiva Ortolan
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1. Animais utilizados e grupos experimentais

No presente estudo foram efetivamente utilizados 192 ratos alogénicos,
da raca Wistar, machos, adultos, sadios ao exame clinico, pesando entre 200 e
300 gramas, com aproximadamente trés meses de idade, fornecidos pelo Biotério
Central do Campus de Botucatu — Unesp.

Os animais foram distribuidos por sorteio em quatro grupos
experimentais: 48 animais compuseram o grupo normal submetido a anastomose
no ileo (G1, nao diabético, operado no ileo), 48 animais constituiram o grupo
normal submetido a anastomose no célon (G2, nao diabético, operado no
coélon); 96 animais compuseram os grupos com diabetes, obtidos através da
injecdo endovenosa de aloxana (5,6 dioxiuracil monohidrato)', onde 48 formaram
0 grupo submetido a anastomose no ileo (G3, diabético, operado no ileo) e 48
constituiram o grupo submetido a anastomose no colon (G4, diabético, operado
no célon).

Cada um dos quatro grupos experimentais foram ainda subdivididos em
quatro subgrupos de animais, com 12 animais cada um, para serem avaliados e

sacrificados conforme descrito no item 3.3.

2. Parametros analisados

Na presente investigacdo foram analisados parametros relacionados ao

diabetes e a cicatrizagao.

2.1. Parametros relacionados ao diabetes

= Evolugéo clinica: aspecto geral, peso corporal, ingestédo hidrica, ingestao

alimentar e diurese

= Exames bioquimicos: glicemia de jejum e glicosuria

1 Alloxan — Sigma Chemical Co — St. Louis — USA.
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2.2. Parametros relacionados a cicatrizagao

= Estudo histopatoldgico:

- analise qualitativa das anastomoses a microscopia Optica

- analise morfométrica a microscopia optica da densidade das fibras
de colageno, com calculo da area ocupada pelo colageno na cicatriz.

- analise ultraestrutural das fibras de colageno a microscopia
eletrbnica de varredura, com subsequente digitalizagdo e tratamento das
imagens para calculo da dimensao fractal do arranjo do colageno presente

na cicatriz.

3. Delineamento experimental

3.1. Adaptacgao, indugao do diabetes, selegao e sorteio dos grupos

Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de
Botucatu, sob protocolo numero 359/2003.

Oriundos do Biotério Central da Unesp, os animais foram inicialmente
acomodados no Laboratério de Cirurgia Experimental em caixas de poliuretano,
em grupos de 4 animais por caixa, sendo oferecidas ragao e agua ad libitum.

Permaneceram nestas condigdes por um periodo de adaptacédo de 7
dias, quando foram tratados profilaticamente, por trés dias, de verminoses, com
mebendazol (25mg/kg de peso/dia), adicionado a agua de beber.

Terminado o periodo de adaptacdo, os animais foram inicialmente
sorteados em dois grupos experimentais (1° sorteio): o primeiro, destinado aos
animais que permaneceram como controles (grupo normal ndo diabético), e o
segundo, destinado aos animais que foram submetidos a indugdo do diabetes
experimental com aloxana (grupo diabético). Apdés a indugdo do diabetes, os
animais foram acompanhados por 14 dias, quando foram colocados em gaiolas
metabdlicas no 7° e 14° dias apos a injegao de aloxana, visando a selegdo dos
animais diabéticos graves, conforme critérios clinicos e laboratoriais previamente
estabelecidos (item 4.2). A sequéncia dos procedimentos desta etapa esta

ilustrada na figura 2.
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Biotério Central

!

Lab Experimental

l adaptacao

— | |
0 7 8 15 22
1° sorteio

Inducao do diabetes Gaiola metabdlica

(selegao diabéticos graves)

Figura 2. Sequéncia inicial dos procedimentos executados com os animais.

3.2. Periodo de diabetes e selegdao dos procedimentos cirurgicos

Apds o 14° dia da inducado do diabetes, tanto os animais controles nao
diabéticos, como aqueles aprovados nos critérios estabelecidos para o
diagnostico de diabetes grave, foram acompanhados durante 3 meses. Durante
este periodo, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas ao término do
1° e 3° més de seguimento.

Completados os 3 meses, os animais foram novamente sorteados (2°
sorteio) para a selecdo dos animais a serem submetidos a anastomoses
intestinais no ileo (G1 e G3, grupos controle normal e diabético, respectivamente)
e a anastomoses intestinais no célon (G2 e G4, grupos controle normal e

diabético, respectivamente)
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3.3. Momentos de avaliagao e sacrificio

Definidos os grupos e os procedimentos cirurgicos, foi realizado um 3°
sorteio para a definicdo dos quatro periodos ou momentos de investigacao, a
saber (figura 3):
= M1: 3 meses e 4 dias apos a inducéo do diabetes ou de seguimento ( 4°
dia de pos- operatorio);
» M2: 3 meses e 14 dias ap6s a indugéo do diabetes ou de seguimento (14°
dia de pds- operatorio);
= M3: 3 meses e 21 dias ap6s a indugao do diabetes ou de seguimento (21°
dia de pos- operatorio);
* M4: 4 meses apos a indugdo do diabetes ou de seguimento (30° dia de

pos-operatorio).

Cirurgia M1 M2 M3 M4

t 1 I |
3°’més 4°PO 7°PO 21° PO 30° PO

Figura 3. Sintese das etapas cumpridas nesta fase, nos quatro grupos

experimentais.

Em cada um destes momentos de avaliagdo, 12 animais de cada grupo
experimental foram submetidos a avaliagado de paradmetros clinicos e laboratoriais,
sendo sacrificados a seguir. Destes 12 animais sacrificados em cada momento, 6
foram sorteados para o estudo histopatolégico a microscopia Optica e analise
morfométrica da area ocupada pelas fibras colagenas na cicatriz, e 6 foram
sorteados para o estudo da anastomose a microscopia eletrbnica de varredura e

posterior calculo da dimenséo fractal do arranjo estrutural do colageno.
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4. Técnicas utilizadas

4.1. Anestesia

Os procedimentos cirurgicos, incluindo os utilizados para o sacrificio
dos animais, foram realizados com o uso do pentobarbital sodico?, administrado

na dose de 30mg/kg de peso corporal por via intraperitoneal.

4.2. Indugao do diabetes experimental

O diabetes experimental foi induzido pela administragdo de uma
solugéo de aloxana a 2% por via endovenosa, na dose unica de 42mg/kg de peso
corporal, utilizando-se uma das veias da cauda do animal.

Apoés jejum alimentar de 12 horas, com fornecimento de agua ad
libitum, cada rato foi colocado em uma caixa aquecida com lampada elétrica por
um periodo de aproximadamente 10 minutos (tempo necessario a dilatacdo das
veias da cauda). A seguir, o animal foi contido em uma pequena caixa individual,
ficando com sua cauda exposta. A droga foi inoculada por pungao de uma das
veias da cauda, utilizando uma agulha de calibre 13,0 x 4,5 mm. Decorridos 30
minutos, os animais foram realimentados normalmente.

Neste estudo foram considerados diabéticos graves apenas os animais
que apresentaram glicemia de jejum acima de 200mg/dl e glicose urinaria maior
que 3+, em duas dosagens sucessivas (7 e 14 dias apos a indug¢ao). Também
foram avaliados parametros clinicos, como: perda de peso, aumento relevante da
ingestao hidrica e diurese. Animais que nao preencheram os critérios laboratoriais
acima citados foram descartados do estudo, com ou sem parametros clinicos de

diabetes.

2 Cristalia Produtos Quimicos Farm. Ltda — Itapira - SP
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4.3. Pré-operatoério

Na véspera dos procedimentos cirurgicos, todos os animais foram
submetidos a jejum de 12 horas com fornecimento de agua ad libitum.

No dia da cirurgia foi realizada tricotomia ampla do abddémen e
procedida anti-sepsia com alcool iodado a 2%. Todos os procedimentos cirurgicos

foram realizados em condi¢des limpas, porém nao estéreis.
4.4. Cirurgia

Todos os animais foram submetidos a incisdo abdominal mediana de 5
cm de extenséo, interessando inicialmente pele e subcutaneo, e posteriormente, o
plano musculo-aponeurdtico. A sintese destes planos foi realizada na ordem
inversa da abertura, com sutura em pontos separados, distantes 3 mm um do
outro, utilizando fio monofilamentar de nylon 5-0°, com agulha triangular de 1,0cm.

Para a realizagdo das anastomoses no intestino delgado, o ileo terminal
foi seccionado transversalmente a 5 cm da valvula ileocecal. Para as
anastomoses realizadas no intestino grosso, o célon distal foi seccionado a 5 cm
da deflexdo peritoneal. Em ambos os casos, quando houve presenca de fezes
nos segmentos isolados, estas foram retiradas manualmente. As anastomoses
foram realizadas em situagdo término-terminal, com fio de nylon 6-0°, com
agulhas cilindricas de 1,3cm, em sutura continua, plano unico total.

Antibioticoterapia profilatica foi utilizada em todos os animais diabéticos,
durante todo o periodo de seguimento, pré e pos-cirurgico, através da adi¢céo de

tetraciclina® na 4gua de beber, na dose de 50mg/kg de peso corporal por dia.

3 Ethicon — Johnson & Johnson Co. USA
4 EMS - Hortolandia — SP
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4.5. Pés-operatoério

Apds o término do procedimento cirurgico, os ratos foram alojados em
caixas plasticas individuais, com assoalho forrado com palha, e colocados em
ambiente aquecido, até a completa recuperagcao anestésica. Aproximadamente 6
horas apds, foram oferecidas agua e dieta livre.

Nos periodos determinados para a avaliagao de parametros clinicos e
laboratoriais e posterior sacrificio, os animais foram colocados em gaiolas

metabdlicas, conforme descrito a seguir.

4.6. Metodologia empregada na coleta de dados metabdlicos

Para a coleta de dados metabdlicos, cada animal foi submetido a um

esquema padronizado de avaliagao, onde foi seguida a seguinte metodologia.

a) Colocacgao dos animais em gaiolas metabdlicas individuais durante 24 horas.

b) Fornecimento de volume conhecido de agua durante todo o periodo de 24
horas

c) Fornecimento de quantidade conhecida da ragéo NUVILAB-CR1° durante
periodo noturno de 12 horas, seguido por um jejum alimentar de 12 horas.

d) Determinacéo, ao final do periodo, do peso do animal em gramas, do volume
de agua ingerida em 24 horas (ingestao hidrica de 24 horas em mililitros), da
quantidade de alimento consumido em 12 horas (ingestdo alimentar de 12
horas em gramas) e do volume de diurese de 24 horas em mililitros.

e) Coleta de amostra da urina coletada em 24 horas para a dosagem da glicose
urinaria, por imersao de fita, em cruzes.

f) Coleta de uma amostra de 1,5 ml de sangue para a dosagem da glicose
plasmatica, em miligramas por decilitro, apds jejum de 12 horas, através da
secc¢ao da ponta da cauda. Apéds a retirada do volume de sangue necessario
para os exames laboratoriais, a cauda foi amarrada com fio de algodao 2-0

com finalidade hemostatica.

5 Nuvital — Nutrientes Produtos Veterinarios Itda. — Curitiba - PR
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g) Os animais foram mantidos em caixas individuais recebendo agua e ragao ad
libitum.
h) Todas as amostras de sangue obtidas durante o sacrificio dos animais foram

colhidas por puncéao cardiaca, com o torax aberto.

4.7. Exames laboratoriais

4.7.1. Dosagens de glicose plasmatica e urinaria

As dosagens de glicemia foram realizadas no Laboratério de Pesquisa
Experimental do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da Faculdade de Medicina
de Botucatu — Unesp, empregando-se o método por dosagem enzimatica (glicose-
E)®

As dosagens de glicosuria foram feitas pela imersédo da fita na amostra

de urina com o resultado em cruzes’.

Q-

4.8. Estudo histopatologico e analise morfométrica da anastomose

microscopia 6ptica

4.8.1. Preparo das amostras

Um fragmento longitudinal de 0,5 cm de comprimento, contendo a
anastomose foi fixado em solugcdo de formol salina a 10%, por 48 horas, e a
seguir, imerso em alcool 70%, por 24 horas, e incluido em parafina. Dos blocos
obtidos foram cortados secgdes de 0,4 a 0,5um de espessura, coradas pelo
método pricrosirius. Trés secgdes de cada animal foram avaliadas, pelo mesmo
observador, de forma qualitativa, e a seguir, aplicado o método morfométrico nas

imagens digitalizadas obtidas a microscopia 6ptica.

CELM - Cia. Equipadora de Laboratérios Modernos ( Barueri — SP)

7
GLUKOTEST — Roche (Sao Paulo — SP)
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4.8.2. Analise histopatolégica a microscopia optica

As anastomoses foram avaliadas observando-se a distribuicdo e o

arranjo das fibras colagenas, utilizando um aumento de 40x (lupa).

