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* . Asterisco
(). Paréntese

/ . por ou para

. igual

Q

. aproximadamente
+/-. Mais ou menos
<. Menor

>. Maior

®. Marca registrada
N°. Numero

Ng. nanograma

Mg. micrograma
mg. Miligrama

g. grama

kg. kilograma

°C. graus Celsius
dl. decilitro

ml. mililitro

L. litro

mmol. Milimol

mm. milimetro

cm. centimetros

cm?. Centimetros quadrados

m. metro
m?2. metro quadrado

m3. metro cubico

mmHg. Milimetros de mercurio (unidade de medida de pressao)

min. minutos
h. horas

%. Porcentagem

pH. Potencial hidrogeniénico (logaritmo decimal do inverso da atividade dos ions

hidrogénio numa solugao);
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imunossupressor).

Mx. momento de avaliagdo com x semanas apos a cirurgia;
M1. momento de avaliagdo com 1 semana apds a cirurgia;
M2. momento de avaliagdo com 2 semanas apos a cirurgia;
M3. momento de avaliagdo com 3 semanas apos a cirurgia;
M4. momento de avaliagdo com 4 semanas apos a cirurgia;
M5. momento de avaliagdo com 5 semanas apos a cirurgia;
M6. momento de avaliagdo com 6 semanas apos a cirurgia;
M7. momento de avaliagdo com 7 semanas apos a cirurgia;
M8. momento de avaliagdo com 8 semanas apos a cirurgia;
M9. momento de avaliagdo com 9 semanas apos a cirurgia;
M10. momento de avaliagdo com 10 semanas apos a cirurgia;
M11. momento de avaliagdo com 11 semanas ap0s a cirurgia;
M12. momento de avaliagdo com 12 semanas apods a cirurgia.
PO. Pés-operatorio

PO x. Pés-operatdrio de x dias;

PO 1. Pds-operatério de 1 dia;

PO 2. P6s-operatorio de 2 dias;

PO 3. Pds-operatério de 3 dias;

PO 4. Pés-operatério de 4 dias;

PO 5. Pds-operatério de 5 dias;

PO 7. P6s-operatorio de 7 dias;

PO 10. P6s-operatdrio de 10 dias;

PO 20. Pdés-operatdrio de 20 dias;

PO 30. Pos-operatdrio de 30 dias;

PO 35. Pés-operatorio de 35 dias;
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T0. momento de avaliagao anestésica, no tempo 0 ou inicial da cirurgia;

T1. momento de avaliagdo anestésica, 10 minutos antes da reperfusdo do enxerto.
T2. momento de avaliagao anestésica, 10 minutos apds a reperfusédo do enxerto.
T3. momento de avaliagao anestésica, 20 minutos apds a reperfusao do enxerto.
TIF. Tempo de isquemia fria — em minutos

TIQ. Tempo de isquemia quente — em minutos

TC. Tempo cirurgico — em minutos

FR. Frequéncia respiratoria

FC. Frequéncia cardiaca

Bpm. Batidas por minuto (unidade de frequéncia cardiaca)

Mrpm. Movimentos respiratorios por minuto (unidade de frequéncia respiratoria)
PA. Presséo arterial

PAS. Presséo arterial sistolica

PAD. Pressao arterial diastdlica

PAM. Presséo arterial média

O,. Oxigénio

CO,. Diéxido de carbono ou gas carbénico.

PaO,, Presséao parcial de oxigénio

PaCO,. Pressao parcial de dioxido de carbono

ETCO,. Fracao expirada de diéxido de carbono

HCOj3 Bicarbonato

Hct ou Ht. Hematdcrito

Hb. Hemoglobina

Na. Sddio

K. Potassio

Ca. Calcio

Cl. Cloro

Ul. Unidade internacional

IM. Via de administracao intramuscular

IV. Via de administragéo intravenosa

SC. Via de administragao subcutéanea

SF 0,9%. Solucéo salina de cloreto de sddio a concentracéo de 0,9 %

RL. Solugao salina de ringer lactato
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RESUMO: Para melhor compreender as alteragbes hidro-eletroliticas, metabdlicas e
nutricionais em animais de grande porte submetidos a ressecgdes intestinais extensas e
transplante intestinal, propusemos o presente estudo no intuito de se estabelecer um
modelo experimental para a Sindrome do Intestino Curto e transplantes intestinais em
suinos. METODO: Quarenta e dois porcos Landrace - Large White foram ressecados e
divididos em cinco grupos: Grupo 1 (n = 6) 80 %resseccgéo intestinal; Grupo 2 (n = 6),
ressecgao intestinal total; Grupo 3 (n = 6) resseccgao intestinal total e de célon parcial
incluindo valvula ileocecal; Grupo 4 (n =7) ressecgéao intestinal total e transplante intestinal
sem imunossupressado e Grupo 5 (n = 5) ressecc¢do intestinal total e transplante intestinal
com utilizagdo de tacrolimo e micofenolato de sédio como imunossupressores. O tacrolimo
foi administrado por via oral na dose de 0,2 mg/kg/dia e o micofenolato sédico na dose de 15
mg/kg/dia. O nivel sérico do tacrolimo foi ajustado para 15-20 ng/ml. O tempo de
acompanhamento dos grupos 1 e 2 foi de 84 dias, enquanto nos grupos 3, 4 e 5 foi de
aproximadamente 3 semanas. A avaliagdo pos-operatoria incluiu peso semanal, avaliacdo
clinica e analise bioquimica (sédio, potassio, calcio, glicemia, uréia, creatinina, triglicérides,
colesterol total, proteinas totais, albumina e leucograma). Foi realizada endoscopia
convencional com biopsia de enxerto semanal para avaliar a rejeicao. RESULTADOS:
Grupo 1 ganhou peso corpéreo sugerindo adaptacgao intestinal, os grupos 2 e 3 perderam
peso mostrando inadequada adaptagdo a resseccao intestinal. Os porcos do grupo 4 e 5
morreram de rejei¢ao celular aguda grave e sepse, respectivamente. S6 1 animal no grupo 5
foi a obito por intussuscepgao. A sobrevivéncia total em grupos 1, 2, 3, 4 e 5 no dia 30 foi
100 %, 100 %, 0 %, 0 % e 20 %, respectivamente. A sobrevivéncia mediana no grupo 4 e 5
foi 14 e 16 dias, respectivamente. CONCLUSAO: A avaliacdo dos grupos estudados
permitiu as seguintes conclusdes: A ressecgao de 80% de intestino delgado em porcos nao
€ adequada para a indugdo de sindrome de intestino curto; a ressecgdo de 100% de
intestino delgado em porcos forneceu o modelo experimental mais adequado para o estudo
da sindrome do intestino curto; a ressec¢ado de 100% de intestino delgado com inclusao de
valvula ileocecal ndo permitiu sobrevida necessaria para os estudos de insuficiéncia
intestinal; o transplante de intestino delgado sem imunossupressdo em porcos desencadeia
a rejeicao celular aguda grave do enxerto e o transplante de intestino delgado com o
esquema imunossupressor proposto foi adequado para evitar a rejeicao celular aguda grave,
mas inadequado para aumentar a sobrevida do enxerto. Além disso, a rejei¢do do enxerto

intestinal pode ser identificada usando endoscopia convencional.
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ABSTRACT: Large animals were submitted to extensive small bowel resection and intestinal
transplant in the intention of establishing an experimental model for the Short bowel Syndrome
and small bowel transplantation in swine. METHOD: Forty - two Landrace - Large White pigs
were resected and divided in five groups: Group 1 (n = 6) 80% intestinal resection; Group 2 (n
= 6), total intestinal resection; Group 3 (n = 6) total intestinal resection including ileocecal
valve; Group 4 (n = 7) total intestinal resection and small bowel transplantation without
immunosuppression and Group 5 (n = 5) total intestinal resection and small bowel
transplantation with the use of immunosuppressant. Tacrolimus and mycophenolic acid was
administered orally in the dose of 0,2 mg/kg/day and mycophenolic in the dose of 15
mg/kg/day. The level of tacrolimus was adjusted to 15-20 ng/ml. The follow-up of groups 1 and
2 was of 84 days, while in groups 3, 4 and 5 it was approximately 3 weeks. The postoperative
evaluation included weekly control weight, clinical status and biochemical analysis (sodium,
potassium, calcium, glycemia, urea, creatinine, triglycerides, total cholesterol, total proteins,
albumin, and leukocyte count). Conventional endoscopies were performed weekly for graft
biopsies to assess rejection. RESULTS: Group 1 gained weight suggesting small bowel
adaptation, groups 2 and 3 lost weight, showing inadequate adaptation after resection. The
pigs of group 4 and 5 died of acute cellular rejection and sepses, respectively. Only one animal
in group 5 died by intussusception. Overall survival in groups 1, 2, 3, 4 and 5 at 30 days was
100 %, 100 %, 0 %, 0 % and 20 %, respectively. The medium survival in group 4 and 5 was 14
and 16 days, respectively. CONCLUSION: The evaluation of the groups allowed the following
conclusions: 80% of small bowel resection did not allow the induction of short bowel syndrome;
100% small bowel resection supplied more adequate experimental model for short bowel
studies; 100% small bowel resection with inclusion of ileocecal valve did not allow necessary
survival for intestinal failure studies; and small bowel transplantation without
immunosuppression lead to acute cellular rejection of the graft. The immunosuppression
protocol used was adequate to prevent severe acute rejection, but inadequate to increase the
overall survival. Moreover, rejection can be identified by using conventional endoscopy after

small bowel transplantation.
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1. Introducao

A primeira cirurgia relatada envolvendo resseccao intestinal data de 1881,
quando Koeberle realizou a retirada de 2 metros de intestino e o paciente
sobreviveu.

Em 1935, Haymond relatou uma série de ressecgdes e demonstrou em seus
resultados o que seria a maior preocupacao até os tempos de hoje: a desnutricdo
grave e mortalidade. Assim, determinou que nas ressecc¢bes de até um terco de
intestino a fungédo deste mantinha-se normal; com 50% de encurtamento do intestino
seria o limite superior de seguranca e as ressecgdes mais extensas que 50%
levariam a desnutricdo e morte.

Nas décadas seguintes grandes avangos permitiram uma melhor sobrevida
dos pacientes submetidos a ressecgdes intestinais no campo da anestesia, da
reposicdo de liquidos e eletrélitos e dos cuidados pés-operatérios. Apesar desses
progressos, foi s6 a partir de 1960, com a introdugéo da nutricao parenteral total por
Dudrick et al.,1968, que inumeros pacientes passaram a sobreviver apds resseccdes
extensas. Alguns dos pacientes adaptavam - se a nova condi¢do apos um tempo
variavel e passavam a receber novamente dieta oral, reconquistando a autonomia
nutricional.

Desta forma, um campo vasto de pesquisa surgiu sobre técnicas cirurgicas
mais conservadoras, avaliagao nutricional e adaptacao intestinal em pacientes com
intestino curto, o que guiou os esforgos para melhor compreensao da nova entidade
clinica que se denominaria “insuficiéncia Intestinal”.

O termo “insuficiéncia intestinal” foi originalmente definido por Fleming et al.,
1981, como uma massa intestinal funcional abaixo da quantidade minima necessaria
para a digestao adequada e absorgao de alimentos.