4.8.3. Método morfométrico

A area ocupada pelo colageno, na regido da anastomose de cada
animal, foi determinada em equipamento do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu. As seguintes etapas foram seguidas para
este procedimento:

- Captura das imagens: cada lamina corada pelo método pricrosirius foi
visualizada em microscépio Optico Nikon Microphot-FXA ligado ao equipamento
de anadlise de imagem (microcomputador compativel com padrao IBM-PC e
software KS300).

- Em aumento de 40x (lupa), obteve-se imagem panoramica de toda a
lAmina que continha a anastomose.

- Foi definida como cicatriz (local para a medicao da area), a regiao onde
havia a perda da continuidade entre as camadas musculares (figura 4). Esta
regido foi considerada “area de interesse” e selecionada do restante da imagem.

- Toda a andlise foi realizada com imagens de 640x480 pixels, equivalente
ao campo visualizado no microscoépio e exibida pelo software KS300, gravada no
formato TIFF.

- Depois de selecionada a area de interesse (cicatriz), foram geradas
“‘mascaras”, que auxiliaram o software a executar a analise. Neste processo foi
considerada apenas a regido desejada nas imagens capturadas, tendo sido
utilizado na avaliacdo a ferramenta Threshold RGB, que consiste num processo
de segmentacao das cores (vermelha, verde e azul) correspondentes as areas de
interesse nos histogramas de cores da imagem. Este procedimento permitiu a
selecdo, dentro da imagem, da regido da anastomose rica em colageno,
reconhecida pela cor avermelhada. Através da selegdo manual da faixa do
histograma correspondente ao tom de vermelho desejado, dentro da cicatriz, foi
possivel ao software selecionar outras regides da imagem com tonalidades

semelhantes aquela indicada. A fim de estender ou restringir a selecao
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automatica, foram realizados ajustes nos canais das cores vermelho, verde ou
azul do histograma, a fim de que o minimo de area de interesse fosse
negligenciada. Ao final, a “mascara” obtida consistiu em uma nova imagem da
qual foram suprimidas as regides que nao atenderam aos critérios de selegéo
descritos anteriormente.

- Analise da imagem: a ferramenta Automatic measurement foi empregada para

determinar a area da regiao selecionada em mm?,

Figura 4. Anastomose intestinal a microscopia 6ptica, corada pelo picrosirius, em
aumento de 40x. A area de interesse onde se realizou a medida da

area ocupada pelo colageno esta demarcada por setas.

4.9. Analise ultraestrutural das fibras de colageno e calculo da
dimensao fractal do arranjo estrutural do colageno presente na

cicatriz

4.9.1. Andlise ultraestrutural das fibras de colageno a microscopia

eletronica de varredura

As areas de anastomoses intestinais de seis animais sorteados de cada

grupo experimental, em cada momento, foram analisadas na microscopia
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eletrdbnica de varredura, seguindo a seguinte padronizacdo de preparo das
amostras:

- Amostras de ileo e colon 1x1cm contendo a anastomose foram fixadas
em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato, pH 7,3, por um periodo de 7
a 15 dias.

- Digestdo em NaOH 10% por 48 horas. Este periodo foi estabelelcido
apos plano piloto, pois, apesar de ja existir padronizagao do laboratério,
o melhor tempo de digestao para analise do colageno nunca havia sido
estabelecido.

- Lavagem em agua destilada (10 vezes de 10 minutos cada).

- Pés fixagdo em tetroxido de 6smio 0,5% em agua destilada por 30
minutos.

- Desidratacdo em série crescente de etanol (7,5% a 100%)

- Secagem das pegas em aparelho de ponto critico Balzers CPD-020,
utilizando o didxido de carbono liquido.

- Montagem das amostras em suportes apropriados.

- Cobertura das amostras com 10nm de ouro em metalizador MED-010
da Balzers.
Analise das amostras em microscépio eletrénico de varredura QUANTA
200 da Fei Company, sob tenséo de 15 kv, em aumentos de 90 a 3000
vezes, cujas imagens foram digitalizadas por computador (processador

Pentium-Pro, sistema Windows NT).

4.9.2. Processamento das imagens e calculo da dimensao fractal

do arranjo estrutural do colageno

Foram utilizadas as imagens obtidas no microscopio eletrénico de
varredura citado anteriormente, em aumento de 700x. O aplicativo utilizado para o
processamento e analise das imagens foi o ImageJ 1.34p (NIH-USA-Java 1.5.0-
03 — dultima versao de 9/6/2005), um processador de imagens em Java, de

dominio publico, desenvolvido por Wayne Rasband (wayne@codon.nih.gov) do

Research Services Branch - National Institute of Mental Health - National Institute

of Neurological Disorders and Stroke, Bethesda, Maryland, USA
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(http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). Encontra-se também disponivel na internet no

sitio da Wright Cell Imaging Facility (http://www.uhnresearch.ca/wcif).

Para a obtencdo da dimenséo fractal as imagens foram inicialmente
processadas para imagens binarias e, em seguida, esqueletizadas, pois o
aplicativo utilizado detecta somente pixels negros em fundo branco ou vice-versa.

As imagens das anastomoses obtidas no microscépio eletrénico por
varredura foram processadas de forma a compor imagens binarias pelo método
Thresholding ou Detecgdo de Limiares. Este método € uma técnica de
segmentacdo que agrupa os diferentes objetos e regides de toda a imagem,
conforme a similaridade de tonalidades (nivel de intensidade luminosa) entre os
mesmos. No processo de limiarizacdo, o software define automaticamente um
valor médio T de limiar para o nivel de intensidade luminosa e procede ao ponto
de corte (binarizagao) da imagem. No caso de nossas imagens, em 256 tons de
cinza, abaixo do ponto de corte T, todas as tonalidades tornam-se informacgdes de
fundo da imagem (valor O binario, ou cor preta). Os demais valores além desse
limiar tornam-se informag¢des correspondentes aos objetos da imagem (valor 1
binario, ou cor branca). O método mostra-se valido quando as figuras apresentam

uma boa definigdo de contraste entre as regiées, como no nosso caso.

Figura 5. Imagem do arranjo colageno da anastomose intestinal a microscopia

eletrbnica de varredura, em aumento de 700x (A), a partir da qual foi

realizado processo de binarizagcao/ detecg¢ao de limiares ou Tresholding

(B).
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ApOs isso, procedeu-se ao tratamento da imagem binarizada utilizando
o filtro de esqueletizagcdo. O procedimento deste filtro remove repetidamente os
pixels dos contornos das imagens binarias até a redugdo dos contornos a um
unico pixel de largura, configurando assim, um esqueleto da imagem desejada

para analise fractal (figura 6).

Figura 6. Imagem binarizada de anastomose intestinal a microscopia eletrénica

de varredura (A), a partir da qual foi aplicado processo de

esqueletizagao (B).

A realizagcdo da andlise fractal consiste em determinar as dimensdes
fractais que identificam ou d&o boas informacdes sobre o comportamento dos
sistemas naturais: Dimensdo Box-Counting, Dimensao Espectral, Dimensao de
Lyapunov, Dimensédo Pointwise. Desses métodos, o mais utilizado € o Box-
Counting. Este tipo de dimensé&o fractal (DF) é o mais utilizado pela ciéncia
cotidiana e se aplica a objetos que variam de 0 a 2 dimensdes. A dimenséo Box-
Counting consiste em analisar a variagao da densidade de um objeto. Para isso, 0
espaco Euclidiano contendo a imagem fractal que se deseja medir é dividido por
uma grade de caixas com lado de tamanho ‘r’ (fator escala) e o numero de caixas
que séo preenchidas pela imagem (N) é contado. A relagdo do fator de escala (r)
e 0 numero de caixas (N) é de ordem exponencial, regida por uma equagao do
tipo N = (1/) ® = r ® onde D corresponde & dimensdo da imagem analisada,

naquela escala.
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logN
log !
r

Colocando D em evidéncia, tem-se: D=

O fator escala ' é entdo progressivamente reduzido e o valor de N é
determinado para cada um dos menores valores de ‘r. Conforme a relacéo
exposta acima, os valores sao plotados em grafico e a Dimensao fractal (DF) ou
Dimenséo pelo Box-counting é obtida pelo gradiente de declinagcédo da reta obtida.
Estes passos séo realizados pelo aplicativo utilizado. A figura 7 mostra o processo

do Box-Counting.

IIIIrI
log N

D

am

mRa log 1/r

F= 123 =27 F= 4, =100 [= 32, 8= 318

Figura 7. Esquematizacdo de obtengcdo da Dimenséo Fractal (D) pelo método

Box-counting.

Para este calculo, utilizou-se o dispositivo FracLac V2.3 (FracLac-.java)
versao 2005, desenvolvido por A. Karperian da Charles Sturt University —
Australia, um plugin do Imaged, anteriormente citado. O dispositivo analisa
imagens binarias mediante sua varredura com multiplas “grades” de varios pixels
de dimenséo, fornecendo os resultados pelo método “Box counting”.

Esta analise mediu o grau de complexidade do arranjo do colageno
presente na anastomose. O resultado foi apresentado na forma grafica descrita
anteriormente com o valor da dimensao fractal média corrigida mediante remogéao
das lacunas horizontais entre os pontos plotados (horizontal slope removed) e

erro padrdo da média de todos os pontos analisados (figura 8).
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global SUMMARY Loc D/sample 0 at (324, 324) DIABETD4.JPG

12.28

log count

-7.27 log size -1.33
Figura 8. Demonstracéo grafica do calculo da dimensao fractal pelo dispositivo
utilizado, com remocao das lacunas horizontais (horizontal slope

removed) e erro padrdao da média da amostra analisada.

5. Analise estatistica

Os estudos de todas as variaveis deste trabalho, nos quatro grupos
experimentais e quatro momentos de sacrificio foram realizados através da
anadlise de variancia paramétrica, pois os dados mostraram aderéncia a
distribuicdo normal de probabilidade. O teste foi complementado com o
procedimento de comparagdes multiplas para indicar as significancias (p<0,05)
entre grupos, fixado momento, € momentos, dentro do grupo (NORMAN, 1998).

Para indicacdo dos resultados do teste de comparagdes multiplas,
foram utilizadas letras minusculas na comparagdo dos momentos dentro do grupo
€ maiusculas para comparagao entre grupos, fixado o momento. A interpretagcéo
das letras pode ser feita da seguinte maneira:

1. duas médias seguidas de pelo menos uma mesma letra minuscula, ndo
diferem entre si no nivel de 5% de significancia. Isto €, os momentos de
sacrificio respondem igualmente para a variavel em comparagao dentro

do grupo considerado.

2. duas médias seguidas de pelo menos uma mesma letra maiuscula, ndo

diferem entre si no nivel de 5% de significancia. Isto é, os grupos
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correspondentes as meédias, respondem para a variavel em observagao

com a mesma intensidade, dentro do momento fixado.
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1. Método de indugao do diabetes

A indugédo do diabetes através da injecdo de aloxana endovenosa foi
realizada sem dificuldades, devido a colocagao prévia dos mesmos em uma caixa
aquecida, provocando vasodilatagao das veias da cauda do animal.

Foram considerados diabéticos graves os animais que apresentaram no
periodo pos-indugéo, valores de glicemia acima de 200mg/dl e de glicosuria maior
ou igual a 3+, presentes no 7° e no 14° dias apds a indugdo com aloxana, além
dos parametros clinicos como perda progressiva de peso, aumento significativo
da ingestao hidrica, da ingestao alimentar e da diurese.

Do total de 689 animais utilizados neste estudo, 586 animais foram
submetidos a injecdo de aloxana endovenosa. Destes, 126 (21,5%) néo ficaram
diabéticos, ou o fizeram de forma leve ou moderada, e por isso foram excluidos
deste estudo. Dos 460 animais restantes que se tornaram diabéticos graves, 198
(33,8%) foram a obito apds a injecdo de aloxana; 124 (21,1%) morreram durante
o0 experimento, em decorréncia de complicagdes do diabetes e 138 foram
submetidos a cirurgia. Desses, 96 permaneceram vivos nos seus respectivos

grupos até o momento do sacrificio.

2. Evolugao clinica

2.1. Grupo controle normal

Os animais dos grupos G1 (grupo controle normal operado no ileo) e
G2 (grupo controle normal operado no colon) apresentaram evolugao clinica
semelhante em todo o experimento, sendo sacrificados em bom estado geral
(figura 9B), sem alteragcdes dos parametros clinicos representados pelo peso,
ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e diurese, que se mantiveram dentro de
valores esperados para ratos sadios de mesma idade. Os valores encontrados
estdo representados nas tabelas 1, 2, 3 e 4, e nas figuras 10, 11, 12 e 13, com as
analises estatisticas e comentarios.

Nos grupos controles normais, foram submetidos a cirurgia 96 animais,
dos quais 7 foram a 6bito apds a cirurgia, antes do momento de sacrificio, sendo

5 animais do grupo de anastomoses no colon, e 2 do grupo de anastomoses no
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ileo, por deiscéncia da anastomose e subsequente peritonite, sendo necessaria a

reposicao do animal, com uma mortalidade pés-operatéria de 7,3%.