Um consenso internacional mais recente considerou uma definicdo mais
ampla que pudesse englobar as ressecgbes extensas e as doengas funcionais,
considerando que insuficiéncia intestinal resulta de obstrugdo, dismotilidade,
ressecgao intestinal, defeito congénito ou doenga associada a perda da absorgéo
caracterizada pela incapacidade de manter o balango protéico-energético, de fluidos,

eletrolitos e micronutrientes (O’keefe et al.,2006).
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A Sindrome de Intestino Curto (SIC) pode ser caracterizada pela
insuficiéncia intestinal causada por resseccbes extensas de intestino delgado,
associado ao comprometimento anatémico e funcional. Alguns autores preferem a
nomenclatura de Sindrome de Intestino Encurtado, para reforcar o fator causal da
sindrome (Barbieri et al., 1998).

A incidéncia de insuficiéncia intestinal irreversivel causada por SIC tem sido
estimado em 2 a 5 pacientes por milhdo de habitantes (Koffeman et al., 2003).

Esta sindrome ¢é influenciada ndao sé pela extensdo e caracteristicas
anatdmico-funcionais do intestino removido, mas pelo intestino remanescente, idade
do paciente, presenga de valvula ileocecal e a presenga do cdélon. O intestino
residual ndo deve ser classificado como curto apenas pela extensao remanescente;
mas principalmente, pela auséncia de adaptacgao intestinal apds o inicio da doenca
Ou ressecgao, ou seja, as consequéncias funcionais originadas da perda de massa
absortiva (Lagnas, 2004). Apesar disso, 0 comprimento remanescente menor que
200 cm esta associado a SIC (Buchman et al., 2003).

O intestino delgado € dotado de criptas e vilosidades. As vilosidades
projetam-se para o lumen como dedos, aumentando a capacidade absortiva.

Os enterdcitos estdo em estado de constante proliferacao e diferenciacdo com
uma enorme capacidade de se adaptar a agressoes, inflamagéo e ressecgoes.

As células mucosas indiferenciadas sao produzidas na cripta € movem-se
progressivamente para o topo das vilosidades adjacentes. Elas se diferenciam em
células maduras nesse trajeto e sao descartadas das vilosidades para o lUmen por
um processo de morte celular programada ou apoptose (King et al., 1995; Majno et
al., 1995; Meikrantz et al., 1995).

A célula mucosa desenvolve os microvilosidades, que participam na secrecao
de enzimas e absor¢ao de nutrientes. O muco, secretado pelas células mucosas
(“Goblet”), adere-se aos nutrientes e mantém o contato com a superficie de
absorcéao.

Os nutrientes sdo primariamente absorvidos no intestino delgado através da
mucosa intestinal e carreados pela veia mesentérica para veia porta.

O intestino delgado é irrigado pela artéria mesentérica superior, ramo direto
da aorta abdominal (na maioria das vezes) e drenado pela veia mesentérica superior

e sequencialmente para a veia porta.
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O mesentério do intestino delgado é formado uma rede de vasos (artérias,
veias, linfatico) entremeada de rica formacdo de nodulos linfaticos, deixando claro
seu papel fundamental na barreira imunoldgica contra agressdo de microorganismos
do meio externo proveniente da ingestdo de alimentos e outros produtos
potencialmente contaminados.

Desta forma, estas estruturas linféides conferem grande imunogenicidade ao
intestino e € um dos principais desafios para o mecanismo de integragao do intestino
delgado quando utilizado como enxerto nos transplantes.

A SIC tem etiologia multifatorial, destacando-se as ressec¢des extensas
consequentes a gastrosquise, enterocolite necrosante, atresia intestinal, volvo
intestinal, trauma abdominal, tumores abdominais, doenga de Crohn, trombose de
artéria mesentérica superior, e menos frequentemente tumor desmoide, gastrinoma
metastatico, sindrome de Budd-Chiari, doenca de inclusdo, polipose multipla e
aganglionose total. Em adultos, a etiologia mais comum sao as doengas
inflamatorias e o trauma.

Na populacdo pediatrica, as anomalias congénitas sdo as causas mais
freqUentes como enterocolite necrosante, volvulo de intestino médio, gastrosquise e
a onfalocele entre outros (Gupte et al., 2006).

Na dependéncia do intestino remanescente, a adaptacao intestinal podera
ocorrer, sendo um fendmeno no qual o intestino encurtado sofre alteragdes com o
objetivo de atingir a autonomia nutricional, ou seja, a capacidade de se alimentar por
via oral e manter um estado eutréfico. Além dos macronutrientes, a adaptacao
restabelecera a absorgdo de microminerais e agua (Goodlad et al., 2001).

Vérios de estudos ja demonstraram as principais alteragbes ocorridas no
processo de adaptagao intestinal (Dowling et al., 1982; Booth et al.,1959 ; Baksheev
et al., 2000). Destas, as mais comuns séo o alargamento das criptas, o alongamento
das vilosidades e microvilosidades, o aumento da massa de enterdcitos, e o
incremento da capacidade absortiva.

Nos pacientes pediatricos com SIC o crescimento proprio do intestino, que
varia de 2,5m a 7 m até a idade adulta, podera ser um fator de adaptacao sem a
necessidade de qualquer tipo de procedimento. A area absortiva intestinal aumenta
de 950cm? na infancia para 7.500 cm? nos adultos. (Rowe et al.,1995).

Embora a adaptacgao funcional ndo possa ser correlacionada diretamente com

o comprimento residual do intestino, a SIC é definida anatomicamente com menos
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30% de intestino remanescente, sendo menor que 75 cm em criangas € menor que
200 cm em adultos (Weale et al., 2005).

Em geral, se houver mais de 100 cm de intestino delgado remanescente sem
a presencga de célon ou mais de 60 cm de intestino delgado na presencga de cdlon, o
uso de NPT podera ser evitado. Em criangas, se mais de 80 % do intestino delgado
for removido, a necessidade de NPT podera ser permanente (Koffeman et al., 2003).

Em 1955, Potts estabeleceu que a sobrevida de neonatos sé pudesse ser
possivel com mais de 40 cm de intestino delgado remanescente, enquanto indices
de mortalidade em torno de 50% eram referidos em criangas com 15 a 40 cm de
intestino residual, principalmente sem a valvula ileocecal.

Goulet et al, 2005, analisaram retrospectivamente um grupo de 87 criangas
com SIC acompanhados por um periodo médio de 15 anos, com sobrevida geral de
89,7%. Com relagdo ao comprimento, 92% destas criangas com intestino
remanescente entre 40 a 80 cm sobreviveram; em contraste, 66% de sobrevida com
menos de 40 cm.

Em adultos, um intestino residual menor que 100 cm €& altamente preditivo
para insuficiéncia intestinal permanente, e quando menor que 50 cm, com alta
mortalidade. (Messing et al., 1999).

O tratamento clinico é obrigatério para todos os pacientes com insuficiéncia
intestinal; inclui o jejum, avaliagdo pormenorizada da extensdo e topografia do
intestino remanescente, correcao das alteracoes hidro-eletroliticas,
acompanhamento por equipe multidisciplinar especializada, avaliagdo dos acessos
venosos disponiveis, infecgdes prévias relacionadas, avaliagdo da necessidade de
nutricdo enteral ou parenteral, avaliacdo da fungao hepatica e o fechamento precoce
das enterostomias para reconstrugcao do transito intestinal sempre que possivel.

Mughal e Irving, em 1986, estimaram aproximadamente 2 casos novos por
ano de pacientes com SIC que permanecerdao dependentes de nutricdo parenteral
total prolongada (NPT).

As complicagdes mais frequentes sao disturbios hidroeletroliticos e
metabdlicos, infecciosas (causadas por cateter central), diarréia cronica (disabsortiva
ou osmotica), colestase intra-hepatica (na nutrigdo parenteral total), litiase biliar e

lesdes cutaneas peri-estomias (em pacientes com enterostomias no pos-operatorio).
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Os disturbios hidroeletroliticos e metabdlicos sado extremamente comuns
nesse pacientes devido a presenca de estomas que dificultam a absorgédo de agua e
eletrdlitos pelo ileo e célon quando presentes.

A sepse pode ocorrer por supercrescimento bacteriano, presenca de estomas
e complicagao relacionada ao cateter.

Num estudo de Messing et al.,1999, 30 % das mortes entre pacientes que
receberam nutricdo parenteral domiciliar resultaram de infecgdes, das quais 50%
foram relacionados aos acessos venosos centrais.

Estima-se que 15 % dos pacientes que usam NPT desenvolvem doenga
hepatica terminal (Chan et al., 1999). Cavicchi et al, 2000, mostraram que 65 % de
90 pacientes em NPT por insuficiéncia intestinal permanente desenvolveram
colestase crénica, em média apds 6 meses de acompanhamento (variagdo de 3 a
132 meses); 18% destes pacientes apresentaram fibrose portal intensa apds 26
meses e 5% evoluiram com cirrose hepatica, com média de acompanhamento de 37
meses.

Segundo Goulet e Ruemmele, 2006, entre os principais fatores relacionados a
doenca hepatica secundaria a utilizagcdo de NPT estao a interrupcéo do ciclo entero-
hepatico; translocacdo e supercrescimento bacteriano por estase intestinal; sepse
recorrente relacionada ao cateter; prematuridade (isoladamente pode ser fator
associado); NPT inadequada em macronutrientes, excesso de carboidratos e/ou de
proteinas; excesso de cadeias longas de acidos graxos polinsaturados ou
sobrecarga de elementos como aluminio, ferro e cromo.

Apesar disso, € dificil predizer quando a doenga hepatica € irreversivel, sendo
importante a bidpsia hepatica para avaliagao de fibrose portal ou cirrose.

Se o processo de adaptacao intestinal com consequente reintroducao de
nutrientes utilizando-se do trato digestivo remanescente nao for alcangado, a
necessidade de NPT permanente com todas suas implicagbes (infeccbes por
cateteres totalmente implantaveis, tromboses venosas, etc.) podera ser necessaria.

Paralelamente, e na dependéncia do comprimento do intestino delgado
remanescente, varias técnicas cirurgicas foram descritas na tentativa de diminuir o
transito intestinal (Canarelli et al., 1986; Blanco, 1994; Zurita et al., 2004), aumentar
capacidade absortiva ou alongar o intestino, com taxas variaveis de sucesso (Saday
et al.,, 1996; Bianchi, 1980, 1997). Entre as técnicas cirurgicas de alongamento

(Sudan et al., 2007; Bueno, 2007), Bianchi, 1980, propds a duplicacédo longitudinal
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de segmentos dilatados de intestino delgado, e mais recentemente, em 2003, a
enteroplastia transversa em série, ou STEP, que descrevia o alongamento
transversal (Cowles et al., 2007; Sudan et al., 2007). Todavia, as pequenas
casuisticas descritas e os resultados abaixo das expectativas incentivaram algumas
instituicdes a instituirem registros internacionais, para uma melhor avaliacdo destas
técnicas (Modi et al., 2007; Duggan et al., 2006).

Desta forma, o transplante intestinal surgiu como uma modalidade terapéutica
alternativa nas complicacbes que pudessem comprometer a sobrevivéncia destes
pacientes (Abu-Egmagd et al., 1998).

As intervengdes cirurgicas pioneiras de transplantes intestinais foram
iniciadas nos primeiros anos da década de 1960, como tentativas herdicas nos
pacientes com enterectomias extensas (Okumura and Mester,1992).

A auséncia de nutricdo parenteral total e principalmente de drogas
imunossupressoras eficazes para prevenir a rejeicdo pos-operatoria resultou
invariavelmente em insucessos.

Renovado interesse no campo do transplante de intestino foi observada na
metade da década de 1980 (Pritchard et al.,1985), com o advento da ciclosporina A
como nova droga imunossupressora, com resultados favoraveis no controle de
rejeicdo quando utilizada em transplantes renais. Assim, foram realizadas novas
tentativas clinicas de transplante intestinal, com o emprego de associa¢des de drogas
como ciclosporina, esterdides, azatioprina e OKT 3, porém ainda com resultados
desalentadores quanto a sobrevida do enxerto e do doador (Goulet et al, 1988; . Grant
et al., 1989; Kirkman, 1984; Cohen et al., 1986).

Foi s6 apds o surgimento de outra droga imunossupressora, o tacrolimo (FK
506), que os resultados dos transplantes em termos de sobrevida melhoraram (Starzl
& Rowe et al., 1989; Starzl & Todo et al., 1989; Todo et al., 1990), com consequente
aumento do numero de transplantes intestinais realizados para insuficiéncia intestinal
(Todo et al., 1995; Lee et al 1990). Entretanto, a elevada morbidade e mortalidade foi
observada em comparagao aos transplantes de outros 6rgaos como rim e figado,
decorrente da grande antigenicidade do enxerto intestinal em consequéncia de seu
tecido linféide nas paredes intestinais e no mesentério.

Enquanto este aspecto contribui para o aumento da antigenicidade do enxerto,
pouco € conhecido a respeito da funcdo destas sub-populacdes especificas de

células, separadas em duas grandes sub-populagdes: o compartimento intra-epitelial,
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composto principalmente por células CD 8 e a lamina propria, por células CD 4.
Também foi demonstrado que as células dendriticas positivas para antigenos da
Classe Il do MHC estédo concentradas nas placas de Peyer e linfonodos mesentéricos
(Brandtzareg et al., 1989).

Sobrevidas prolongadas apds os transplantes intestinais tém sido limitadas pela
imunogenicidade dos enxertos e pelos frequentes episddios de rejeicdo e da reagao
do enxerto versus receptor (GVHD), havendo a necessidade de elevadas doses de
drogas imunossupressoras que desencadeiam, com frequéncia, complicacbes de
natureza toxica e infecgdes (Hoffman et al., 1990).

O tratamento da rejeicdo ainda € dependente do uso de agentes
imunossupressores nao especificos, que podem desencadear complicagdes
infecciosas e doencas linfo-proliferativas nos receptores (Mueller et al., 2004; Pascher
et al.,2003).

Neste contexto, a indugao de tolerancia apos o transplante ainda permanece
como O maior objetivo a ser atingido, com inumeros protocolos clinicos e
experimentais finalizados ou em fase de execugéo.

Atualmente, as indicagbes para o transplante intestinal se restringiram aos
pacientes com insuficiéncia intestinal irreversivel que apresentam falhas ou
complicagcbes relacionadas ao tratamento com nutricdo parenteral, como sepse
recorrente, perda de acessos vasculares e doenga hepatica relacionada a NPT.

Com relacdo aos aspectos técnicos do transplante intestinal, quatro
modalidades sao descritas: o transplante intestino delgado isolado, o transplante
intestino delgado associado ao figado, o transplante multivisceral (figado, estémago,
duodeno, pancreas e intestino delgado; associados ou ndo ao célon direito e bago) e o
transplante multivisceral modificado (todos os 6rgaos do transplante multivisceral,
exceto o figado).

O tipo de enxerto necessario € individualizado e depende da doenca de base e
outras lesdes ou 6rgaos comprometidos. Assim, a presenga de Sindrome do intestino
curto exclusiva é indicagao para o transplante de intestino isolado, quando associada
a insuficiéncia hepatica o transplante combinado de intestino e figado ou multivisceral
e nas dismotilidades intestinais com fungéo hepatica integra o transplante multivisceral
modificado, como por exemplo, a aganglionose total em criangas. (Kato et al.,2006;
Starzl et al., 1989).
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Com relagcdo a imunossupressdao, segundo o registro internacional de
transplantes intestinais de 2003, 90% dos pacientes receberam como base do
tratamento imunossupressor o tacrolimo (inibidor de calcineurina) associado a
esterdides (Grant et al., 2005).

A isto, tém-se associado terapia imunossupressora de indugdo com anticorpos
anti-receptor de interleucina 2, globulina anti-linfocitaria ou alemtuzumab, Campath-1-
H ( Pinna et al., 2000; Tzakis et al., 2003).

Este protocolo de imunossupressédo possibilitou a redugdo das dosagens de
tacrolimo administrada em alguns pacientes e ,em algumas situag¢des, a interrupgao
do uso de esterdides apds 6 meses do transplante intestinal, com consequente
diminuicdo dos seus efeitos colaterais.

Segundo o Registro Internacional de Transplante Intestinal apresentado em
2005, houve um aumento na sobrevida em 1 ano para 80% a 90% para os enxertos
intestinais e os receptores, com diminuicdo dos episddios de rejeicao celular aguda
grave nos primeiros meses de pds-operatério. (Beath, 2006; Ruiz et al., 2007)

Entretanto, a rejeicédo e a infeccdo mantém-se como as causas mais comuns de
morbidade e mortalidade, tornando-se essencial a monitorizagdo adequada do enxerto
intestinal para prevencao destes eventos (Selvaggi et al., 2007; Tzakis et al., 2006).

Assim, a alta complexidade dos fenbmenos imunologicos desencadeados pelo
enxerto intestinal tornou a pesquisa experimental pré-clinica essencial, no intuito de
melhorar os resultados clinicos no que tange a imunossupressao ideal em transplante
de intestino (Dean et al., 2003).

Varios modelos experimentais em pequenos animais (roedores) tém sido
descritos para estudos nutricionais, imunolégicos e técnicos em sindrome de intestino
curto e transplante de intestino delgado, com suas limitagdes em reproduzir as
condigdes observadas na clinica em humanos (Safford et al., 2005).

Assim, o modelo porcino surge como o animal de escolha em varias
pesquisas pelas caracteristicas anatbmicas e fisiologicas dessa espécie, que sao
muito semelhantes ao homem. Nos Estados Unidos da América a utilizagao de suinos
aumentou em mais de 400%, tornando esta espécie o modelo biolégico mais utilizado

em laboratorios experimentais (Swindle, 2007; Miller et al., 1987).
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Assim, para melhor compreender as alteragdes hidro-eletroliticas, metabdlicas
e nutricionais em animais de porte maior submetidos a ressecg¢des intestinais
extensas e transplante intestinal, propusemos o presente estudo no intuito de se
estabelecer um modelo experimental para a Sindrome do intestino curto e

transplantes intestinais em suinos.



Objetivo
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Objetivo

Estabelecer o modelo experimental da Sindrome do Intestino Curto e Transplante

Intestinal em suinos.



Material e Método
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2. Material e Método

2.1. Animais.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista-Unesp,
Campus de Botucatu.

Foram utilizados 42 porcos da raca Large-White / Landrace, com peso entre 8 e
35 kilogramas, internados com 15 dias de antecedéncia para adaptarem-se ao
ambiente da pocilga do Laboratério de Cirurgia Experimental (Departamento de

Cirurgia e Ortopedia da Faculdade de Medicina de Botucatu) Figura 1.

Figura 1. Visao interna da pocilga com baias individuais.

Os animais receberam dieta comum para suinos (ragéo padrao), sem nenhuma
suplementacdo no pré ou pos—operatério, sendo ofertada a mesma quantidade para
cada um dos animais de todos os grupos.

Na véspera do procedimento cirurgico, respeitou-se um jejum hidrico de 2

horas e alimentar de 24 horas.

2.2. Delineamento do estudo.

Os animais foram distribuidos em 5 grupos, com 5 a 7 animais por grupo, de

acordo com os procedimentos realizados. (Tabela 1)
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Tabela 1. Distribuicdo dos animais nos grupos de acordo com o procedimento.

GRUPO PROCEDIMENTO N ° Porcos
1 RESSECGAO DE 80% DE INTESTINO DELGADO 6
2 RESSECGAO TOTAL DE INTESTINO DELGADO 6

RESSECGAO TOTAL DE INTESTINO DELGADO
+ HEMI-COLECTOMIA DIREITA

RESSECGAO TOTAL DE INTESTINO DELGADO
4 + TRANSPLANTE DE INTESTINO DELGADO 7
SEM IMUNOSSUPRESSAO

RESSECGCAO TOTAL DE INTESTINO DELGADO

5 + TRANSPLANTE DE INTESTINO DELGADO 5
COM IMUNOSSUPRESSAO
N° TOTAL DE PORCOS 30

Para os grupos 4 e 5, foram utilizados porcos receptores (fémeas) com peso de
25 = 10 kg e doadores (machos) com peso de 15 + 7 kg.

Nas avaliagdes de crescimento ponderal, foi incluido um grupo de porcos nao
operados. Este grupo foi composto por 4 porcos da mesma espécie utilizada, em que
foi avaliado apenas o peso, aferido semanalmente, como nos outros grupos. Assim,
esse grupo passou a ser denominado grupo controle para avaliar a curva de
crescimento padrao para os porcos submetidos as mesmas condigcbes ambientais e
nutricionais.

2.3. Anestesia.

A anestesia foi realizada por médica anestesista veterinaria com experiéncia
em suinos, auxiliada por um zootecnista e uma técnica em laboratério experimental.
2.3.1. Medicacao pré-anestésica (MPA)

A medicacdo pré-anestésica foi realizada com acepromazina (0,1 mg/kg),
morfina (0,4mg/kg) e quetamina (10 mg/kg) em mesma seringa pela via intramuscular
(IM); além de atropina (0,044 mg/kg IM).

Os animais foram posicionados em decubito ventral, aproximadamente 20
minutos apés a MPA e realizada a canulagdo da veia auricular com cateter de
polietileno (Angiocath®)* , nimero 22 ou 24, para administracdo dos agentes

indutores e hidratac&o intravenosa.

A BD Angiocath — Becton Dickinson Ind. Cirargicas Ltda. — Juiz de Fora — MG.
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2.3.2. Indugéao anestésica.

A inducdo anestésica foi realizada pela associacao de diazepam e quetamina
em proporgdes iguais (1:1), e aplicados via intravenosa na dose de 0,1 a 0,15 ml/kg.
Apds a inducédo, os animais foram entubados com sonda orotraqueal de Maggil
provida de balonete, de tamanho apropriado a sua traquéia.
2.3.3. Manutencao anestésica.

Os animais foram encaminhados a sala de cirurgia e posicionados em decubito
dorsal sobre colch&o térmico com agua circulante (Figura 2).

Figura 2. Porco em decubito dorsal horizontal sobre colchao térmico.