2.2. Grupos de animais diabéticos

Os animais dos grupos G3 (grupo de animais diabéticos operados no
ileo) e G4 (grupo diabético operado no colon) apresentaram comportamento
clinico semelhante entre si durante todo o acompanhamento e bastante distinto
dos grupos de animais nao diabéticos. Estes animais evoluiram com parametros
clinicos e laboratoriais compativeis com diabetes grave e apresentaram, ao longo
do seguimento, progressiva queda do estado geral, perda inicial de peso apos a
indugdo e ganho significativamente menor de peso em relagdo aos grupos de
animais nao diabéticos (figura 9A). Também foram observadas alteragdes na
pelagem, distensdo abdominal, catarata bilateral e episddios frequentes de
pneumonia e piodermite. Estas ultimas alteragdes foram controladas com higiene

local das feridas com gaze embebida em solucgéo fisiologica 0,9%.

Figura 9. Ratos com trés meses de seguimento, demonstrando a debilidade e
caquexia do animal diabético (A), quando comparado a um animal
normal de mesma idade (B).
A ingestdo hidrica e a diurese dos animais diabéticos apresentaram
valores significativamente elevados quando comparados aos observados em
ratos nao diabéticos de mesma idade de sacrificio. Entre os momentos de

avaliagdo, os animais operados no ileo, apresentaram aumento progressivo da
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diurese de M1 até o momento M4. N&o houve variagdo entre os momentos dos
animais diabéticos operados no colon.

Ao final de 12 horas, a medida da ingestdo alimentar, obtida pela
subtracao entre a pesagem do alimento oferecido e o alimento restante na gaiola,
tanto nos animais operados no ileo como no célon, foi maior nos animais dos
grupos diabéticos, com exce¢ao do momento M2.

Os dados, graficos e analises estatisticas destes grupos encontram-se
representados juntamente com os grupos de animais nao diabéticos, nas tabelas
1,2, 3 e 4 e nas figuras 10, 11, 12 e 13, ja mencionadas.

Foram submetidos a cirurgia 138 animais diabéticos, dos quais 42
foram a obito durante ou apds o ato cirurgico, antes do momento do sacrificio
(mortalidade pos-operatoria de 30,43%), sendo 18 durante a anestesia, e o
restante por peritonite decorrente da deiscéncia da anastomose, sendo 15 ratos

do grupo de anastomose no colon, e 9 do grupo de anastomose no ileo.
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Tabela 1. Médias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da

comparagao do peso corporal, em gramas, nos grupos e momentos

de avaliacao.
iLEO COLON
Momentos de G1 —-Normal G3 - Diabético G2 — Normal G4 - Diabético
avaliagao operado ileo operado ileo operado célon operado célon
3m 4 dias (M1) 399,5+43,95a A 253,42+34,22 aB 416,08+33,6 a A 265,58+35,91 a B
3m14 dias (M2) 425,58+41,75a A 285,17+41,3aB 422,25+50,19 a A 245,83+44,97 aB
3m 21 dias (M3) 407,0+27,8 a A 263,67+38,73 aB 399,55+28,1 a A 240,17+31,03aB
4 meses (M4) 434,91+23,89 a A 276,33+37,31aB 415,17432,52 a A 265,58+35,91aB

Comentarios: A comparagao entre os grupos mostrou que os animais diabéticos,
tanto operados no ileo como no colon (G3 e G4), em todos os momentos, tiveram

média de peso significativamente inferior aos grupos controles normais (G1 e G2).

500

| T
400 | V

Peso(g)

350

300 -

—&— G1:Normal - lleo
250 —&— G2: Normal - Colon
ﬁJ[' —e—G3: Diabético - lleo
200 —&— G4: Diabético - Colon
150
100 -
50
0
M1 M2 M3 M4

Momento de avaliagao

Figura 10. Médias e desvios-padrao do peso, em gramas, nos quatro grupos

experimentais, nos respectivos momentos de avaliagao.
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resultados do teste estatistico da

comparagao da ingestdo hidrica, em ml/24 horas, nos grupos e

momentos de avaliacio.

iLEO

COLON

Momentos de
avaliagao

G1 —Normal
operado ileo

G3 — Diabético
operado ileo

G2 — Normal
operado célon

G4 - Diabético
operado célon

3m 4 dias (M1)
3m14 dias (M2)
3m 21 dias (M3)

4 meses (M4)

30,92+2,94 a A
40,08+10,10 a A
43,17£10,8 a A

34,36+7,95 a A

177,5+446 aB
160,42+38,33 a B
206,0+27,06 a B

203,08+26,27 a B

31,25+5,31a A
40,5+x11,76 a A
45,73+12,61a A

34,92+7,3 aA

178,83+49,63 a B
169,5+£35,53 a B
181,67+37,9aB

189,92+46,63 a B

Comentarios: Os grupos diabéticos, tanto operados no ileo como no célon (G3 e

G4), em todos os momentos, apresentaram valores da ingestdo hidrica
significativamente elevados, quando comparados aos apresentados pelos grupos
controles.
<
E 300
E
b
§ 250
I
o
E
2
o
£ 200
/4|
! —4&—G1: Normal - lleo
—&—G2: Normal - Colon
150 1 —e— G3: Diabético - lleo
—&— G4: Diabético - Colon
100
50 T 4
0
M1 M2 M3 M4
Momento de avaliagao
Figura 11. Médias e desvios-padrao da ingestao hidrica, em ml/24 horas, nos

quatro grupos experimentais, nos respectivos momentos de avaliagéo.
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Tabela 3.

Médias, resultados do teste estatistico da

comparagao da ingestdo alimentar, em g/12 horas, nos grupos e

desvios-padrao e

momentos de avaliacio.

iLEO COLON
Momentos de G1 —Normal G3 — Diabético G2 — Normal G4 - Diabético
avaliagao operado ileo operado ileo operado célon operado cdlon
3m 4 dias (M1) 20,58+3,68 a A 27,0+6,48 a B 22,92+4,52 a A 27,6746,3 aB
3m14 dias (M2) 24,08+2,5a A 27,4245,99 a A 24,83+2,33a A 27,3314,38 a A
3m 21 dias (M3) 22,33+4,66 a A 31,924¢5,99 a B 24,0¢5,59 a A 30,92+4,46 a B
4 meses (M4) 26,094+4,21 a A 31,92¢55aB 23,5¢5,93a A 30,5+6,17 a B

Comentarios: A ingestdao média de alimentos, tanto nos animais operados no ileo

como no célon, em geral, foi significativamente maior nos animais diabéticos, a

excecao do momento M2, onde as médias nao diferiram estatisticamente.
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—e— G3: Diabético - lleo

—&— G4: Diabético - Colon

M1
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M3

Momento de avaliagao

M4

Figura 12. Médias e desvios-padrado da ingestdo alimentar em g/12 horas, nos

quatro grupos experimentais, nos respectivos momentos de avaliagéo.
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resultados do teste estatistico da

comparacgao da diurese, em ml/24 horas nos grupos e momentos de

avaliacao.

Momentos de
avaliagao

G1 —-Normal
operado ileo

G2 - Normal
operado célon

G3 - Diabético
operado ileo

G4 - Diabético
operado célon

3m 4 dias (M1)
3m14 dias (M2)
3m 21 dias (M3)

4 meses (M4)

3,568+1,08a A
7,3343,26 a A
6,83+3,51a A

5,55+2,3a A

3,6842,02a B
5,17£3,07aB
6,91£3,36 a B

6,0£3,3aB

111,0£39,15a A
87,67+29,12a A
124,67+25,46 b A

130,08+17,3 c A

109,92+44,11 a B
106,25+27,36 a B
109,67+32,68 a B

122,25+32,69 a B

Comentarios: A diurese foi significativamente maior nos animais diabéticos em

relacdo aos grupos nao diabéticos em todos os momentos de avaliag&o, tanto nos

animais operados no ileo, como no célon.
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Figura 13. Médias e desvios-padrao da diurese, em ml/24 horas, nos quatro

grupos experimentais, nos respectivos momentos de avaliagéo.
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3. Exames laboratoriais

3.1 Grupos de animais nao-diabéticos (G1 e G2)

Os animais pertencentes a este grupo nao apresentaram quaisquer
alteragdes nas dosagens laboratoriais realizadas durante todo o experimento,
mantendo os valores de glicemia e medida da glicose urinaria em fitas reagentes
compativeis com os apresentados por ratos sadios de mesma espécie e idade.

Os dados relativos as dosagens da glicemia de jejum estao
representados na tabela 5 e na figura 14, juntamente com seus respectivos

comentarios.

3.2 Grupos de animais diabéticos (G3 e G4)

Todos o0s animais acompanhados nestes grupos apresentaram
alteracdes laboratoriais compativeis com diabetes grave, representadas por
glicemia de jejum acima de 200mg/dl e glicosuria de 3+. As diferengas
observadas ao longo do experimento foram estatisticamente significativas quando
comparadas aos grupos de animais ndo diabéticos (G1 e G2).

Os dados referentes a estes achados, seu grafico e comentarios
encontram-se na tabelas 5 e figura 14, juntamente com os dados do grupo

controle normal.
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resultados do teste estatistico da

nos grupos e

iLEO

COLON

Momentos de
avaliagao

G1 —Normal
operado ileo

G3 — Diabético
operado ileo

G2 — Normal
operado célon

G4 - Diabético
operado célon

3m 4 dias (M1)
3m14 dias (M2)
3m 21 dias (M3)

4 meses (M4)

84,83+24,86 a A
111,92£13,93 a A
104,42+23,56 a A

107,18+£13,97 a A

372,67+£53,32aB
369,42+45,01 a B
387,33+66,57 a B

416,33428,95a B

72,33x11,63aA
108,58+11,92b A
104,64+19,87 b A

110,25+£10,52 b A

390,92+42,82 a B
355,17+48,5b B
414,25+62,54 c B

412,75+43,41¢cB

Comentarios: Nos grupos controles nao-diabéticos (G1 e G2), os niveis

glicémicos mantiveram-se dentro dos padrdées da normalidade para a espécie. Os

grupos diabéticos (G3 e G4) apresentaram valores glicémicos significativamente

superiores aos grupos controles, em todos os momentos de avaliagéo.
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Figura 14. Médias e desvios-padrao da glicemia de jejum, em mg/dl, nos quatro

grupos experimentais, nos respectivos momentos de avaliagéo.
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4. Analise histopatoldégica a microscopia 6ptica

As figuras numeradas de 15 a 22 ilustram os achados histopatolégicos
observados a microscopia Optica, ao nivel das anastomoses realizadas no ileo e
no coélon, de animais oriundos dos quatro grupos experimentais, nos varios
momentos de avaliagdo, pela coloragdo do pricrosirius. Observa-se que os
animais dos grupos diabéticos sempre apresentaram anastomoses mais
alargadas, com o colageno distribuido em maior espaco, de forma irregular, e com
maior quantidade de espacos vazios, nao corados pelo pricrosirius. Animais
destes grupos apresentaram, ainda, atraso na retragcao da cicatriz, até o 30° dia
de pds-operatério, em relagdo aos grupos controles normais, tanto no ileo como
no coélon; sendo esta caracteristica ainda mais intensa nos animais diabéticos

submetidos a anastomose no célon.
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Figura 15: Anastomose de ileo, em ratos do grupo controle normal (A) e grupo

diabético (B), no 4° dia de pds-operatorio, onde nota-se alargamento da cicatriz no
animal diabético, com o colageno ocupando maior espago, quando comparado ao

animal controle (aumento 40x).
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Figura 16: Anastomose de ileo em ratos do grupo controle normal (A) e grupo
diabético (B), no 14° dia de pds-operatério, onde se nota retragao cicatricial no
animal do grupo controle quando comparado com o animal do grupo diabético

(aumento 40x).
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Figura 17: Anastomose de ileo em rato normal e diabético, no 21° dia de pds-
operatorio. No animal do grupo controle (A), ha maior concentragao das fibras
colagenas coradas em rosa, em comparagao com o animal do grupo diabético
(B), onde as fibras colagenas apresentaram arranjo irregular, ocupando maior

espago, com menor retragéo da cicatriz (aumento 40x).
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Figura 18: Anastomose de ileo em rato normal e diabético, no 30° dia de pds-

operatorio, onde se observa total retragdo da cicatriz no animal do grupo controle
normal (A), em comparagao ao desarranjo das fibras colagenas e o retardo na

retragdo da cicatriz no animal diabético (B) (aumento 40x).
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Figura 19: Anastomose de c6lon em rato normal e diabético, no 4° dia de pos-

operatorio, onde se nota maior desarranjo da cicatriz no animal do grupo diabético

(B), em relagédo ao grupo normal (A) (aumento 40x).
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Figura 20: Anastomose de colon em rato normal e diabético, no 14° dia de pos-

operatorio onde se nota maior retragao da cicatriz no animal normal (A) em

relagdo ao animal do grupo diabético (B) (aumento 40x).
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Figura 21: Anastomose de cdlon em rato normal e diabético, no 21° dia de pos-

operatorio, onde se nota desarranjo das fibras colagenas, que ocupam maior

espaco no animal diabético (B), em relagao ao animal controle (A) (aumento 40x).