A sonda orotraqueal foi conectada ao aparelho de anestesia inalatéria em
circuito semi-fechado, com fluxo diluente de 1 litro/min. em oxigénio a 100%. A
manutencédo anestésica dos animais dos grupos submetidos a ressecgédo intestinal e
dos doadores de enxerto foi realizada através da infusdo intravenosa de xilazina (1
mg/ml), quetamina (2 mg/ml) e éter gliceril guaiacol 5% (50 mg/ml), diluidos em 250ml
de solugdo glicosada a 5%, e infundidos numa velocidade de 2,0 ml/kg/hora para
inducgao inicial até alcance do plano anestésico, seguida de dose de manutencgéo de
0,5 a 1,0 ml/kg/hora. Ja a manutengao dos animais receptores dos grupos 4 e 5 foi
realizada com isofluorano, administrado através de vaporizador universal a
concentracdo meédia de 2,5% (1,7 CAM).

2.3.4. Ventilacao mecanica.

Em todos os animais a ventilagdo mecéanica foi instituida desde o inicio da
anestesia (figura 3), com manutencgéo de uma frequéncia respiratéria de 16 a 24 mrpm
(movimentos respiratérios por minuto), com pressao inspiratoria de 15 a 20 cm Hy0,
com o fluxo inspiratério ajustado para se obter um volume total (V1) de
aproximadamente 10 ml/kg/minuto para manter a taxa de extragdo de CO, (ETCO,)

entre 35 - 40 mmHg, monitorada por capnografia.
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Figura 3. Assisténcia ventilatoria mecanica e monitorizagdo dos animais.

Todos os animais receberam hidratac&o intravenosa durante a cirurgia com
solucéo de Ringer Lactato aquecida numa velocidade de infusdo de 10 ml/kg/hora. Na
presenca de hipotensdo (PAM < 60 mmHg) essa taxa foi elevada para 20 a 40
mi/kg/hora e na auséncia de resposta positiva, a administragcdo de dopamina era
efetuada numa taxa de infusdo de 5 a 10ug/kg/min até atingir limites presséricos
favoraveis.

O controle anestésico dos animais dos grupos 4 e 5 (transplante) foi realizado

através da avaliagdo multi-paramétrica.

2.3.5. Avaliagao multi-paramétrica.

A avaliagdo multi-paramétrica foi realizada através do controle dos parametros

cardiovasculares, respiratérios e de temperatura.

2.3.5.1. Parametros Cardiovasculares.

Frequéncia cardiaca (FC — bpm) - através de eletrodos do eletrocardiografo, fixados

a pele tricotomizada dos membros dos animais, por meio de adesivos.

Pressao arterial sistélica, média e diastélica (PAS, PAM e PAD) - através do
cateter introduzido na artéria femoral, conectado ao transdutor de pressdo do monitor

hemodinamico®, nivelado na altura do coragdo (processo  xifoide).

B Model MP100 - Biopac Systems, Inc — Santa Barbara, CA — USA.
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2.3.5.2. Parametros Respiratorios.

Frequéncia respiratéria e ETCO2 - avaliados por capnoégrafo, cujo sensor foi
conectado entre a sonda endotraqueal e o circuito circular valvular do aparelho de
anestesia.

Oximetria de pulso - mensurada pela adaptacdo do sensor do oximetro na orelha do
animal.

Hemogasométricos - Foram avaliados por meio da coleta de sangue arterial obtido
do cateter da presséao arterial. Os parametros avaliados foram: pH, Pressao parcial de
diéxido de carbono (PaCO,), Pressao parcial de oxigénio (PaO,), Bicarbonato (HCO3),
Excesso/déficit de base do sangue arterial (BE); Potassio sérico (K'), e

hematdcrito(Ht).

2.3.5.3. Temperatura

A temperatura foi mensurada através de sensor posicionado no tergo distal do
esbfago, proximo ao esfincter inferior (cardia).

Todos os parametros foram coletados em 4 tempos distintos:

e T 0, valor referente a coleta no pré-operatério imediatamente antes da indugcao
anestésica;

e T 1, valor referente a coleta 10 minutos antes da reperfusdo do enxerto
intestinal implantado;

e T 2, valor referente a coleta 10 minutos apds a reperfusado do enxerto intestinal
implantado;

e T 3, valor referente a coleta 20 minutos apds a reperfusao do enxerto intestinal
implantado

2.4. Técnica operatoria.
2.4.1. GRUPO 1. Ressecgao de 80% do intestino delgado

Apoés laparotomia mediana de aproximadamente 20 cm, foi identificado o
intestino delgado do angulo de Treitz até a valvula ileocecal e o seu pediculo vascular
constituido pela artéria e veia mesentérica superior. Foi realizada a ressecg¢ao de 80%
do intestino delgado total, que correspondeu a aproximadamente 14 metros de
intestino, visto que o intestino delgado dos porcos aferido no momento da cirurgia
mediu em média 17 metros. Apds as medidas iniciais, o intestino remanescente foi

fixado em 3 metros, sendo 1,5 metros de jejuno proximal e 1,5 metros de ileo distal.
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Figura 4. Resseccao de 80 % de intestino delgado, com anastomose término-
terminal no detalhe.

A reconstrucado do transito intestinal foi realizada com anastomose do jejuno
proximal e ileo terminal remanescentes, término-terminal, em 2 planos, sendo plano
total com fio de poliglactina 4.0 (vicryl ®) e plano sero-muscular com nylon 4.0
(Figura4).

O fechamento da parede abdominal foi realizado apds revisdo da hemostasia,
com nylon 0, manual, de forma continua e ancorada, interessando plano aponeurético;
e a pele com sutura simples com nylon 2.0. Nao foi realizado curativo oclusivo na
incisdo cirurgica. Foi utilizado spray vermicida e fungicida sobre a incisdo no pds-

operatdrio imediato.

2.4.2. GRUPO 2. Resseccgao total de intestino delgado
Apoés laparotomia mediana de aproximadamente 20 cm, foi identificado o
intestino delgado desde o angulo de Treitz até a valvula ileocecal e dissecado o seu

pediculo vascular constituido pela artéria e veia mesentérica superior.
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Realizou-se a resseccéao total do intestino delgado total, com exce¢édo de 5 cm
de jejuno proximal e 5 cm de ileo distal.

A reconstrugéo do transito intestinal foi realizada com anastomose do jejuno
proximal e ileo terminal remanescentes, término-terminal, em 2 planos, sendo plano
total com vicryl 4.0 e o plano sero-muscular com nylon 4.0.

O fechamento da parede abdominal foi realizado apds revisdo rigorosa de
hemostasia, com nylon 0, manual, de forma continua e ancorada, interessando plano
aponeuradtico; e a pele com sutura simples com nylon 2.0. Nao foi realizado curativo

oclusivo na incisao cirurgica.

2.4.3. Grupo 3. Resseccgdo total de intestino delgado e célon direito.

Apoés laparotomia mediana com aproximadamente 20 cm, foi identificado e
isolado o intestino delgado desde o angulo de Treitz até a valvula ileocecal, com
liberagao do célon inicial (correspondendo ao coélon direito do humano).

Os segmentos identificados acima foram removidos, com exceg¢ao de 5 cm de
jejuno e célon distal (remanescente), apds a ligadura dos pediculos arterial e venoso
representados pela artéria e veia mesentérica superior.

A reconstrucado do transito intestinal foi realizada com anastomose do jejuno
proximal e célon remanescente, término-terminal, em 2 planos, sendo plano total com
vicryl 4.0 e plano sero-muscular com nylon 4.0.

O fechamento da parede abdominal foi realizado apds revisao de hemostasia,
com nylon 0, manual, de forma continua e ancorada, interessando plano aponeurético;
e a pele com sutura simples com nylon 2.0. Nao foi realizado curativo oclusivo na

inciséo cirurgica.

2.4.4. GRUPO 4. Resseccgdao total de intestino delgado + transplante de intestino
delgado, sem imunossupressao.

A técnica cirurgica empregada envolveu a cirurgia realizada no doador para
retirada do enxerto e a cirurgia no receptor, que compreendeu a ressecgao total do

intestino delgado tal qual realizada no grupo 2, seguido do implante do enxerto.
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2.4.4.1. Cirurgia do doador

A cirurgia do doador iniciou-se com incisdo abdominal mediana de
aproximadamente 20 cm. Foi identificado o intestino delgado desde angulo de Treitz
até a valvula ileocecal.

A aorta abdominal foi isolada do tronco celiaco até a bifurcacdo das artérias
ililacas por meio da ligadura de todos os vasos (artérias renais, lombares e outros
ramos menores) com excecgao da artéria mesentérica superior.

A veia mesentérica superior € a veia porta foram dissecadas (figura 5) com
liberacdo do pancreas até o hilo hepatico. A administracdo de heparina sistémica foi
realizada na dosagem de 110 Ul/kg, antes do clampeamento da aorta cranial (abaixo
do tronco celiaco e acima da artéria mesentérica superior). Apos este clampeamento,
uma sonda de Levine foi introduzida na aorta distal, fixada no local com fio de algodao
0, e iniciada perfusdo dos 6rgaos abdominais com aproximadamente 500 ml de
solucgéo cristaléide de Ringer lactato a 4 ° C, contendo 2500 Ul de heparina sédica, até
o clareamento satisfatorio do enxerto, bem como da coloragao do efluxo do pediculo
venoso do intestino representado pela veia porta, que era seccionada na altura de sua

bifurcagao no hilo hepatico.

Figura 5. Isolamento dos vasos mesentéricos superiores.
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Apos a ligadura e secgdo da aorta proximal, abaixo do tronco celiaco, e da
aorta distal acima da bifurcagcéo das artérias iliacas, o segmento intestinal (enxerto)
compreendido entre jejuno proximal (5 cm do angulo de Treitz) e ileo terminal (5 cm
antes da valvula ileo-cecal) foi removido da cavidade abdominal do doador, nédo se
tendo realizado a lavagem intraluminal do enxerto (Figura 6). Os animais doadores de
enxertos de intestino delgado foram sacrificados por exsanguinamento.

a

Veia porta \\ 1

/" Enxerto de intestino

Artéria mesentérica | -
- ~ delgado isolado
=

Veia mesentérica

Aorta

Figura 6. Esquema com o enxerto intestinal Isolado com a veia mesentérica superior até
a veia porta (em azul) e a aorta infra-renal (em vermelho). Desenho de Marcos Aloise.

O enxerto intestinal removido foi acondicionado em saco plastico esteéril
contendo uma solugdo de Ringer lactato a 4 °C em uma vasilha contendo gelo para

manutencgao da temperatura (Figura 7).

Figura 7. Enxerto intestinal envolto por compressas com Ringer Lactato a 4°C.
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2.4.4.2. Cirurgia no receptor (Transplante intestinal)

A cirurgia no receptor iniciou-se com incisdo abdominal mediana de
aproximadamente 20 cm. Foi identificado o intestino delgado desde angulo de Treitz
até a valvula ileocecal, tendo a enterectomia sido realizada tal qual descrita em G2.

A aorta abdominal foi dissecada acima da bifurcacdo das artérias iliacas e a
veia mesenteérica superior dissecada até o inicio de seu trajeto intra-pancreatico.

Ambos os vasos tiveram sua adventicia removida e preparada para as
anastomoses vasculares com o enxerto.

Apds a administracdo sistémica de heparina, realizou-se o clampeamento
lateral da aorta acima de sua bifurcagao e a aortotomia realizada com extensao de 1
cm (variavel de acordo com o calibre da aorta distal do enxerto), seguida de
anastomose término-lateral do conduto adrtico do enxerto com a aorta distal do
receptor, com fio de polipropileno 6.0, de forma continua.

A drenagem venosa foi reconstruida por meio de anastomose término-terminal
da veia porta do enxerto com a veia mesentérica superior do receptor, de forma
continua, com o fio de polipropileno 6.0.

Apds o término das anastomoses vasculares, a pinga vascular foi removida da
veia mesentérica superior do receptor, o que permitiu o refluxo venoso do receptor
para o enxerto.

Em seguida, removeu-se a pinga vascular da aorta abdominal do receptor, o
que permitiu a revascularizacao arterial do enxerto.

A reconstrugdo do transito intestinal foi realizada entre o jejuno proximal do
receptor com o jejuno proximal do enxerto, latero-lateral, em dois (2) planos, a 40 cm
da extremidade proximal do enxerto, um plano total com fio de vicryl 4.0 e um plano
sero-muscular com nylon 4.0, com exteriorizagdo da extremidade proximal do enxerto
(jejuno) através de jejunostomia. Foi realizada anastomose término-terminal em 2
planos de sutura entre o ileo distal do enxerto com o ileo terminal remanescente do
receptor.

Foi confeccionada gastrostomia pela técnica descrita por Stamm para
descompressao gastrica, administragdo de medicagcdes e alimentagdo no pods-

operatorio (Figuras 8 e 9).
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FIGURA 8. A. anastomose do jejuno remanescente do receptor com o jejuno do
enxerto. B. enxerto intestinal. C. célon do receptor. D. gastrostomia. E.
jejunostomia.

Figura 9. Aspecto final apés o fechamento da parede abdominal e jejunostomia.

2.4.5. GRUPO 5. Resseccgdo total de intestino delgado + transplante intestinal
com imunossupressao

A técnica cirurgica empregada para o doador e receptor do enxerto foi a mesma
que a descrita para o grupo 4, associada ao tratamento com drogas

imunossu pressoras.
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2.4.6. Tempo de isquemia.

O tempo de isquemia foi caracterizado pelo tempo em que o 6rgao ficou sem
perfusdo sanguinea, e compreende duas fases: tempo de isquemia fria e
quente.

Tempo de isquemia fria

Intervalo de tempo compreendido desde a interrupgao da perfusao sanguinea
do intestino delgado por meio do clampeamento da aorta abdominal acima da
artéria mesentérica superior do doador, a perfusdo da aorta abdominal do
doador com solugéo cristaldide (ringer lactato) a 4°C, até a remog&o do enxerto
da vasilha.

Tempo de isquemia quente

Intervalo de tempo que se inicia no momento em que o enxerto € retirado da
vasilha com liquido de preservacéo resfriado a 4°C e posicionado na cavidade
abdominal, até a realizacdo completa das anastomoses vasculares e

reperfusdo do enxerto.

Os parametros foram avaliados em quatro tempos basicos durante a cirurgia:

e TO - apds a incisdo da cavidade abdominal, considerado o valor basal.
e T1 - 10 minutos anteriormente a reperfusao do enxerto.

e T2 - 10 minutos posteriormente a reperfusdo do enxerto.

e T3 - 20 minutos posteriormente a reperfusdo do enxerto.

2.4.7. Tempo da cirurgia.

Foi o tempo em minutos dispendido do inicio da incisdo abdominal até o

fechamento total da cavidade.

2.4.8. Cuidados pos-operatorios.

Apdés o término da cirurgia os animais eram encaminhados para local
apropriado, onde foram mantidos aquecidos e acompanhados durante a fase da

recuperacao anestésica e cuidados intensivos por 48 horas (Figura 10).
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Figura 10. Baia individual de 1 m? para cuidados de pés-operatério.

No primeiro dia pés-operatorio (PO 1) foi oferecido apenas agua. A partir do PO
2 foram oferecidos agua e ragao padrao (sem suplementacgéao) ad libitum.

A partir do PO 3 ou quando apresentaram estabilidade clinica, os animais dos
grupos 1, 2 e 3 foram transferidos para pocilga onde permaneceram com 0s outros
animais do estudo submetidos as mesmas condi¢gbes locais de temperatura, oferta
alimentar e cuidados de limpeza. Os técnicos responsaveis pelos cuidados com os
animais nao tiveram ciéncia da divisao dos grupos para nao influenciar nos resultados.

Os animais dos grupos 4 e 5 foram mantidos no laboratério até o seu 6bito,
para acompanhamento da evolugdo clinica, manipulagdo de drogas
imunossupressoras, controle da jejunostomia, controle da gastrostomia e realizagao

das endoscopias.

2.4.9. Antibioticoterapia.

A antibioticoterapia profiladtica foi realizada para todos os animais com a
utilizagéo de 60 mg/Kg/dia de Cefuroxima © , iniciada na indugdo anestésica e mantida
por um periodo de 48 horas. Na vigéncia de sinais infecciosos a antibioticoterapia foi
reiniciada com a mesma dosagem durante 7 a 10 dias.

2.4.10. Imunossupressao.

A terapia imunossupressora nos animais receptores do grupo 5 foi realizada

com tacrolimo (Prograf ®)° e micofenolato de sédio (Myfortic ®)F.

€ Cefuromax 750mg - Laboratorio Itafarma Ltda. - GO
P Prograf 1mg- Laboratério Janssen-Cilag Farmacéutica. Fugisawa.
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A administracao de tacrolimo foi iniciada 4 horas antes da cirurgia na dosagem
de 0.2 mg/kg/dia, administrada por via oral (gavagem), tendo esta dosagem sido
ajustada posteriormente para manuteng¢ao dos niveis séricos entre de 15 a 20 ng/ml.

Os niveis séricos de tacrolimo foram dosados pela IMx system, "com tecnologia
IMx Tacrolimus II, por meio do ensaio imunoenzimatico de microparticulas (MEIA).

A administragdo de micofenolato de sddio foi iniciada ao término da cirurgia, na
dosagem de 15 mg/Kg/dia, duas vezes ao dia, administrada por via oral (gavagem). A
suspensao da droga foi condicionada ao surgimento de efeitos colaterais (leucopenia),

verificado pela realizacdo de hemograma completo duas vezes por semana.

2.4.11. Analgesia

A analgesia foi realizada no trans-operatéria com morfina ¢ (0,2 mg/kg) e
fentanil, como descrito anteriormente no protocolo anestésico, e no pds-operatoério
com vedaprofeno ", pasta oral, na dose tnica diaria de 1ml para cada 10 kg de peso
corporeo, por 2 dias ou sempre que 0s animais apresentavam sinais de dor ou febre

(agitacéo, diminuigdo da atividade fisica ou hiperemia corpérea).

2.4.12. Avaliagao clinica.

Os animais foram avaliados diariamente pelos mesmos profissionais com
relacdo aos seguintes parametros:

e Aceitagao alimentar

e Nauseas e/ou vbmitos

e Comportamento (atividade)

e Coloragao de nariz ou orelhas
e Fezes (diarréia)

¢ Incisdo cirurgica

e Aspecto da jejunostomia

e Avaliagdo semanal do peso

F Myfortic ®. Novartis Biociéncias S.A. Novartis Pharma AG, Suica.
F IMx Tacrolimus II . Abbot Laboratories, Abbot Park, IL, USA.

S Dolo Morff — Unifio Quimica Farmacéutica Nacional S.A.

H Quadrisol - Intervet International B>V> - Boxmeer - Holanda
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Para fins de coleta de dados clinicos obtidos para cada grupo experimental,
padronizou-se o registro para fins de avaliagdo, segundo os momentos (M) para
cada grupo:

e M1 avaliagdo com 1 semana apds a cirurgia;
M2 avaliagdo com 2 semanas apos a cirurgia;
M3 avaliagdo com 3 semanas apos a cirurgia;
M4 avaliagdo com 4 semanas apos a cirurgia;
M5 avaliagdo com 5 semanas apos a cirurgia;
M6 avaliagdo com 6 semanas apos a cirurgia;
M7 avaliagdo com 7 semanas apos a cirurgia;
M8 avaliagdo com 8 semanas apos a cirurgia;
M9 avaliagdo com 9 semanas apos a cirurgia;
M10 avaliagdo com 10 semanas apos a cirurgia;
M11 avaliagdo com 11 semanas ap0s a cirurgia;
M12 avaliagdo com 12 semanas apos a cirurgia;
M x avaliagdo com x semanas apos a cirurgia.

2.4.13. Avaliagao endoscoépica da integridade do enxerto.

As endoscopias foram realizadas sempre pela mesma equipe formada por 2
médicos veterinarios especialistas em endoscopia animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria de Botucatu-UNESP através de acordo de livre auxilio a nossa pesquisa.

Os procedimentos endoscopicos foram realizados com fibroscépio, ' sem
sedacado dos animais receptores (apenas contengao), através das jejunostomias, a
cada 7 dias ou sempre que as condi¢des clinicas do animal o permitiam. A obtencao
de amostras do enxerto foi realizada por meio do emprego de pinga para bidpsia
fenestrada e ovalada.” Foram avaliados os aspectos macroscépicos da mucosa jejunal
do enxerto (coloragao, pregueamento e a presenga de ulceragdes), como também

colhidas biépsias para o estudo histopatolégico.

2.4.14. Estudo histopatologico.

A avaliagao histopatoldgica foi realizada através de amostras coletadas dos
animais submetidos a bidopsia endoscopica do jejuno do enxerto intestinal e dos
animais submetidos a sacrificio, de acordo com os critérios pré-estabelecidos.

As necropsias dos animais sacrificados foram realizadas pelo mesmo

examinador que avaliou sinais de alteragdes macroscoépicas dos 6rgaos estudados:

' Fibroscépio Gastrointestinal GIF-XPE - Olympus, Jap&o. Sistema OTV F3 - Olympus, Jap&o.
! Pinga para bidpsia 1,8 mm x 160 cm - Olympus, Jap&o.
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pulméo, figado, rins, baco, intestino delgado, timo, anastomoses vasculares e
intestinais; além da cavidade pleural e peritoneal. Foram colhidas amostras de todos
0s O0rgados mencionados, através da secc¢do parcial destes e lavagem em solugao
salina de cloreto de sodio a 0,9% (SF 0,9%). No entanto, foram inclusas neste estudo
apenas as amostras obtidas do jejuno e ileo do enxerto transplantado.

Todas as amostras coletadas foram fixadas em solugdo de formalina
tamponada a 10% por periodo de 24 horas e posteriormente em alcool a 70% até o
momento da analise. As amostras do jejuno e ileo transplantados foram processadas
para obtencao de cortes histoldgicos e corados pela hematoxilina e eosina.

As laminas foram analisadas por dois patologistas, com microscépio Optico
Nikon (Toquio, Japado) acoplado a uma cémera fotografica digital Nikon (Toéquio,
Japao).Os resultados obtidos foram classificados segundo os critérios estabelecidos
no Workshop de Patologia do VIII Simpdsio Internacional de Transplante de Intestino
de Miami em 2003 (Ruiz et al., 2004):

Grau 0. Sem evidéncia de rejeigdao aguda celular.

Sem alteragdes histoldgicas. Similar ao intestino normal.

Grau indeterminado. Rejeigao celular aguda indeterminada.