Erika Paiva Ortolan



Kesultados 46

Figura 22: Anastomose de célon em rato normal e diabético, no 30° dia de pos-

operatorio, onde se observa total retragdo da cicatriz no animal controle (A), em
comparagao com o animal do grupo diabético (B) (aumento 40x).
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5. Analise morfométrica da area ocupada pelo colageno na cicatriz

A medida da area ocupada pelo colageno nas cicatrizes de animais
operados no ileo mostrou que houve diferenga estatisticamente significativa entre
0s grupos controle e diabético, com valores mais elevados nos animais
diabéticos, apenas no momento M2 (14° dia de pos-operatorio), enquanto que nas
cicatrizes dos animais operados no colon, as diferengas ocorreram nos momentos
M1 e M4 (4° e 30° dia de pos-operatorios).

Os resultados das analises morfométricas das anastomoses de ileo e
célon, estao representados nas tabelas 6 e 7 e figuras 23 e 24, juntamente com

os testes estatisticos e comentarios.
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Tabela 6. Meédias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da
comparagao da area (mm?) ocupada pelo colageno na cicatriz de

anastomoses realizadas no ileo, segundo grupos e momentos de

avaliacao.
Momentos de G1 -Normal G3 - Diabético
avaliacao operado ileo operado ileo
3m 4 dias (M1) 1458,54+688,67 a A 1575,06+£724,13 a A
3m14 dias (M2) 716,87+412,26 b A 1324,33+291,03 a B
3m 21 dias (M3) 900,05+376,59 b A 1020,29+323,72a A
4 meses (M4) 886,11484,21 b A 1020,65+309,2 a A

Comentarios: Ndo houve diferengas estatisticamente significativas na medida da
area ocupada pelo colageno na cicatriz, entre os grupos normal e diabético, a
excegao do momento M2, onde o grupo diabético mostrou valores mais elevados

que o grupo normal.
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Figura 23. Médias e desvios-padrao da area ocupada pelo colageno nas
cicatrizes de ileo, nos dois grupos experimentais, nos respectivos

momentos de avaliagao.
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Tabela 7. Médias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da
comparagao da area (mm?) ocupada pelo colageno na cicatriz de

anastomoses realizadas no colon, segundo grupos e momentos de

avaliacao.
Momentos de G1 -Normal G3 - Diabético
avaliacao operado célon operado célon
3m 4 dias (M1) 1435,47+805,81 a A 2562,21+980,39 a B
3m14 dias (M2) 1420,87+596,92 a A 1572,54+609,9 b A
3m 21 dias (M3) 717,66+£329,15a A 1234,14£761,09 b A
4 meses (M4) 554,04+259,66 a A 1818,77+758,82 b B

Comentarios: A medida da area ocupada pelo colageno na cicatriz mostrou-se
significativamente maior no grupo diabético, quando comparada ao grupo normal,

nos momentos M1 e M4, nao diferindo nos momentos M2 e M3.

4.000

3.500

Area (mm?)

—&— G2: Normal - Colon

3.000 - —=— G4: Diabético - Colon

2.500 =

2.000

1.500

M1 M2 M3 M4
Momento de avaliagao
Figura 24. Médias e desvios-padrdo da area ocupada pelo coladgeno nas

cicatrizes do codlon (mm?), nos dois grupos experimentais, nos

respectivos momentos de avaliagao.
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6. Analise ultraestrutural das fibras de colageno

A anadlise qualitativa (descritiva) das anastomoses realizadas em
animais oriundos de cada momento de sacrificio do estudo, em cada grupo
experimental, mostrou resultados semelhantes, tanto no ileo, como no célon,
quando comparados animais dos grupos controles com os animais diabéticos.

Observou-se que no momento M1 (4 dias de pds-operatoério), animais
diabéticos possuiam quantidade muito maior de proteoglicanas na anastomose,
nao sendo possivel a visualizagdo de fibrilas colagenas. Ja os animais nao
diabéticos mostraram menor quantidade de proteoglicanas, sendo possivel notar
a presenca de finas fibrilas de colageno, com arranjo irregular, que ainda nao se
agrupavam em feixes (figuras 25 e 26).

No 14° dia de pds-operatdrio (momento M2), observou-se que nos
grupos nao-diabéticos, as fibrilas ja se agrupavam formando feixes de colageno,
que tendiam a terminar uns nos outros, formando uma trama fechada, unida por
fibras mais finas. Nestes animais havia a presenca de pequena quantidade de
proteoglicanas. Nos grupos diabéticos, no entanto, observou-se menor numero de
fibrilas agrupadas em feixes, que por sua vez ndo demonstravam orientacao.
Ainda havia a presenga de espagos vazios nao preenchidos e de proteoglicanas
em grande quantidade (Figuras 27 e 28).

No momento M3 (21° dia de pds-operatério), os animais nao-diabéticos
mantiveram as fibras colagenas com maior organizagdo, enquanto que nos
grupos diabéticos ainda havia a presengca de proteoglicanas em grande
quantidade; mantendo-se o desarranjo na orientagao das fibras colagenas (figura
29 e 30).

Finalmente, no 30° dia de pds-operatério (momento M4), os grupos
normais mostraram fibras colagenas agrupadas, com arranjo estabelecido e
denso, seguindo a mesma dire¢do, enquanto que nos grupos diabéticos notavam-
se a presencga de fibras colagenas mais finas, sem arranjo estabelecido (figuras
31 e 32). A figura 32 A, em menor aumento, de animal do grupo normal com
anastomose realizada no cdélon (G2), mostra a completa retragdo da cicatriz, ja
sendo possivel a visualizagédo de tecido intestinal normal na periferia, o que ainda

nao ocorre no animal diabético (figura 32 B).
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Figura 25. Micrografias de anastomoses realizadas no ileo, no 4° dia de pos-
operatorio, na microscopia eletrénica de varredura (aumento 3000x),
mostrando em A, animal do grupo controle (G1) com a presencga de
fibrilas colagenas (setas), enquanto que no animal diabético (G3), em
B, ainda ndo se notam fibrilas; percebe-se, ainda, a presenca de

grande quantidade de proteoglicanas (estruturas esféricas).
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Figura 26. Micrografias de anastomoses realizadas no colon, no 4° dia de pos-
operatorio, na microscopia eletrébnica de varredura (aumento 3000x),
notando-se em A, animal do grupo controle normal, com a presenca
de fibrilas colagenas (setas) e pequena quantidade de proteoglicanas

(estruturas esféricas), quando comparado a animal diabético (B).
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Figura 27. Micrografia de anastomoses realizadas no ileo, no 4° dia de pos-
operatoério, na microscopia eletrébnica de varredura (aumento 3000x),
mostrando em A, animal do grupo controle com fibrilas colagenas
agrupando-se em feixes, formando fibras, que ja comegam a ter
orientagdo definida, enquanto em B, animal diabético com fibras

colagenas sem orientagdo e com muitos espagos vazios.
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Figura 28. Micrografias de anastomoses realizadas no célon, no 14° dia de pos-
operatorio, na microscopia eletronica de varredura (aumento 3000x),
mostrando, em A, fibras coldgenas com orientagdo, em animal
controle, enquanto que, em B, animal diabético com presenga de
fibras colagenas sem orientagdo, com espagos vazios e a presenga

de grande quantidade de proteoglicanas (estruturas esféricas).
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Figura 29. Micrografias de anastomoses realizadas no ileo, no 21° dia de pos-
operatoério, na microscopia eletrébnica de varredura (aumento 3000x),
mostrando, em A, animal controle com fibras mais finas, unindo as
fibras mais grossas e em B, animal diabético com grande quantidade
de proteoglicanas e menor quantidade de fibras finas, unindo as fibras

colagenas mais grossas, que também estdo em menor quantidade.
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Figura 30. Micrografias de anastomoses realizadas no célon, no 21° dia de pds-
operatério, na microscopia eletrénica de varredura (aumento 3000x),
mostrando em A, animal controle com trama colagena fechada, com
fibras mais finas unindo as fibras mais grossas, enquanto que no
animal diabético, em B, presenca de espacgos vazios, € na maior parte
do campo, fibras mais finas, que nado se interligam as fibras mais
grossas, que estdo em pequena quantidade; ha ainda a presenca de

proteoglicanas.
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Figura 31. Micrografias de anastomoses realizadas no ileo, no 30° dia de pds-
operatoério, na microscopia eletrbnica de varredura (aumento 3000x),
mostrando em A, animal controle, com trama fechada das fibras
colagenas e orientacdo definida. Em B, animal diabético, com fibras

sem orientacao definida.
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Figura 32. Micrografias de anastomoses realizadas no célon, no 30° dia de pds-
operatorio, na microscopia eletrénica de varredura (aumento 700x),
mostrando, em A, animal controle com retracdo da anastomose,
mostrando areas normais de tecido intestinal em sua periferia. Em B,
animal diabético, onde ainda ndo € possivel observar qualquer

retracdo da cicatriz ou areas de tecido intestinal normal.
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7. Calculo da dimensao fractal do arranjo estrutural do colageno da

anastomose

O célculo da dimenséao fractal do arranjo do colageno presente nas
cicatrizes de animais normais e diabéticos, submetidos a anastomoses no ileo e
no colon através da microscopia eletronica, esta representado nas tabelas 8 e 9 e
figuras 33 e 34.

Os resultados mostraram que os valores da dimenséao fractal do arranjo
estrutural do colageno foram significativamente maiores nos animais diabéticos,
nos momentos M2 e M3, nos grupos onde foram realizadas anastomoses no ileo.
Por outro lado, nas anastomoses realizadas no colon, os valores foram

estatisticamente maiores nos animais diabéticos nos momentos M1 e M4.
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Tabela 8. Médias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da
comparagao do calculo da dimensao fractal do arranjo do colageno

presente nas cicatrizes de ileo, segundo grupos e momentos de

avaliagao.
Momentos de G1 -Normal G3 - Diabético
avaliagao operado ileo operado ileo
3m 4 dias (M1) 1,7210,06 a A 1,73+20,07 a A
3m14 dias (M2) 1,7210,04 a A 1,82+0,03 a B
3m 21 dias (M3) 1,7120,1a A 1,78+0,06 a B
4 meses (M4) 1,7240,01 a A 1,76+£0,05a A

Comentarios: A analise da dimensao fractal mostrou valores significativamente
maiores no grupo diabético, em relagédo ao grupo normal, nos momentos M2 e

M3, n&o diferindo estatisticamente nos demais momentos (M1 e M4).

1,90

- /¥\
1,80 -

1,70

Dimensao fractal

1,60 | - —e—G1: Normal - lleo

1,55 —&— G3: Diabético - lleo

1,50

1,45
M1 M2 M3 M4

Momento de avaliagao

Figura 33. Médias e desvios-padrdo do calculo da dimensao fractal do arranjo do
colageno presente nas cicatrizes de ileo, nos dois grupos

experimentais, nos respectivos momentos de avaliacao.
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Tabela 9. Médias, desvios-padrdo e resultados do teste estatistico da
comparagao do calculo da dimensao fractal do arranjo do colageno

presente nas cicatrizes de cdélon, segundo grupos e momentos de

avaliacao.
Momentos de G1 -Normal G3 - Diabético
avaliagao operado célon operado célon
3m 4 dias (M1) 1,72+0,03a A 1,76+£0,04 a B
3m14 dias (M2) 1,7£0,06 a A 1,74+0,06 a A
3m 21 dias (M3) 1,74+0,06 a A 1,7620,05a A
4 meses (M4) 1,71£0,09 a A 1,77+0,03 aB

Comentarios: A andlise dos valores da dimensdo fractal n&o diferiu
estatisticamente entre os grupos normal e diabético, nos momentos M2 e M3,
sendo significativamente maiores no grupo diabético nos momentos M1 e M4.
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Figura 34. Médias e desvios-padrdo do calculo da dimensao fractal do arranjo do
colageno presente nas cicatrizes de célon, nos dois grupos

experimentais, nos respectivos momentos de avaliacao.
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1. Quanto aos animais utilizados

O rato (Rattus novergicus) tem sido o animal comumente utilizado em
estudos sobre o diabetes experimental em nosso laboratério (SPADELLA, 1989;
LERCO, 2000; PAIVA, 2001; MACHADO, 2002) e por pesquisadores de todo o
mundo (JUNQOD et al., 1967; ORLOFF et al., 1975; SCHELLINI, 1992) por ser um
animal de facil manuseio, acomodacdo e alimentacdo; com resisténcia as
infecgdes, se comparados a outros animais de experimentacido, e por permitir
estudos em gaiolas metabdlicas com padronizagdo de inuUmeras variaveis tais

como idade, peso, ingestao alimentar, diurese, etc.

2. Quanto ao tempo de diabetes e observagao dos animais

Os ratos da raga Wistar vivem, em média, dois anos. Ao iniciar o
experimento os ratos tinham em meédia trés meses de idade, e ao término, cerca
de sete meses, dos quais, um periodo de 3 a 4 meses sob o0 regime de diabetes
grave; o equivalente a 1/6 da vida média destes animais.