Lesdo de cripta ou destruicdo minima desta, tipicamente com infiltrado inflamatério
mononuclear primario, incluindo linfocitos ativados ou blastos. O processo inflamatorio
€ minimo, mas pode ser difuso ou localizado. Hd um aumento de apoptose nas
células epiteliais das criptas, mas com menos que 6 corpos apoptéticos por 10
campos de criptas. A mucosa esta intacta. Edema e congestao vascular podem estar
presentes. Ndo ha evidéncia de enterite inespecifica.

Grau 1. Rejeigao celular aguda leve.

A lesdo e destruicao da cripta definem este nivel de rejeicdo que inclui:  deplegao de
mucina, criptite, basofilia citoplasmatica, achatamento celular, infiltrado inflamatdrio,
aumento nuclear e hipercromasia. Ha 6 ou mais corpos apoptéticos por 10 campos de
criptas. Ha presenca de células inflamatdrias, sendo estas primariamente
mononucleares, incluindo linfécitos ativados ou blastos, envolvendo a lamina propria e
abaixo dela. O infiltrado inflamatério é frequentemente de leve a moderado. A mucosa
esta intacta. Edema e congestéo vascular estdo sempre presentes.

Grau 2. Rejeigao celular aguda moderada.

A lesdo e destruicdo das criptas estdo presentes, incluindo deplecdo de mucina,

criptite, basofilia citoplasmatica, achatamento celular, infiltrado inflamatério, aumento
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nuclear e hipercromasia; mas sua distribuicdo € mais difusa e intensa que a do grau
1. H& 6 ou mais corpos apoptéticos por 10 campos de criptas, com focos de
confluéncia desses corpos. Pode haver duas ou mais apoptoses por cripta. Pode
haver perda focal de criptas, com presenca de células inflamatérias sendo
primariamente mononucleares, incluindo linfécitos ativados ou blastos, envolvendo a
lamina prépria e abaixo dela. O infiltrado inflamatdrio € frequentemente de moderado a
grave, independente do tempo do transplante. Podem existir ou ndo erosdes focais na
superficie da mucosa (ex: varias células consecutivas ou parte de uma vilosidade).
Edema e congestao vascular estdo sempre presentes.

Grau 3. Rejeicao celular aguda grave.

A lesdo e destruicdo de criptas estdo presentes, podendo haver perda completa da
cripta, dependendo da duragado da rejeigdao. O nivel de apoptose por cripta é variavel,
mas pode ser inexpressiva. O epitélio adjacente viavel exibe sinais de rejeicdo, como
lesdes epiteliais. Erosdes e ulceracdes difusas da mucosa estdo presentes. Ha um
notavel e difuso infiltrado inflamatério com linfocitos ativados e blastos, eosindfilos e
neutréfilos. A rejeicdo extensa e grave tipicamente resulta na perda completa da
arquitetura morfolégica intestinal, podendo haver predominancia de tecido de
granulagdo e/ou exsudato fibrino-purulento (pseudomembranoso). Estas ultimas

alteragdes poderiam ser definidas endoscopicamente como rejeicédo esfoliativa.

2.4.15. Avaliagcao laboratorial.
Foram realizadas dosagens laboratoriais semanais de:
e Colesterol total e fragdes;
e Proteinas totais e fragdes;
e Eletrdlitos (Na, K, Ca);
e Uréia, creatinina,
e Glicemia;
e Bilirrubinas totais e fracoes;
e Triglicérides;

e Dosagem sérica de tacrolimo no grupo 5.

Para fins de coleta de dados laboratoriais obtidos para cada grupo
experimental, padronizou-se o registro, para fins de avaliagdo e analise estatistica,

segundo os momentos para cada grupo:
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M1 avaliagdo com 1 semana apds a cirurgia;
M2 avaliagdo com 2 semanas apos a cirurgia;
M3 avaliagdo com 3 semanas apos a cirurgia;
M4 avaliagdo com 4 semanas apos a cirurgia;
M5 avaliagdo com 5 semanas apos a cirurgia;
M6 avaliagdo com 6 semanas apos a cirurgia;
M7 avaliagdo com 7 semanas apos a cirurgia;
M8 avaliagdo com 8 semanas apos a cirurgia;
M9 avaliagdo com 9 semanas apos a cirurgia;
M10 avaliagdo com 10 semanas apos a cirurgia;
M11 avaliagdo com 11 semanas apos a cirurgia;
M12 avaliagdo com 12 semanas apos a cirurgia;
M x avaliagdo com x semanas apos a cirurgia

Para fins de analise e corre¢ao dos niveis séricos de tacrolimo, padronizou-se o
registro de cada dosagem relacionada com o dia de pdés-operatério do transplante

intestinal.

2.4.16. Morte e sacrificio dos animais.
Os animais foram sacrificados para evitar o sofrimento quando apresentaram:

Perda de mais de 40 % do peso pré-operatorio;
Descoloracao de focinho e orelhas;
Nauseas e /ou vémitos incoerciveis;
Letargia ou diminuigdo importante da atividade.

Mortes com menos de 7 dias da cirurgia foram considerados como falhas
técnicas, exceto na presencga de rejeicdo aguda grave. Todos os animais mortos ou
sacrificados foram submetidos necropsia e os espécimes foram coletados para estudo

histopatolégico.

2.4.17. Estatistica.

Foram realizadas analises para medidas repetidas, denominadas analises de
variancia (Anova) de Perfil segundo Morrison, 1990. Quando se detectou diferengas
significativas entre grupos, momentos ou existiu efeito da interacdo entre momento e
grupo realizou-se o0 método de Tukey para comparagdo de médias. Para todos os
parametros (peso, sédio, potassio, calcio, uréia, creatinina, glicemia, triglicérides,
colesterol total e fragdes, bilirrubina total, proteinas totais e albumina) foi realizada a

analise de Perfil através do software Statistica versado 5.0.
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Quando houve efeito da interagdo momentos x grupos, foram utilizadas letras
minusculas para comparagdo das meédias dos grupos em cada momento e as letras
maiusculas para comparagdo dos momentos em cada grupo. Grupos ou momentos
seguidos de pelo menos uma letra em comum nao diferiram estatisticamente.

Para o estudo da sobrevivéncia dos animais de cada grupo foi utilizado o
estimador de Kaplan-Meier e o teste de log-rank segundo Dawson e Trapp, 2003. Os
resultados foram apresentados em forma de tabelas e graficos. O nivel de

significancia utilizado foi de 5%.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacado multi-paramétrica dos parametros cardiovasculares e
respiratorios, tempo de isquemia e temperatura corpérea nos animais dos

grupos 4 e 5.

3.1.1. Tempo de isquemia e do procedimento cirurgico.
Os valores obtidos estao representados na Tabela 2.

Tabela 2 - Média e desvio padrao dos tempos da isquemia fria, isquemia quente e
dos tempos cirurgicos, em minutos, nos grupos 4 e 5.

Periodo de tempo (em minutos)

Grupo
Isquemia fria Isquemia quente Tempo cirargico
G4 118,56+ 13,7 51,3+£6,0 177,3+£33,4
G5 163,8 + 35,6 46,8 + 5.3 236,5+ 29,9

Comentarios: O tempo dispendido para a realizagdo da cirurgia foi menor em G4 que em
G5, com conseqliente menor tempo de isquemia fria. Para o implante do enxerto o tempo
dispendido foi semelhante entre os grupos, como demonstrado pelos tempos de isquemia
quente.

3.1.2. Temperatura corporea
Os valores obtidos estao representados na Tabela 3.

Tabela 3 - Média e desvio padriao da temperatura corpérea, em °C, nos animais
dos grupos 4 e 5.

Temperatura corpérea (em ° C)

Grupo
T0 T1 T2 T3
36,2+0,7 a 36,0£0,6 a 356+06 b 356+0,7 b
G4
A A A A
G5 35904 a 358+04 a 352+05 b 351+05 b
B AB B B

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pos-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentdrios: Houve diferenca estatisticamente significativa na temperatura dos animais
em T 2e T 3 apos a reperfusado do enxerto, com tendéncia a hipotermia.
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3.1.3. Parametros cardiovasculares
3.1.3.1. Frequéncia Cardiaca

Os valores obtidos estao representados na Tabela 4.

Tabela 4 — Média e desvio padrao da frequéncia cardiaca em bpm, nos animais dos
grupos 4 e 5.

Freqiiéncia Cardiaca (em bpm)

Grupo
T0 ™ T2 T3
G4 100 + 16 93 + 22 116 + 36 133+ 30
G5 110+ 14 113+ 20 142 + 27 133+ 26
Média + DP 102+15 b 103+20 b 128 +£37 a 128+ 30 a

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pés-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentadrios: Nao houve efeito de grupos e nem interagdo momento x grupo. Apés a
reperfusdo do enxerto houve aumento da freqiiéncia cardiaca, com diferenca
estatisticamente significativa em T2 e T3 (p< 0,005).

3.1.3.2. Pressao Arterial Sistoélica

Os valores obtidos estao representados na Tabela 5.

Tabela 5 - Média e desvio padrao da presséo arterial sistdlica, em mmHg, nos
animais dos grupos 4 e 5.

Pressao Arterial Sistélica (em mmHg)

Grupo
TO T T2 T3
G4 106,2 + 14,7 100,2 + 18,6 70,3+9,6 76,0 + 12,7
G5 112,3+23,5 121,5+19,5 88,0 +12,9 89,7 + 18,4
Média + DP 106 + 19 a 110+ 19 a 8112 b 84+15 b

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdao), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pos-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentarios: Nao houve efeito de grupos e nem interagdo momento x grupo. Apds a
reperfusdo do enxerto houve diminuigdo da pressdo arterial sistolica, com diferenca
estatisticamente significativa em T2 e T3 (p<0,005).
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3.1.3.3. Pressao Arterial Média
Os valores obtidos estao representados na Tabela 6.

Tabela 6 — Média e desvio padrdo da pressao arterial média, em mmHg, nos
animais dos grupos 4 e 5.

Pressao Arterial Média (em mmHg)

Grupo
T0 T1 T2 T3
G4 88,7+9,9 80,8+ 13,3 56,2 + 6,4 57,2+8,3
G5 92,5+18,8 97,0+ 17,8 65,7 + 10,2 67,8+ 16,8
Média + DP 85+17 a 86+ 16 a 60+08 b 61+£12 b

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pés-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentarios: Nao houve efeito de grupos e nem interagdo momento x grupo. Apés a
reperfusdo do enxerto houve diminuicdo da pressao arterial média, com diferenca
estatisticamente significativa em T2 e T3 (p< 0,005).

3.1.3.4. Pressao Arterial Diastélica

Os valores obtidos estao representados na Tabela 7.

Tabela 7 — Média e desvio padrao da pressao arterial diastdlica, em mmHg, nos
animais dos grupos 4 e 5.

Pressao Arterial Diastélica (em mmHg)

Grupo
TO T1 T2 T3
G4 72,0+8,7 63,2+8,7 42,8 +5,.2 43,7+98
G5 75,8 + 18,2 78,3+ 18,8 52,8+ 11,8 53,8+ 17,0
Média + DP 68+16 a 68+ 16 a 46+ 09 b 47+12 b

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusao), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pds-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentarios: Nao houve efeito de grupos e nem interacdo momento X grupo. Apos a
reperfusdo do enxerto houve diminui¢do da pressdo arterial diastélica, com diferenca
estatisticamente significativa em T2 e T3 (p< 0,005).
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3.1.4. Parametros respiratorios
3.1.4.1. Frequéncia respiratoéria

Os valores obtidos estao representados na Tabela 8.