Confrontando o tempo de diabetes desse estudo com os demais
trabalhos da literatura, observa-se que a grande maioria dos estudos sobre
cicatrizacdo intestinal utiliza pequenos periodos de tempo de diabetes, que variam
de alguns dias a semanas (PRAKASH et al., 1973; GOTTRUP e ANDREASSEN,
1981; VERHOFSTAD et al., 2002). Porém, a exemplo do nosso estudo, mesmo
nos trabalhos de curta duragdo, as alteracbes decorrentes do diabetes em
animais operados ja estdo presentes precocemente (MADDEN e PEACOCK,
1968; PRAKASH et al., 1973; SPANHEIMER et al., 1988; BLACK et al., 1989).

No presente estudo, desde o periodo de pos-indugdo do diabetes
experimental, observou-se varias alteragdes clinicas e laboratoriais compativeis
com diabetes grave, acompanhadas de complicagbes crdnicas e progressivas do
diabetes, tais como: emagrecimento, catarata e megacdlon, mais evidentes com
trés meses de doenca. Estes fatos justificaram plenamente a realizagdo deste

experimento apos trés meses de diabetes.
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3. Quanto as técnicas utilizadas

3.1. Anestesia

O pentobarbital sodico foi o agente anestésico utilizado no presente
estudo, por proporcionar maior facilidade na indugcdo anestésica e manutengéo
duradoura do plano anestésico, durante todo o procedimento cirurgico. Acresce-
se a isto, a sua facil disponibilidade, baixo custo, além da larga experiéncia com
esta droga, por parte do nosso laboratério experimental, tendo sido 0 anestésico
de escolha em varios estudos (BREIM, 1990; SCHELLINI, 1992; LERCO, 2000;
MACHADO, 2002).

3.2. Indugao do diabetes experimental

O diabetes experimental pode ser provocado por estresse, infecgdes,
toxinas, pancreatectomia (MERING e MINKOWSKI, 1889), lesbes do sistema
nervoso central (HETHERINGTON e RANSON, 1940), uso de horménios anti-
insulinicos (MORDES e ROSSINI, 1985), exposi¢ao a hidrocortisona ou ACTH
(CAVALLERO e MOSCA, 1953; LAZARUS e BENCOSME, 1955), indugéo por
virus (YOON, 1979) e o uso de agentes quimicos beta-citotoxicos (DUNN et al.,
1943; RAKIETEN et al., 1963).

No presente estudo optou-se por um meétodo quimico de supressao
enddcrina do pancreas, o qual exibe todos os eventos bioquimicos, hormonais e
morfolégicos que ocorrem durante e apds a indugdo do estado diabetogénico
(MORDES, 1985). Embora acompanhado de um elevado indice de mortalidade
relativa, o método quimico apresenta como vantagem a facil execugdo, a
possibilidade de se utilizar grande numero de animais e o fato de estar
perfeitamente padronizado no nosso laboratério experimental. Particularmente,
também, o método cito-quimico é seletivo, destruindo principalmente a porgao
enddcrina do pancreas.

Dentre os agentes quimicos mais utilizados na literatura para indugao
do diabetes experimental, destacam-se a aloxana e a estreptozotocina. Estas
drogas causam diabetes por efeito toxico sobre as células beta-pancreaticas

(BELL e HYE, 1983), causando insuficiéncia insulinica primaria do pancreas,
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caracterizada por uma resposta trifasica sobre os niveis glicémicos, durante as
primeiras horas de administragdo, seguida do estabelecimento do diabetes
permanente nas 24 horas subsequentes (JUNOD et al., 1967; MORDES e
ROSSINI, 1985).

Neste trabalho a droga utilizada foi a aloxana por via endovenosa, cuja
atividade diabetogénica foi inicialmente descrita por Dunn et al., em 1943. Apesar
da maior especificidade da estreptozotocina sobre as células beta e sua menor
toxicidade geral, a opgao pela aloxana foi mantida por duas razdes: a primeira de
ordem econdémica, dado o alto custo da estreptozotocina quando comparado com
a aloxana, e a segunda, pelo uso amplamente difundido da aloxana, na indugéo
do diabetes experimental, por inumeros laboratérios de larga experiéncia no
assunto (ORLOFF et al., 1975, 1988), incluindo o nosso laboratério (MACEDO et
al., 1981, 1985, 1986; CALDERON, 1988; SPADELLA 1989; BREIM, 1990;
SCHELLINI, 1992; MACHADO 1993, 2002; LERCO, 2000; PAIVA, 2001).

A aloxana administrada por via endovenosa, na dose de 42mg/kg de
peso corporal (LAZAROW e PALAY, 1946; LUKENS, 1948), produziu em nossos
animais, diabetes franco, com o desenvolvimento de alteragbes clinicas,
laboratoriais, funcionais e histopatoldgicas bem definidas.

Neste estudo, dos 586 animais submetidos a injegdo endovenosa de
aloxana, 126 ratos (21,5%) nao ficaram diabéticos ou apresentaram a doencga de
forma leve a moderada, sendo desprezados. Os 460 animais restantes
desenvolveram diabetes grave, com 322 6bitos (54,9%) durante os trés meses de
seguimento, principalmente nas primeiras 72 horas apos a indugao, e 42 oébitos
durante ou apos a cirurgia, em decorréncia do ato anestésico ou peritonite por
deiscéncia da anastomose, sendo 96 animais efetivamente utilizados neste
experimento. Estes resultados sdo concordantes com os dois ultimos estudos
realizados nesta linha de pesquisa em nosso laboratério experimental. Paiva, em
2001, ao estudar o efeito do diabetes sobre o intestino sem a agresséo cirurgica
obteve 27,6% de animais que nao ficaram diabéticos e 42,3% de mortalidade
durante os trés meses de seguimento. Machado, em 2002, estudando o efeito do
diabetes nas anastomoses intestinais, observou que 22,5% dos animais nao
ficaram diabéticos e obteve mortalidade de 50,3% durante o seguimento de trés
meses. Estudo realizado por Calderon (1988) em nossa instituicdo, com ratas

diabéticas induzidas pela aloxana nao-tratadas, mostrou resultados pouco
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discordantes destes trabalhos. A autora obteve 50% de animais diabéticos, 32,5%
de animais resistentes a droga e uma taxa de mortalidade de 17,5%, até o 15° dia
apos a indugdo. Este indice diabetogénico elevado, explica-se, no entanto, pelos
critérios de classificacdo do diabetes estabelecido pela autora, que considerou
diabéticos os animais com glicemia maior ou igual a 120mg/dl. Se considerarmos
apenas os ratos com valores glicémicos superiores a 200mg/d|, observa-se que o
seu percentual de animais diabéticos cai para 37,5%, valor préximo ao obtido no
presente estudo. Com relacdo a taxa de mortalidade, Lukens (1948), em extensa
revisdo da literatura a respeito da acao da aloxana sobre animais de varias
especies, incluindo o rato, o cdo, o coelho, o macaco, o gato, mostrou indices
muito variaveis de mortalidade, oscilando entre 33 a 100% na mesma espécie.
Esta ampla variagdo tem etiologia multifatorial, envolvendo desde o estado de
hidratacdo da droga, a velocidade de infusdo, a via de administragéo, a dieta, o
tempo de jejum, o peso do animal e até a interagdo com outras drogas capazes
de influenciar seus mecanismos de ag¢ao, como os barbituricos e o acido
nicotinico.

Os ratos, animais utilizados neste estudo, s&o mais sensiveis a uma
dose constante de aloxana apés terem sido alimentados previamente com uma
dieta de alto teor de gordura. Nestes casos, as taxas de mortalidade chegam a
90%. Por outro lado, dietas pobres em gordura, com altas concentragdes de
proteinas e carboidratos, sdo capazes de diminuir estes indices para 33 a 40%
(LUKENS, 1948).

O jejum exerce importante papel na resposta do animal a aloxana. Dos
ratos tratados com aloxana, que foram submetidos previamente a jejum de 48 a
60 horas, 95% tornaram-se diabéticos. Com a injecdo de mesma dose de aloxana
em animais onde néao foi respeitado o jejum, a resposta diabetogénica a droga
caiu para 25% (LUKENS, 1948).

Outro aspecto a considerar € a via de administracdo da droga. A via
endovenosa tem sido a escolha na maioria das espécies animais, onde os efeitos
da aloxana sdo mais evidentes (LAZAROW e PALAY, 1946). A velocidade de
infusdo endovenosa também €& importante, pois doses efetivas de aloxana nao
produzem diabetes se as mesmas forem injetadas muito lentamente. As vias
subcutanea e intraperitoneal também sao satisfatérias no rato, enquanto que no

coelho, devem ser administradas doses muito elevadas por estas vias para que
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se atinja o mesmo efeito diabetogénico. Por fim, a via oral é usualmente
insatisfatéria para a agdo da aloxana, muito embora o diabetes possa ser
produzido em ratos, coelhos e gatos se a droga for rapidamente ingerida com
comida, apés jejum prévio prolongado (LUKENS, 1948).

Gitter e Pietro (1946) relataram, segundo Lukens (1948), a importancia
do peso em relacdo a susceptibilidade do animal aos efeitos toxicos da aloxana.
Em um estudo detalhado em ratos, estes pesquisadores revelaram que a
toxicidade da aloxana altera-se numa relagdo linear com o peso do animal,
estabelecendo assim, a dose letal de aloxana para cada rato.

Finalmente, algumas drogas exercem efeito direto ou indireto sobre os
mecanismos de acao da aloxana. Os barbituricos tornam os animais mais
sensiveis aos efeitos da droga. Outras substancias, como o &acido nicotinico,
podem proteger o animal dos efeitos da aloxana, se administrados

concomitantemente com a mesma (LUKENS, 1948).

4. Quanto a evolugao clinica

Os parametros utilizados na avaliagao clinica dos animais foram: estado
geral, peso corporal, ingestao hidrica, ingestao alimentar e diurese.

Os animais nao diabéticos (grupos G1 e G2) apresentaram-se ao longo
do experimento em bom estado geral e ativos. Estes animais apresentaram ainda
manutencdo do peso corporal, da ingestdo hidrica, da ingestdo alimentar e da
diurese, dentro dos padrdées de normalidade para a espécie, de acordo com
outros trabalhos da literatura (ORLOFF et al., 1975; BREKKE et al., 1980, 1981).
Ja os grupos diabéticos, G3 e G4, apresentaram apatia, alteragdes da pelagem,
odor forte da urina, comprometimento do estado geral e episddios frequentes de
pneumonia e piodermite, o que também foi descrito por outros autores (LEE et al.,
1971, 1972; PRAKASH et al.,, 1973; ORLOFF et al., 1975; UEDA et al., 1979;
BREKKE et al.,1980,1981; MACEDO et al., 1981; CALDERON, 1988; SPADELLA,
1989; BREIM, 1990; LERCO, 2000; PAIVA, 2001; MACHADO, 2002).

A evolugao do peso corporal entre os grupos experimentais (tabela 1 e
figura 10) mostrou que os ratos dos grupos diabéticos (G3 e G4) apresentaram
pesos inferiores aos dos grupos nao-diabéticos (G1 e G2). A perda de peso nos

animais diabéticos, resultante do aumento do catabolismo, ja foi amplamente
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relatada na literatura (LEE et al.,, 1971; ORLOFF et al., 1975; BREIM, 1990;
MACHADO, 2002).

A poliuria, uma das caracteristicas do estado hiperglicémico, ocorreu
em todos os momentos, nos animais dos grupos diabéticos (G3 e G4), que
apresentaram diurese significativamente mais elevada que os grupos controles
G1 e G2. Este fato € explicado pelo aumento elevado da concentragéo de glicose
no filtrado glomerular, excedendo a capacidade das células tubulares em
reabsorvé-la, dando origem a diurese osmotica (BONDY, 1973).

A polidipsia observada nos animais diabéticos deve-se provavelmente a
hiperosmolaridade sanguinea em razao dos altos niveis de glicose circulante, que
faz a agua passar do meio intracelular para o extracelular, a fim de manter o
equilibrio osmadtico. A desidratacao intracelular é percebida pelos receptores
cerebrais, causando sede intensa (COTRAN et al., 1989).

A medida da ingestdo alimentar, do modo como foi delineado este
trabalho, ndo se mostrou um meétodo sensivel o suficiente para demonstrar
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais, como
descrito na literatura (PRAKASH et al., 1973; PAIVA, 2001), devido a possiveis
fatores envolvidos: grande perda de alimento fora da gaiola sem ingestao, grande
variabilidade de medidas entre animais e no mesmo animal, e poucos momentos

avaliados para demonstrar diferengas.

5. Quanto aos exames laboratoriais

O estudo dos parametros laboratoriais nos quatro grupos experimentais
refletiu de um modo geral, o comportamento observado na evolugao clinica.

Durante todo o seguimento, os grupos de animais nao diabéticos (G1 e
G2), mantiveram-se com os valores de glicemia de jejum dentro dos padrbes da
normalidade, o que esta de acordo com varios trabalhos experimentais anteriores
que utilizaram o rato (PRAKASH et al., 1974; ORLOFF et al., 1975; GOODSON e
HUNT, 1977; UEDA et al., 1979; GOTTRUP e ANDREASSEN, 1981; MACEDO
et al., 1986; SPADELLA, 1989).