Tabela 8 — Média e desvio padrao da frequéncia respiratdria em mrpm, nos animais
dos grupos 4 e 5.

Freqiiéncia respiratéria (em mrpm)

Grupo
TO m™ T2 T3
G4 18,2 + 3,1 15,5+ 2,1 18,5+4,8 20,3+5,3
G5 18,6 +2,4 17,3+2,4 18,3+1,8 18,0+ 4,1
Média + DP 18,6 + 2,6 ab 17,0+35 b 18,7+3,7 ab 19,3+45a

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos poés-reperfuséo do enxerto, respectivamente), mrpm (movimentos respiratérios por
minuto).

Comentarios Ndo houve efeito de grupos e nem interagdo momento x grupo. Apos a
reperfusdo do enxerto houve aumento da freqliéncia respiratéria, com diferenga
estatisticamente significativa entre T1 e T3 (p< 0,005).

3.1.4.2. Diéxido de carbono no final da expiragao (ETCO,)

Os valores obtidos estao representados na Tabela 9.

Tabela 9 — Média e desvio padrdo da ETCO, em mmHg, nos animais dos grupos 4
e 5.

ETCO: (em mmHg)

Grupo
TO ™ T2 T3
G4 36,2+ 3,1 375+3,3 440+ 3,4 415+£27
G5 38,7+5,2 38,3+4,6 42,3+6,8 40,0+7,9
Média + DP 38,0+4,0 b 37,0+4,0 b 42,0+£5,0 a 40,0+£5,0 a

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pos-reperfusdo do enxerto, respectivamente), mmHg (milimetros de mercurio).

Comentarios: Nao houve efeito de grupos e nem interagdo momento x grupo. Apdés a
reperfusdo do enxerto houve aumento da ETCO, com diferenga estatisticamente
significativa entre os tempos TO e T1 quando comparados com os tempos T2 e T3
(p< 0,005).
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3.1.4.3. Saturagao de oxigénio no sangue (SatO,)

Os valores obtidos estao representados na Tabela 10.

Tabela 10 — Média e desvio padrao da SatO, em %, nos animais dos grupos 4 e 5.

SatO, (em %)

Grupo
T0 T1 T2 T3
G4 99,6 + 0,2 99,7+0,3 99,6 £ 0,2 99,5+0,3
G5 99,7+ 0,1 99,7+ 0,1 99,7+ 0,1 99,7+ 0,2

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pos-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentarios: Ndo houve efeito de grupos, momentos ou interagdo momento x grupo.

3.1.5. Parametros hemogasomeétricos

3.1.5.1. pH sanguineo

Os valores obtidos estao representados na Tabela 11.

Tabela 11 — Média e desvio padrao do pH sanguineo nos animais dos grupos 4 e 5.

pH
Grupo
T0 T T2 T3
G4 741+ 0,1 7,40+ 0,1 7,30+ 0,1 7,31+ 0,1
G5 742+ 0,1 741+ 0,1 7,34+ 0,1 7,36+ 0,1

Média + DP 741+ 01 a 74201 a 733£ 01 b 734+ 010b

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pés-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentarios: Nao houve efeito de grupos e nem interagdo momento x grupo. Apés a
reperfusdo do enxerto houve diminuigdo do pH sanguineo (acidose metabdlica) com
diferenga estatisticamente significativa entre os tempos TO e T1 quando comparados com
os tempos T2 e T3 (p< 0,005).
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3.1.5.2. Pressao parcial de dioxido de carbono no sangue arterial (PaCQO,)

Os valores obtidos estao representados na Tabela 12.

Tabela 12 — Média e desvio padrdao da PaCO,, em mmHg, nos animais dos grupos
4eb.

PaCO; (em mmHg)

Grupo
T0 T1 T2 T3
G4 37,3274 40,3+5,4 45,7+ 3,9 446+ 41
G5 40,6 + 3,6 419+ 6,8 455+ 7,3 444 + 6,3
Média + DP 392+ 57 b 40,7+58 b 452+49 a 445+47 a

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pés-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentadrios: Nao houve efeito de grupos e nem interagdo momento x grupo. Apés a
reperfusdo do enxerto houve aumento do PaCO, com diferenga estatisticamente
significativa entre os tempos TO e T1 quando comparados com os tempos T2 e T3
(p<0,005).

3.1.5.3. Pressao parcial de oxigénio no sangue arterial (PaO.,).

Os valores obtidos estao representados na Tabela 13.

Tabela 13 — Média e desvio padrao da PaO,, em mmHg, nos animais dos grupos 4
e 5.

PaO; (em mmHg)

Grupo
T0 T T2 T3
G4 266,0 + 58,5 a 276,2+ 89,2 a 263,6 + 59,1 a 252,0+51,0 a
G5 2266+ 145 b 226,1+ 143 b 262,1+ 30,4 ab 2923+ 66,5 a
Média + DP AB AB A A

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pos-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentarios: Apds a reperfusdo do enxerto houve aumento do PaO2, com diferenca
estatisticamente significativa entre os tempos TO e T1 quando comparados com o tempos
T3 (p< 0,005).
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3.1.5.4. Bicarbonato (HCO3)

Os valores obtidos estao representados na Tabela 14.

Tabela 14 — Média e desvio padrdo do HCO3;, em mmol/L, nos animais dos grupos
4eb.

HCO0; (em mmol/L)

Grupo
T0 T1 T2 T3
G4 235+5,9 24,8+ 3,1 22,3+3,2 22,4 +3,8
G5 259+4,3 25,8 +3,3 23,7+29 23,9+3,6
Média + DP 249+43 ab 258+3,3 a 23,7+29 b 239+36 b

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pos-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentarios: Nao houve efeito de grupos e nem interagdo momento x grupo. Apés a
reperfusdo do enxerto houve diminuicdo do HCOj;, com diferenca estatisticamente
significativa entre os tempos T2 e T3 quando comparados com o tempo T1 (p< 0,005).

3.1.5.5. Excesso de base (BE)

Os valores obtidos estao representados na Tabela 15.

Tabela 15 — Média e desvio padrdo do BE, em mmol/L, nos animais dos grupos 4 e
5.

BE (em mmol/L)

Grupo
T0 ™ T2 T3
G4 -1,0+£5,9 0,1+3,7 -3,9+£3,8 -40+4,4
G5 14+ 22 1,0+ 2,0 -1,8+ 2,0 1,2+ 24
Média + DP 02+ 45 a 1,1+3,6 a -24+38 b -22+43 b

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pos-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentadrios: Nao houve efeito de grupos e nem interagdo momento x grupo. Apés a
reperfusdo do enxerto houve diminuigdo do BE, com diferenga estatisticamente significativa
entre os tempos T2 e T3 quando comparados com os tempos TO e T1 (p< 0,005).
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3.1.5.6. Potassio (K")
Os valores obtidos estao representados na Tabela 16.

Tabela 16 — Média e desvio padrdo do K', em mmol/L, nos animais dos grupos 4 e 5.

K* (mmol/L)
GRUPO
TO T T2 T3
G4 3,3+0,9 36+04 42+0,3 3,7+0,3
G5 3,4+04 34+04 43+04 36+0,3
MEDIA + DP 34+06 ¢ 35+03 b 42+04 a 3,6+0,5 ab

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pos-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentarios: Nao houve efeito de grupos e nem interagdo momento x grupo. Apés a
reperfusdo do enxerto houve aumento do K*, com diferenga estatisticamente significativa
entre os tempos T0, T1 e T2 (p< 0,005).

3.1.5.7. Hematocrito (Ht)

Os valores obtidos estao representados na Tabela 17.

Tabela 17 — Média e desvio padrdao do Ht, em %, nos animais dos grupos 4 e 5.

Hct (em %)

Grupo
TO T T2 T3
G4 28,7+ 6,8 30,4 +5,5 28,9+3,6 272+4,9
G5 29,6 +5,3 30,0 + 6,7 32,6 +5,6 34,0 +4,4

Legenda: TO (valor basal), T1 (10 minutos pré-reperfusdo), T2 e T3 (10 minutos e 20
minutos pos-reperfusdo do enxerto, respectivamente).

Comentarios: Ndo houve efeito de grupos, momentos e nem interagdo momento x grupo.
Apds a reperfusdo do enxerto houve tendéncia a um aumento do hematdcrito.



3.2. Avaliagao clinica e ponderal

3.2.1. Avaliagao clinica

Os parametros clinicos avaliados estdo representados na Tabela 18.

Tabela 18. Parametros de avaliagao clinica.
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PARAMETRO | - Semanas
AVALIADO P
12 22 32 42 52 62 72 82 92 10? 112 122
~ 1 normal| normal| normal| normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal
ACEITACAO
ALIMENTAR 2 normal [ normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal
normal 3 regular ndo nao
regular - -
nio aceitou 4 regular nao néo
5 regular néo ndo ndo ndo
1 nao nao nao nao nao nao nao nao nao nao nao nao
NAE’SEAS E 2 nao nao nao nao nao nao nao nao nao nao nao nao
VOMITOS - - -
sim 3 nao nao néo
nao 4 nio néo nao
5 nao nao nao nao nao
1 normal| normal| normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal
ATIVIDADE FISICA 2 normal| normal| normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal
normal T
regular 3 normal | regular| inativo
inativo 4 normal [ regular | inativo
5 normal | normal | regular| regular | inativo
1 normal| normal| normal| normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal
COLORACAO 2 normal | normal| normal | normal [ normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal
NARIZ E ORELHAS
normal 3 normal | normal | normal
hiperemia 4 normal | hiperem| hiperem
5 normal| normal| normal | normal | hiperem
1 pastosa| pastosa| pastosa| pastosa| pastosa| pastosa| pastosa| pastosa | pastosa | pastosa | pastosa | pastosa
ASPECTO DAS . . .
FEZES 2 pastosa| pastosa| pastosa| pastosa| pastosa| pastosa| liquida | pastosa | pastosa | liquida | pastosa | liquida
sélida 3 pastosa| liquida | liquida
pastosa .
liquida 4 pastosa| pastosa| liquida
5 pastosa| pastosa| liquida | liquida | liquida
- 1 boa boa boa boa boa boa boa boa boa boa boa boa
INCISAO
CIRURGICA 2 boa boa boa boa boa boa boa boa boa boa boa boa
_ boa 3 boa boa boa
hiperemia
deiscéncia 4 boa boa boa
5 boa boa boa boa boa
1 normal| normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal
ASPECTO DA 2 normal| normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal | normal
JEJUNOSTOMIA normal | normal | normal
normal 3
necrose 4 normal | normal | normal
5 normal [ normal | normal | normal [ normal

Comentarios: A aceitagdo alimentar nos grupos 3, 4 e 5 foi inadequada, avaliado pela quantidade de
racdo presente na vasilha na reposicdo; corroborada com a inatividade fisica dos animais desses
grupos. A excegdo do grupo 1 que apresentou fezes pastosas durante o periodo de observagdo, 0s
animais pertencentes aos demais grupos apresentaram diarréia ao final do experimento. Ndo foram
observadas nauseas e/ou vOmitos ou qualquer alteracdo do aspecto da incisdo cirirgica e da

Jejunostomia.
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3.2.2. Avaliagdo ponderal

A avaliacdo semanal do peso dos animais nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 estao
representadas na figura 11 e tabela 19 e entre os grupos G1 e G2 na Tabela 20.
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Figura 11. Médias dos pesos por grupo.