Os animais dos grupos diabéticos (G3 e G4), apresentaram aumento na
concentragao de glicose plasmatica e glicosuria, compativeis com diabetes grave,

0 que esta em conformidade com os resultados de outros autores em estudos
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com ratos diabéticos (LEE et al., 1971, 1972; PRAKASH et al., 1974; MACEDO et
al., 1981, 1986; SPADELLA, 1989).

Glicemia elevada, acompanhada de altas taxas de glicose urinaria sdo
os eventos frequentemente observados apds a administragdo de aloxana (DUNN
et al., 1943), cuja acao trifasica & caracterizada por hiperglicemia, seguida de
hipoglicemia e posteriormente, a instalacdo da fase hiperglicémica definitiva
(LUKENS, 1948).

6. Quanto ao estudo histopatolégico a microscopia 6ptica

As alteragcbes histopatolégicas da cicatrizagdo de anastomoses
intestinais no diabetes experimental tém sido estudadas por diversos autores
(FAHEY 11l et al., 1991, VERHOFSTAD et al., 1994, 1996, 2001; PAIVA, 2001;
MACHADO, 2002). Machado (2002) em estudo com o mesmo delineamento
realizado no presente trabalho, demonstrou haver diminuicdo da resposta
inflamatadria, ao nivel da cicatriz, no 4° dia de pds-operatério, com prolongamento
da intensidade do infiltrado inflamatério nos momentos de avaliacio
subsequentes, e retardo na regeneracdo da mucosa do célon e do ileo.

O presente estudo analisou a histopatologia das anastomoses de ileo e
colon, em aumento de 40x, permitindo uma visdo panoramica das anastomoses.
Nestas, observamos retardo na contragao da cicatriz em animais diabéticos, com
a progressdao dos momentos de avaliagdo. Este achado vai de encontro aos
resultados obtidos por outros autores que estudaram as anastomoses realizadas
em intestinos de ratos diabéticos a microscopia éptica (PRAKASH et al., 1973;
VERHOFSTAD et al., 2001; MACHADO, 2002). Este efeito foi ainda mais
pronunciado no grupo de animais diabéticos submetidos a anastomose no célon,
0 que poderia explicar o maior numero de o6bitos decorrentes de deiscéncia da
anastomose e peritonite. Estes resultados também estdo de acordo com os
obtidos por outros autores, que estudaram as diferengas na cicatrizacdo de
anastomoses intestinais de ileo e célon em animais normais. Hesp et al. (1984) e
Martens e Hendriks (1991) relataram que o ileo responde mais rapida e
intensamente a agressao cirurgica que o colon, quando dosaram o colageno na

anastomose, no intervalo de 12 horas a 28 dias de pds-operatorio.
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A morfometria tem sido outro método utilizado para estudar os efeitos
do diabetes experimental na cicatrizacdo de ossos (ALKAN et al., 2002; FOLLAK
et al., 2004), pele (MELLIN et al., 1995), meso (FRANZEN e ROBERG, 1995) e
anastomoses intestinais (VERHOFSTAD et al., 2001).

No nosso experimento, usamos a coloragao de pricrosirius devido a sua
seletividade para as fibras colagenas. Por conferir a cor rosa ao colageno, a qual
proporciona um grande contraste com o restante da ladmina, as medidas
morfométricas deste componente da cicatriz ficaram bastante faceis de serem
executadas. Entretanto, por este método, a diferenciacdo entre os diferentes tipos
de colageno nao pdde ser feita. Observamos, que apesar das fibras colagenas
terem ocupado maior espago nas anastomoses de animais diabéticos, a analise
qualitativa, na maioria dos momentos avaliados, a area preenchida por colageno
nao variou no ileo, apresentando valores mais elevados somente nos momentos
M1 e M4, no cdlon. Estes resultados vao de encontro com as nossas suspeitas
iniciais de que a diminuigdo quantitativa do colageno ndo pode ser a causa da
diminuicdo da forga tensil de anastomoses realizadas em animais diabéticos, e
sim, as alteragdes no arranjo e distribuicdo destas fibras colagenas, como
constatamos na analise qualitativa a microscopia Optica e a microscopia eletrénica

de varredura.

7. Quanto a analise ultraestrutural das fibras de colageno

Dentre as camadas da parede intestinal, a submucosa age como o
esqueleto do intestino, integrando a mucosa interna e as camadas musculares
externas, dando integridade estrutural a parede intestinal. A camada submucosa é
composta por fibras colagenas, que tém funcdo essencialmente de sustentacao
mecénica, em duas disposi¢gdes diagonais. Esta orientacdo diagonal € essencial
para a flexibilidade da submucosa, permitindo a deformacéo intestinal durante a
peristalse e as variagdes de volume na luz (KOMURO e HASHIMOTO, 1990). Em
estudo de microscopia eletrbnica de varredura, com intestino de ratos e de
suinos, sem a agressao cirurgica, ja foi demonstrado que o duplo arranjo das
fibras colagenas ndo constitui duas camadas distintas, mas que elas integram-se
formando um folheto unico (KOMURO, 1988; PRADO, 2005). Klein et al. (1983),

ao estudar as propriedades ultraestruturais das fibrilas colagenas, em intestinos
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de ratos, descreveram a mesma disposi¢cao biaxial das fibras colagenas,
relacionando-as a presenga dos colagenos tipos | e lll, nos tecidos submetidos a
tensao biaxial. Estes autores sugerem que o didmetro das fibrilas colagenas pode
estar relacionado a concentragdo e ao tipo de proteoglicanas presentes, sendo
que, quanto maior a quantidade de proteoglicanas, menor o diametro das fibrilas
colagenas. Estas conclusbes foram apoiadas nos estudos de Cetta et al.(1982),
que mostraram que o diametro das fibrilas colagenas de tendbes aumentou com a
idade do rato, enquanto que a concentracéo de proteoglicanas diminuiu. Ruoslahti
(1988), em extensa revisao de literatura sobre a estrutura das proteoglicanas,
relatou que estas substancias sao proteinas com diferentes estruturas e fungoes,
sendo uma das principais, o fato de as mesmas comporem a matriz extracelular e
participarem dos fendmenos de adesao celular. Estas proteinas, apesar da
diversidade de estruturas, s&o consideradas um grupo, gragas as
glicosaminoglicanas, que estdo sempre ligadas as proteoglicanas, dando-lhes
certa uniformidade e ligando-as a outras moléculas da matriz; fato que confere as
proteoglicanas a capacidade de regular a espessura das fibrilas de colageno.

A microscopia eletrénica de varredura ja foi utilizada em estudos dos
efeitos do diabetes na retina (HAMILTON et al., 1982), nos rins de ratos (MAKINO
et al., 1993) e macacos (MARION e CARLSON,1989) e nos ossos (FOLLAK et al.,
2003). Porém, n&o existem relatos na literatura de estudos da parede intestinal de
animais diabéticos, com ou sem agressao cirurgica.

A cicatrizagdo, por sua vez, vem sendo estudada através da
microscopia eletrénica de varredura, desde o artigo de revisdo feito por Heughan
e Hunt, em 1975, sobre o estudo do arranjo do colageno na regeneragao dos
tecidos. No entanto, o estudo da cicatrizagao intestinal tem sido pouco estudado
por este método.

Yew et al., em 1989, relataram os efeitos do laser na cicatrizagado de
anastomoses de jejuno, observando tanto o numero e a espessura das fibrilas
colagenas, como a presenca de espagos vazios entre as fibrilas. Christensen et
al., em 1995, estudaram a organizagado ultraestrututral do colageno em
anastomoses de colon, em ratos, e também, o efeito do hormdnio de crescimento
sobre a cicatrizagdo, no 2° 4° e 6° dias de pos-operatorio. Estes autores
relataram a presenca de fibrilas colagenas no sitio da anastomose, a partir do

quarto dia de pos-operatorio, cobertas por estruturas esféricas, as proteoglicanas.
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Nao existem relatos na literatura sobre os efeitos do diabetes em
anastomoses intestinais utilizando-se a microscopia eletrdénica de varredura. Este
método € de grande valia no estudo das anastomoses, pois propicia a analise e
descricao de amostras em tamanho maior, permitindo uma visao global do arranjo
ultraestrutural do colageno. No presente estudo, observou-se que animais
diabéticos apresentaram um atraso na organizagdo do arranjo das fibras
colagenas, as quais se mantiveram mais finas e ndo confluentes, sem a formagéo
de feixes e com grande quantidade de proteoglicanas, até o 30° dia de pos-
operatorio, quando comparadas as fibras colagenas dos animais nao-diabéticos.

Com base em estudos citados anteriormente, pode-se sugerir que a
presenca maci¢ca de proteoglicanas nas anastomoses tanto de ileo, como de
colon, em animais diabéticos, pode ser o mecanismo responsavel pelo fato de as
fibras colagenas serem mais finas e ndo se agruparem em feixes nestes animais.
Orberg et al.(1982), em estudo realizado em intestino de ratos, sem agressao
cirurgica, sugerem que as fibras mais grossas sejam formadas por colageno do
tipo |, responsavel pela forca e sustentacdo da parede intestinal, e as mais finas,
por colageno do tipo lll, responsavel pela manutencéo da unido das fibras mais
grossas, em diferentes camadas, o que distribui a tensao recebida no tecido, de
uma fibra para outra. Por outro lado, a trama de fibras mais finas pode exercer
importante papel no restabelecimento do padrdo ondulado das fibras mais
grossas, apos terem sido deformadas.

Mais recentemente, Onodera et al. (2004) estudaram anastomoses
colonicas de ratos diabéticos no 3° 5° 7° e 14° dias de pos-operatorio. Os
pesquisadores demonstraram que apesar de nao ter encontrado diferencas nas
dosagens de hidroxiprolina e colageno tipo lll, entre o grupo diabético e controle,
a quantidade de colageno do tipo | teve pequeno aumento nos animais diabéticos,
estando sempre bem abaixo dos animais do grupo controle. Sugeriram que a
menor forga das anastomoses colénicas em animais diabéticos ndo é atribuida a
quantidade total de colageno, mas as deficiéncias no colageno neoformado,
principalmente o bloqueio da sintese do colageno tipo I. Em nosso estudo, a
presengca macica de fibras colagenas mais finas, que ndo se interligam as fibras
mais grossas, as quais estdo em numero reduzido e sem arranjo definido,
permite-nos levantar a hipotese de que a diminuicdo da for¢ca de ruptura de

anastomoses realizadas em animais diabéticos, em estudos biomecanicos
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realizados anteriormente no nosso laboratério experimental (MACHADO, 2002), e
por autores de outros servicos (ANDREASSEN e OXLUND, 1987; VERHOFSTAD
et al., 1994), seja o mecanismo diretamente envolvido na génese desta alteragao.
Pesquisas adicionais sao necessarias no sentido de classificar o colageno nos

seus subtipos, confirmando as hipoteses aqui levantadas.

8. Quanto a dimensao fractal

A dimensao fractal tem sido utilizada para o diagnéstico diferencial de
nodulos de mama (POHLMAN et al., 1996; SHAHAR et al.,, 2002), nddulos
pulmonares (KIDO et al., 2002 e 2003), pdlipos de célon (DE FELICE et al., 2003),
e no diagnostico e estadiamento do enfisema pulmonar (CHUNG e HUANG,
2000), da retinopatia diabética (DAXER, 1993; CHENG e HUANG, 2003) e da
pressao arterial (WAGNER et al., 1996).

Neste estudo, a analise qualitativa das anastomoses intestinais de ratos
normais e diabéticos, a microscopia eletronica de varredura, foi complementada
com o calculo da dimensao fractal destas imagens digitalizadas, através do
método Box-counting. Observou-se que nos animais operados no ileo, houve
diferencgas estatisticas nos momentos M2 e M3 (14° e 21° dias de pds-operatorio),
€ nos animais operados no colon, as diferengas ocorreram nos momentos M1 e
M4 (4° e 30° dias de pods-operatorio). Em ambos os grupos, quando houve
diferencas, os animais diabéticos mostraram valores maiores da variavel DF
(dimensao fractal) que os grupos controles. Com base nestes resultados,
podemos sugerir algumas hipoteses. Os animais diabéticos apresentaram valores
sempre mais elevados que os grupos controles, com diferencas estatisticas nos
momentos citados anteriormente. Estes valores traduzem uma maior
complexidade das anastomoses dos animais diabéticos, com valores mais
proximos de 2. Na analise qualitativa realizada a microscopia eletrénica de
varredura, observou-se nos animais diabéticos, auséncia de arranjo definido,
presenca de espagos vazios nas anastomoses e menor numero de fibras
colagenas grossas, com grande numero de fibras colagenas mais finas.
Relacionando estes resultados com a analise da dimensdo fractal, pode-se
sugerir que a auséncia de arranjo definido e regular do colageno, nas

anastomoses, leva a uma tendéncia a maior complexidade aferida pela dimenséao
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fractal, e, portanto, menor forgca tensora nos estudos biomecanicos realizados
anteriormente (MACHADO, 2002). N&o existem, porém, relatos na literatura de
estudos com o uso da dimensao fractal em anastomoses intestinais, relacionadas
ou nao ao diabetes. Outros estudos posteriores serdo necessarios para relacionar
o calculo da dimensao fractal as analises qualitativas, permitindo assim, avangos

cada vez maiores neste novo campo de aplicagao do conhecimento.
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Baseados nos resultados obtidos e nas condigdes experimentais do

presente estudo, concluimos que:

1. os animais diabéticos apresentam arranjo irregular das fibras colagenas
e atraso na retragdo da ferida nas anastomoses intestinais analisadas a

microscopia Optica, em relagado aos grupos controles normais.

2. na maioria dos momentos ndo houve alteragdes significativas na analise
morfométrica da quantidade de colageno presente na anastomose dos
animais diabéticos, tanto no ileo como no cdélon, em relacdo aos

animais controles.

3. a analise ultraestrutural do colageno das anastomoses de ileo e célon a
microscopia eletrénica de varredura mostrou que nos animais diabéticos
houve presenga macica de proteoglicanas até o ultimo momento
estudado, rarefacdo de fibras colagenas grossas, presenga de fibras
colagenas mais finas e desarranjo na distribuicdo destas fibras, em

relacdo aos animais dos grupos controles nao-diabéticos.

4. o calculo da dimenséo fractal do arranjo estrutural do colageno presente
na cicatriz, em alguns momentos dos grupos operados no ileo e no
coélon mostraram valores maiores nos animais diabéticos, revelando
maior complexidade destas anastomoses em relagdo aos animais nao-

diabéticos.

Neste trabalho experimental, parece valido afirmar que, em
concordancia com as nossas suspeitas iniciais, o diabetes provoca alteragdes na
qualidade e no arranjo das fibras colagenas, explicando, provavelmente, a causa
da menor forgca das anastomoses nos estudos biomecanicos realizados

anteriormente.
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O presente trabalho teve por objetivo investigar se o diabetes
experimental aloxanico poderia provocar alteracdes qualitativas nas anastomoses
intestinais realizadas em ileo terminal e célon distal de ratos, em relacao a ratos
controles normais, submetidos a mesma abordagem cirurgica.

Foram efetivamente avaliados 192 ratos da raga Wistar, machos, sadios
ao exame clinico, pesando entre 200 e 300g, distribuidos em quatro grupos
experimentais de 48 animais cada, sendo um grupo controle normal com
anastomoses realizadas no ileo (G1), um grupo controle normal com
anastomoses realizadas no colon (G2), um grupo diabético com anastomoses
realizadas no ileo (G3), e um grupo diabético com anastomoses realizadas no
célon (G4).

Apos trés meses de seguimento (G1 e G2), ou de diabetes (G3 e G4),
0s animais dos quatro grupos experimentais foram operados sendo realizadas
anastomoses no ileo terminal (G1 e G3) ou no célon distal (G2 e G4) e
subsequentemente avaliados em quatro momentos de pds-operatério (4°, 14°, 21°
e 30° dias), onde foram analisados o0s seguintes parametros: evolugao clinica
(peso corporal, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, diurese), exames
laboratoriais (glicemia de jejum e glicosuria). Em cada um dos momentos
mencionados os animais foram sacrificados, sendo retirados fragmentos de
intestino delgado e de intestino grosso, envolvendo as anastomoses realizadas,
sendo espécimes de 6 animais utilizados para analise ultraestrutural das fibras
colagenas, a microscopia eletrénica de varredura, com posterior calculo da
dimenséo fractal, e outros 6 para o estudo histopatolégico a microscopia éptica
pelo método de coloracao do pricrosirius.

A inducdo do diabetes foi feita por meio da inje¢cdo endovenosa de
aloxana a 2%, em dose unica. Foram incluidos no experimento somente animais
com diabetes grave caracterizado por queda progressiva de peso corporal,
elevacdo da ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e da diurese, com valores
glicémicos acima de 200mg/dl e glicosuria de 3+ em fitas reagentes.

A analise histopatolégica a microscopia Optica de laminas das
anastomoses coradas pelo pricrosirius, em aumento de 40x (lupa) mostrou
desarranjo na distribuicdo das fibras colagenas e retardo na retragcéo da cicatriz,

com maior intensidade nos grupos submetidos a anastomoses de célon. O estudo
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morfométrico mostrou diferengas entre a area ocupada pelo colageno nas
anastomoses realizadas no ileo, apenas no momento M2 (14° pds-operatério),
enquanto que, no célon, houve diferengas nos momentos M1 e M4 (4° e 30° dia
de pés-operatério), com valores mais elevados nos animais diabéticos.

A analise ultraestrutural a microscopia eletrénica de varredura mostrou
que tanto nas anastomoses realizadas no ileo, como nas de cdlon, houve
rarefagdo de fibras colagenas grossas, presenga de fibras colagenas mais finas e
desarranjo na distribuicdo destas fibras, em relagdo aos animais dos grupos
controles ndo-diabéticos, em todos os momentos avaliados.

O calculo da dimensao fractal do arranjo estrutural do colageno
presente na cicatriz, a partir das imagens obtidas a microscopia eletrénica
mostrou tendéncia a maior complexidade das anastomoses realizadas em
animais diabéticos, tanto no ileo, como no célon.

Diante dos resultados pode-se concluir que o diabetes provocou
alteragdes qualitativas das cicatrizes, bem como no arranjo estrutural das fibras

colagenas; o que explicaria a pior cicatrizagdo dos animais diabéticos.
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The purpose of this study was to investigate if experimental aloxanic
diabetes could cause qualitative changes in intestinal anastomoses of the terminal
ileum and distal colon in rats, when compared to normal control rats submitted to
the same surgical approach.

192 male Wistar rats were weighing between 200 and 300 g were split
into four experimental groups of 48 animals each. One normal control group was
submitted to ileum anastomoses (G1), one normal control group was submitted to
colon anastomoses (G2), one diabetic group was submitted to anastomoses of the
ileum (G3) and the fourth diabetic group was submitted to anastomoses of the
colon (G4).

Normal (G1 and G2) and diabetic (G3 and G4) rats were followed up for
three months and then submitted to anastomoses of the terminal ileum (G1 and
G3) or of the distal colon (G2 and G4). Animals were evaluated on days 4, 14, 21
and 30 after surgery and the following parameters were assessed: clinical
evolution (body weight, fluid intake, food ingestion and diuresis), laboratory tests
(glycemia and glycosuria). Animals were sacrificed on each of these days and
fragments of the small and large intestine where the anastomoses were performed
were removed. Samples from 6 animals were submitted to ultrastructural analysis
of the collagen fibers using a scanning electron microscope and using these
images, the fractal dimension of the collagen structure was calculated. Samples
from another 6 animals were submitted to histopathology at optical microscopy
stained by picrosirius red and the area of the collagen in the anastomoses were
calculated using these digitized images.

Diabetes was induced with a single intravenous injection of alloxan 2%.
The study included only animals with severe diabetes characterized by
progressive weight loss, increased fluid and food intake, diuresis, glycemic indices
higher than 200mg/dl and 3+ glycosuria measured using reagent sticks.

Histopathological analysis of picrosirius stained anastomosis slides
using an optical microscope at 40x magnification showed that the distribution of
collagen fibers was disarranged and also revealed a delay in scar tissue retraction
in the diabetic animals. These findings were more intense in the diabetic group
submitted to anastomoses of the colon. The morphometric study revealed

differences in the collagen filled area in the ileum anastomoses at M2 (14 days
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post surgery) whereas, in the case of colon anastomoses, differences were
observed at M1 and M4 (4 and 30 days post surgery), with higher values in the
diabetic animals.

Ultrastructure analysis of the ileum and colon anastomoses using a
scanning electron microscope revealed fewer wide collagen fibers, the presence of
narrower fibers and a disarranged distribution of the collagen fibers, as compared
to the findings in non diabetic control animals in all of the assessments.

Using electron microscopy to calculate the fractal dimension of the
structural arrangement of the collagen fibers present in the scar tissue revealed
enhanced complexity of the anastomoses conducted in the ileum and colon of
diabetic animals.

We conclude that diabetes causes qualitative changes in scar tissue as
well as in the structural arrangement of collagen fibers, what could explain the

reduced wound strength in the anastomoses of diabetic animals.
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Nas tabelas incluidas neste topico, apresentamos os resultados

individuais das variaveis estudadas, em todos os animais.
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Tabela 1. Grupo controle normal operado no ileo (G1) — parametros clinicos
(peso, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial

(glicemia), no momento M1 (4° dia de pds-operatério).

N° do rato Peso (g) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (9/12h)

36 386 27 20 3 119
520 365 33 17 3 74
540 396 26 15 3 110
548 376 28 23 3 111
551 430 28 25 4 111
554 473 33 26 4 111
587 330 33 21 3 64
612 346 33 21 3 55
613 446 31 23 6 65
675 430 31 23 4 61
680 440 33 18 5 67
687 376 35 15 2 70

Tabela 2. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — parametros clinicos (peso,
ingestao hidrica, ingestao alimentar, diurese) e laboratorial (glicemia),

no momento M1 (4° dia de pds-operatorio).

N° do rato Peso (9) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (g/12h)
35 213 130 18 61 282
45 310 223 37 149 306
336 220 177 25 125 410
367 223 183 22 95 305
503 225 147 27 85 382
517 228 140 20 65 408
94 253 230 22 159 418
90 280 227 37 156 407
203 243 250 33 163 459
720 293 130 32 82 348
724 253 130 28 70 372
728 300 163 23 122 375
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Tabela 3. Grupo controle normal operado no ileo (G1) — parametros clinicos
(peso, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial

(glicemia), no momento M2 (14° dia de pos-operatorio).

N° do rato Peso (g) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (9/12h)
231 457 57 25 8 119
234 473 47 22 11 127
236 430 60 27 3 132
338 432 45 23 7 115
352 427 30 27 5 115
444 417 50 25 13 121
215 443 32 23 6 116
217 413 47 25 12 111
224 490 43 25 6 104
482 420 37 20 6 103
485 337 30 20 3 99
558 368 33 27 8 80

Tabela 4. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — parametros clinicos (peso,
ingestao hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial (glicemia),

no momento M2 (14° dia de pds-operatério).

N° do rato Peso (g) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (9/12h)
129 255 187 27 106 333
138 347 147 28 57 274
143 263 250 32 145 373
555 297 100 17 63 395
631 217 203 23 122 406
634 335 140 27 45 333
178 280 160 32 105 358
186 253 150 25 95 362
313 353 134 37 62 406
353 283 160 30 90 358
362 262 137 18 86 384
453 277 157 33 76 451
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Tabela 5. Grupo controle normal operado no ileo (G1) — parametros clinicos
(peso, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial

(glicemia), no momento M3 (21° dia de pos-operatorio).

N° do rato Peso (g) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (9/12h)
100 430 47 27 5 129
117 397 67 28 13 125
291 423 47 23 5 108
309 373 47 28 3 97
421 447 37 25 8 129
446 403 42 17 14 118
102 407 40 23 8 124
122 367 57 27 6 118
643 410 37 18 7 81
647 367 37 18 5 90
694 413 32 17 3 74
699 447 28 17 5 60

Tabela 6. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — parametros clinicos (peso,
ingestao hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial (glicemia),

no momento M3 (21° dia de pds-operatdrio).

N° do rato Peso (g) Ingestao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (g9/12h)

98 233 220 27 150 301
114 340 213 38 140 386
294 230 207 35 115 370
320 197 213 37 111 443
400 303 223 35 117 496
404 253 215 32 140 516
158 263 250 37 169 321
164 262 227 35 145 331
189 270 173 30 114 356
447 250 187 35 122 394
707 310 147 20 75 374
709 253 197 22 98 360
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Tabela 7. Grupo controle normal operado no ileo (G1) — parametros clinicos
(peso, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial

(glicemia), no momento M4 (30° dia de pos-operatorio).

N° do rato Peso (g) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (9/12h)
209 437 37 25 2 109
211 430 27 22 3 126
246 410 33 27 6 87
251 437 32 32 6 102
363 363 30 13 5 114
389 427 40 24 9 131
225 483 27 20 3 122
227 460 43 25 8 93
228 460 30 22 6 97
253 413 52 33 8 101
255 417 30 27 6 109
256 410 27 30 4 102

Tabela 8. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — parametros clinicos (peso,
ingestao hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial (glicemia),

no momento M4 (30° dia de pds-operatdrio).

N° do rato Peso (g) Ingestao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (g9/12h)
147 260 220 35 150 415
153 313 217 42 147 379
239 300 170 38 102 377
250 220 190 25 127 414
332 317 170 30 124 389
378 305 177 30 144 454
58 280 250 32 134 404
60 218 210 23 124 408
88 317 240 37 145 444
249 260 210 32 146 403
498 233 183 32 100 458
501 293 200 27 118 451

Erika Paiva Ortolan



04&3,26&@ 102

Tabela 9. Grupo controle normal operado no célon (G2) — parametros clinicos
(peso, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial

(glicemia), no momento M1 (4° dia de pds-operatério).

N° do rato Peso (g) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (9/12h)

39 410 36 23 2 102
500 401 36 30 2 70
505 416 30 30 2 88
515 380 33 18 2 67
518 391 30 21 4 72
527 476 43 30 6 75
594 400 23 20 7 65
614 446 30 21 6 68
616 480 28 20 5 70
617 383 30 22 4 67
678 410 25 22 2 61
681 400 31 18 1 63

Tabela 10. Grupo diabético, operado no cdlon (G4) — parametros clinicos (peso,
ingestao hidrica, ingestao alimentar, diurese) e laboratorial (glicemia),

no momento M1 (4° dia de pds-operatorio).

N° do rato Peso (9) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (g/12h)
75 220 227 28 140 370
81 193 230 33 152 357
89 200 213 33 163 424
360 227 193 25 115 337
372 267 230 25 167 454
521 250 117 22 78 404
32 247 213 35 127 310
42 197 213 37 140 395
595 240 210 27 137 388
556 233 120 18 59 415
633 207 110 28 51 439
645 283 160 30 68 371
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Tabela 11. Grupo controle normal operado no célon (G2) — parametros clinicos
(peso, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial

(glicemia), no momento M2 (14° dia de pos-operatorio).

N° do rato Peso (g) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (9/12h)
232 473 62 25 9 98
233 498 50 27 9 111
235 510 48 28 11 123
295 363 53 22 5 102
334 427 30 23 4 110
348 397 30 23 5 104
218 430 30 25 3 117
219 423 33 23 3 122
220 413 35 23 6 125
477 393 30 28 2 107
480 347 32 23 1 99
656 393 53 28 4 85

Tabela 12. Grupo diabético, operado no colon (G4) — parametros clinicos (peso,
ingestao hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial (glicemia),

no momento M2 (14° dia de pds-operatério).

N° do rato Peso (g) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (9/12h)
132 183 150 23 90 341
134 213 203 30 134 366
144 217 140 23 80 287
483 260 87 25 42 366
492 217 133 22 84 361
541 278 193 27 125 442
126 222 190 33 117 354
137 350 200 30 128 306
358 257 170 22 124 299
373 235 180 27 117 320
431 293 203 33 129 424
432 225 185 33 105 396
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Tabela 13. Grupo controle normal operado no célon (G2) — parametros clinicos
(peso, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial

(glicemia), no momento M3 (21° dia de pos-operatorio).

N° do rato Peso (g) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (9/12h)

95 377 52 28 4 110
104 413 47 27 7 121
300 353 37 23 3 90
303 407 42 25 10 107
391 393 27 14 7 123
442 440 47 25 10 112
105 383 67 33 12 115
113 393 40 27 4 111
124 373 47 22 5 103
445 430 50 23 10 107
448 437 62 27 11 108
671 403 27 15 3 51

Tabela 14. Grupo diabético, operado no colon (G4) — parametros clinicos (peso,
ingestao hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial (glicemia),

no momento M3 (21° dia de pds-operatdrio).

N° do rato Peso (g) Ingestao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (g9/12h)
103 243 217 30 139 318
110 273 220 37 147 344
306 227 197 38 125 398
397 223 150 28 110 501
401 297 183 25 101 505
407 240 220 30 149 505
435 247 120 35 66 369
440 210 160 33 94 427
454 253 233 32 136 436
633 273 197 30 125 392
636 203 143 23 60 386
639 193 140 30 64 390
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Tabela 15. Grupo controle normal operado no célon (G2) — parametros clinicos
(peso, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial

(glicemia), no momento M4 (30° dia de pos-operatorio).

N° do rato Peso (g) Ingestéao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (9/12h)
200 417 27 18 5 130
207 433 33 22 1 111
257 373 32 23 6 100
260 397 47 37 5 103
356 417 43 20 9 105
409 453 43 18 13 111
216 397 35 22 2 115
226 418 32 22 8 122
229 350 25 18 5 117
247 453 37 32 5 106
252 417 40 28 4 90
259 457 25 22 9 113

Tabela 16. Grupo diabético, operado no colon (G4) — parametros clinicos (peso,
ingestao hidrica, ingestdo alimentar, diurese) e laboratorial (glicemia),

no momento M4 (30° dia de pds-operatdrio).

N° do rato Peso (g) Ingestao Ingestao Diurese Glicemia
hidrica alimentar (ml/24h) (mg/dl)
(ml/24h) (g9/12h)
55 260 250 33 150 413
150 267 243 45 167 386
242 277 207 32 143 403
284 211 203 27 139 483
339 323 187 32 132 371
355 282 160 33 100 363
61 253 243 30 144 440
263 247 157 33 91 367
416 327 213 30 140 454
419 283 180 20 123 456
528 237 143 28 80 455
535 220 93 23 58 362
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Tabela 17. Grupo controle normal, operado no ileo (G1) — analise morfométrica

(em mm?), momento M1 (4° dia de pés-operatdrio).

N° do rato Area (mm?®)
36 683,83
520 2357,5
540 2153,59
548 886,63
551 1582,06
554 1087,62

Tabela 18. Grupo controle normal, operado no ileo (G1) — analise morfométrica

(em mm?), momento M2 (14° dia de pds-operatério).

N° do rato Area (mm?®)
231 464,57
234 237,33
236 1425,95
338 595,14
352 670,50
444 907,70

Tabela 19. Grupo controle normal, operado no ileo (G1) — analise morfométrica

(em mm?), momento M3 (21° dia de pds-operatdrio).

N° do rato Area (mm?®)
100 516,94
117 1525,69
291 866,0
309 793,48
421 1125,85
446 572,30
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Tabela 20. Grupo controle normal, operado no ileo (G1) — analise morfométrica

(em mm?), momento M4 (30° dia de pds-operatdrio).

N° do rato Area (mm?®)
209 546,81
211 1458,51
246 -

251 1124,55
363 1054,91
389 246,37

Tabela 21. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — analise morfométrica (em

mm?), momento M1 (4° dia de pos-operatorio).

N° do rato Area (mm?®)
35 802,37
45 2140,7
336 954,59
367 1795,11
503 1141,58
517 2616,0

Tabela 22. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — analise morfométrica (em

mm?), momento M2 (14° dia de pés-operatério).

N° do rato Area (mm?®)
178 1284,31
186 1320,19
313 1739,37
353 1307,01
362 1453,17
453 841,91
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Tabela 23. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — analise morfométrica (em

mm?), momento M3 (21° dia de pés-operatério).

N° do rato Area (mm?®)
98 730,38
114 786,41
294 1254,16
320 1468,32
400 862,15
404 -

Tabela 24. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — analise morfométrica (em

mm?), momento M4 (30° dia de pés-operatorio).

N° do rato Area (mm?®)
147 1285,18
153 458,08
239 1007,3
250 943,81
332 1143,64
378 1285,9

Tabela 25. Grupo controle normal, operado no célon (G2) — analise morfométrica

(em mm?), momento M1 (4° dia de pds-operatdrio).

N° do rato Area (mm°)
39 2454 36
500 570,28
505 915,34
515 758,13
518 2262,28
527 1652,42
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Tabela 26. Grupo controle normal, operado no célon (G2) — analise morfométrica

(em mm?), momento M2 (14° dia de pés-operatdrio).

N° do rato Area (mm?®)
232 1767,5
233 2402,37
235 1244,54
295 1112,19
334 670,46
348 1328,13

Tabela 27. Grupo controle normal, operado no célon (G2) — analise morfométrica

(em mm?), momento M3 (21° dia de pds-operatério).

N° do rato Area (mm?®)
95 680,55
104 522,52
300 1206,12
303 470,73
391 394,69
442 1031,3

Tabela 28. Grupo controle normal, operado no célon (G2) — analise morfométrica

(em mm?), momento M4 (30° dia de pés-operatdrio).

N° do rato Area (mm?®)
200 108,16
207 753,56
257 685,51
260 648,19
356 754,33
409 374,49
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Tabela 29. Grupo diabético, operado no célon (G4) — analise morfométrica (em

mm?), no momento M1 (4° dia de pds-operatorio).

N° do rato Area (mm?®)
75 949,06
81 3984,14
89 2610,13
360 2584,07
372 2330,04
521 2915,81

Tabela 30. Grupo diabético, operado no célon (G4) — analise morfométrica (em

mm?), no momento M2 (14° dia de pés-operatorio).

N° do rato Area (mm?®)
126 1615,67
137 903,27
358 2558,87
373 1406,9
431 -

432 1378,0

Tabela 31. Grupo diabético, operado no célon (G4) — analise morfométrica (em

mm?), no momento M3 (21° dia de pds-operatorio).

N° do rato Area (mm?®)
103 355,26
110 1204,43
306 1740,09
397 2212,21
401 ;

407 658,72
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Tabela 32. Grupo diabético, operado no célon (G4) — analise morfométrica (em

mm?), no momento M4 (30° dia de pds-operatorio).

N° do rato Area (mm?®)
55 1887,64
150 2692,08
242 2392,03
284 889,42
339 1232,66

Tabela 33. Grupo controle normal, operado no ileo (G1) — dimenséao fractal, no

momento M1 (4° dia de pds-operatorio).

N°do rato DF
587 1,6798
612 1,6574
613 1,7815
675 1,6722
680 1,7751
687 1,7694

Tabela 34. Grupo controle normal, operado no ileo (G1) — dimenséao fractal, no

momento M2 (14° dia de pds-operatério).

N°do rato DF
215 1,7226
217 1,7291
224 1,6937
482 1,7044
485 1,6781
558 1,7854
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Tabela 35. Grupo controle normal, operado no ileo (G1) — dimenséao fractal, no

momento M3 (21° dia de pds-operatdrio).

N°do rato DF
102 1,7459
122 1,7996
643 1,7728
647 1,6521
694 1,9068
699 1,5594

Tabela 36. Grupo controle normal, operado no ileo (G1) — dimenséao fractal, no

momento M4 (30° dia de pds-operatorio).

N°do rato DF
225 1,7474
228 1,7127
227 1,7284
253 1,7061
255 1,7159
256 1,7182

Tabela 37. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — dimensao fractal, no momento

M1 (4° dia de pos-operatorio).

N°do rato DF
90 1,8043
94 1,6337
203 1,8023
720 1,7052
724 1,6845
728 1,7344
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Tabela 38. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — dimensao fractal, no momento

M2 (14° dia de pds-operatorio).

N°do rato DF
129 1,8805
138 1,8361
143 1,8064
555 1,8126
631 1,8101
634 1,7941

Tabela 39. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — dimensao fractal, no momento

M3 (21° dia de pos-operatorio).

N°do rato DF
158 1,8222
164 1,7828
189 1,6983
447 1,7294
707 1,8168
709 1,8465

Tabela 40. Grupo diabético, operado no ileo (G3) — dimensao fractal, no momento

M4 (30° dia de pos-operatorio).

N°do rato DF
58 1,8087
60 1,727
88 1,8097
249 1,6792
498 1,697
501 1,7724
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Tabela 41. Grupo controle normal, operado no célon (G2) — dimensao fractal, no

momento M1 (4° dia de pds-operatorio).

N°do rato DF
594 1,7214
614 1,7591
616 1,7234
617 1,7094
669 1,7154
674 1,6726

Tabela 42. Grupo controle normal, operado no célon (G2) — dimensao fractal, no

momento M2 (14° dia de pds-operatorio).

N°do rato DF
218 1,6411
219 1,6758
220 1,6397
477 1,7042
480 1,727
656 1,7891

Tabela 43. Grupo controle normal, operado no célon (G2) — dimensao fractal, no

momento M3 (21° dia de pds-operatério).

N°do rato DF
105 1,7818
113 1,8191
124 1,6674
445 1,6835
448 1,7302
671 1,7989

Erika Paiva Ortolan



oélﬁéndéas 115

Tabela 44. Grupo controle normal, operado no célon (G2) — dimensao fractal, no

momento M4 (30° dia de pds-operatdrio).

N°do rato DF
216 1,7681
226 1,7169
229 1,5263
247 1,7397
252 1,737
259 1,7823

Tabela 45. Grupo diabético, operado no colon (G4) — dimensao fractal, no

momento M1 (4° dia de pds-operatorio).

N°do rato DF
42 1,7779
556 1,7898
595 1,6995
633 1,775
645 1,7824
695 1,7175

Tabela 46. Grupo diabético, operado no coélon (G4) — dimensao fractal, no

momento M2 (14° dia de pds-operatério).

N°do rato DF
132 1,6569
134 1,7324
144 1,7556
483 1,7681
492 1,805
541 1,7199
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Tabela 47. Grupo diabético, operado no coélon (G4) — dimensao fractal, no

momento M3 (21° dia de pds-operatdrio).

N°do rato DF
435 1,7186
440 1,6959
454 1,7884
633 1,8228
636 1,7209
639 1,7938

Tabela 48. Grupo diabético, operado no coélon (G4) — dimensao fractal, no

momento M4 (30° dia de pds-operatdrio).

N°do rato DF
61 1,788
263 1,7259
416 1,7446
419 1,7533
528 1,7888
535 1,8039
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