Tabela 19. Média e desvio padrdao do peso dos animais nos grupos.

Momentos (semanas) Média Geral
Grupo dos G
M1 (1) M2 (22) M3 (3%) 0s$ Grupos
G1 258+6,9a 27,3+86a 28,5+9,5a 272+ 8,0
B B A
33,3+12,1a 31,1+11,4a 294+10,5a
G2 A A A 31,2+10,8
222+30a 174+2,4 ab 145+18b
G3 c c c 18,0+ 4,0
G4 36,0+93a 31,8+8,5b 224+38b 313493
A A B
28,3+58a 249+42b 22,7+50b
G5 AB B B 25,3+£5,2
Média Geral dos Momentos 29,3+ 8,6 26,6 + 8,4 24,0 +8,2

Legenda: M1 (12 semana), M2 (22 semana) e M3 (3% semana).

Comentario: Na avaliagdo dos animais pertencentes aos grupos G3, G4 e G5, houve
uma diminuigdo estatisticamente significativa do peso entre M1 e M3 (M1>M3,
p<0,005) e na 32 semana (M3), quando comparados aos grupos G1 e G2 (G1 e G2 >
G4 e G5 >G3, p<0,005).
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A avaliacdo semanal do peso dos animais nos grupos G1 e G2 esta representada na
Tabela 20.

Tabela 20. Média e desvio padrdao do peso dos animais nos grupos 1 e 2.

(I\g:rr:l;rr‘\taoss) o Grupo &2 Média Geral dos Momentos
M1 (1?) 25,8 iDG,Qa 33,3 iA12,1 a 29,5+ 10,1
M2 (22) 27,3553,6 a 31,1 f\; 4a 292499
M3 (3?) 28,5CiDg,5 a 29,4 ééo,s a 28,9+ 9.6
M4 (42) 30,8 ééo,g a 27,9 1010,9 a 29,4+ 10,5
M5 (5%) 31,95131,4a 26,8 1011,1 a 294+ 11,0
M6 (62) 33,1 252‘6 a 26,2 iC10,3 a 206 +115
M7 (79) 34,7;102,7 a 25,9 (v_;l130,2 a 30,3 +11,9
M8 (82) 36,6 Eés,o a 25,4C¢D9,7 a 31,0 +12.4
M9 (92) 38,5 ié4,o a 24,9 ééo,o a 31.7+136
M10 (10?) 40,4 iA14,6 a 24,8 éém b 326+ 145
M11 (112) 42,31A15,2a 24,3§E9,9b 333+ 154
M12 (12?) 44,0 iA16,3 a 23,9 iE9,6 b 339+ 165

Média Geral dos Grupos 34,5+12,8 27,0+ 10,1

Legenda: M x: semana x de avaliag&o.

Comentarios: A analise comparativa da variavel peso foi realizada entre os grupos 1
e 2, uma vez que 0S mesmos permaneceram vivos durante todo periodo de avaliagdo.
Os animais do grupo 1 evoluiram com ganho ponderal durante todo periodo de
acompanhamento (M1<M12, p<0,005), enquanto os do G2 apresentaram perda
ponderal progressiva (M1>M12, p< 0,005), Figura 11 e Tabela 20. Na analise entre os
grupos G1 e G2, a perda de peso foi estatisticamente significativa no grupo G2
quando comparado a G1 (p<0,005) apds a 10? semana de acompanhamento.

3.3. Avaliagao endoscopica da integridade do enxerto

Os aspectos endoscépicos do enxerto intestinal (jejuno) estdo representados

na Tabela 21 e nas Figuras 12, 13 e 14.



Tabela 21. Resultado da analise endoscdépica do enxerto (jejuno) dos animais nos grupos 4 e 5.

COLORA(}AO DE MUCOSA PREGAS DA MUCOSA ULCERAQAO
Grupo | Porco (semanas) (semanas) (semanas)
12 22 32 42 52 12 22 32 42 52 12 22 32 42 52

1 Palida Diminuida Sim
2 Palida . Diminuida . Nao .
3 Normal . Normal . Nao .

4 4 . Normal . Diminuida . Sim
5 Normal | Normal . Normal | Diminuida . Nao Nao .
6 . Normal . . Diminuida . o Sim .
7 Palida | Palida . Diminuida | Diminuida . Nao Sim .
1 . Normal . Normal J Nao
2 . Normal . Normal | Normal . Nao Nao .

5 3 . Normal . . Normal . J Nao .
4 . . . . . . . . .
5 . Palida | Normal | Normal . . Diminuida | Diminuida | Normal . J Nao Nao Nao .

Classificagao: Coloracdo de mucosa (normal ou palida), pregas da mucosa ( normal, diminuida ou apagada) e presenca de ulceragao

(sim ou nao)
» Ndo coletado

Comentarios: A presengca de ulceragdes, alteragcdo nas pregas da mucosa e de sua coloragdo no Grupo 4 foi observada
endoscopicamente em 57%, 71% e 43% dos animais, respectivamente e com aspecto endoscopico normal em todos os animais do
Grupo 5 ao final da avaliagéao.
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Figura 12. Mucosa normal. Figura 13. Mucosa apagada Figura 14. Mucosa ulcerada

3.4. Estudo histopatologico das bidpsias

Os resultados da analise histopatolégica das amostras obtidas do enxerto
através da endoscopia e na necropsia dos animais dos grupos 4 e 5 estdo

representados na Tabela 22.

3.4.1. Biopsias obtidas do enxerto através da endoscopia.

Aspectos histologicos sugestivos de rejeicdo classificada como moderada
(Grau2), que incluem a presenga de infiltrado linfo-plasmocitario, criptites, presencga de
corpos apoptoticos, erosdes focais na superficie mucosa, alteragdes da arquitetura da
vilosidade e congestao vascular foram observados em todos os animais pertencentes

ao grupo 4 entre a primeira e segunda semana de pés-operatério ( Figura 15).

¥

Figura 15. Rejeigao celular aguda grau 2 (Moderada).
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Ja no grupo 5, a presenca de rejeicao celular aguda grave foi observada em
apenas um animal (20%) no 14° dia de pdés-operatorio, caracterizado por intenso
infiltrado linfo-plasmocitario, perda completa da arquitetura da vilosidade, apoptose e
presengca de exsudato fibrino-purulento (Figura 16). Contudo, bidpsias posteriores
obtidas neste animal, demonstraram a presenca de rejeicao indeterminada. Os demais
animais desse grupo (80%) apresentaram aspectos sugestivos de rejeicao

indeterminada caracterizado por infiltrado linfo-plasmocitario de menor intensidade,

congestdo vascular e mucosa intacta, durante todo o periodo de acompanhamento
(Figura 17).

Figura 16. Rejei¢ao celular aguda grau 3 (Grave). Figura 17. Grau indeterminado.

3.4.2. Bidpsias obtidas do enxerto na necropsia.

A presenca de rejeigao celular aguda grave (Grau 3), caracterizado por intenso
infiltrado linfo-plasmocitario, perda completa da arquitetura da vilosidade, apoptose e
presenca de exsudato fibrino-purulento foi observado em todos os animais
pertencentes ao Grupo 4.

JA no grupo 5, 60% dos animais (n=3) apresentaram alteracoes
histopatolégicas inespecificas classificadas como rejeigdo indeterminada; e os outros

animais (n=2) apresentaram rejei¢cao celular aguda leve e moderada respectivamente.



Tabela 22. Resultado da analise histopatolégica das amostras obtidas dos enxertos através da endoscopia e necropsia dos
animais dos grupos 4 e 5.

GRUPO | PORCO | BI6PSIA (ORIGEM) 12 SEMANA ' 22 S'EMANA ' 32 S'EMANA i 42 SEMANA ' SaS!EMANA '
DIAS DE POS-OPERATORIO DIAS DE POS-OPERATORIO DIAS DE POS-OPERATORIO DIAS DE POS-OPERATORIO DIAS DE POS-OPERATORIO
ENDOSCOPICA . 1l . .
1 NECROPSIA . . . 7°PO
ENXERTO . . .
ENDOSCOPICA . . .
2 NECROPSIA . . .
ENXERTO . .
ENDOSCOPICA . . .
3 NECROPSIA . . .
ENXERTO . .
ENDOSCOPICA . . . .
4 4 NECROPSIA . . . . 14°PO
ENXERTO . . . "
ENDOSCOPICA . . I 1l . .
5 NECROPSIA . . . . T T3P0
ENXERTO . . . .
ENDOSCOPICA . . . . . . Il . . . .
6 NECROPSIA . . . . . . . . . . 20°PO
ENXERTO . . . . . . . .
ENDOSCOPICA . . - - . . M . . .
7 NECROPSIA . . . . . . . . 20°PO
ENXERTO . . . . . . . .
ENDOSCOPICA . . . . 1 . .
1 NECROPSIA . . . . . 11°PO
ENXERTO . . . . . . M
ENDOSCOPICA . . . O . . . .
2 NECROPSIA . . . . . . . . . 16°PO
ENXERTO . . . . . . . . I
ENDOSCOPICA . . . . - [O/IND| - . .
5 3 NECROPSIA . . . . " . . . . T1e°PO
ENXERTO . . . . . . .
ENDOSCOPICA . . . . . . . . . . . .
4 NECROPSIA . . . . . . . . . 21°PO
ENXERTO . . . . . . . . . . .
ENDOSCOPICA . . . . . . . - . . . . . . .
5 NECROPSIA . . . . . B . . . . . . . . 31°PO
ENXERTO . . . . . . . . . . . . . . . .

REJEICAO: GRAU O INDETERMINADA [ll]  GRAU 1 GRAU 2 GRAU3Jll - nio coletado
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3.5. Avaliagao laboratorial

A andlise de cada variavel estudada esta representada em tabelas e graficos com suas

respectivas analises estatisticas e comentarios.

3.5.1. Proteinas Totais
A avaliagdo semanal das proteinas totais nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 esta
representada na Figura 18 e Tabela 23. e entre os grupos G1 e G2 na Tabela 24.
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Figura 18. Médias dos valores de proteinas totais por grupo.

Tabela 23. Média e desvio-padrao referentes as proteinas totais (g/dl) em 3
momentos nos grupo.

Momentos (semanas)

Grupos M1 (19) M2 (29) M3 (37) Média Geral dos Grupos
G1 68+04a 66+05a 65+04a 66+04
A B B A
G2 64+05b 79+06a 74+08a 72409
A A A T
G3 55+05b 65+06a 66+08a 62+08
B B B T
G4 6,3 £06b 72+0,7a 73%05a 69+07
A A A A
G5 69+03a 76+03a 7,7+01a 74+04

A A
Média Geral dos Momentos 6,4+0,7 71+0,8 7,0+0,7

Legenda: M1 (12 semana), M2 (22 semana) e M3 (3% semana).
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Tabela 24. Média e desvio-padrao referentes as proteinas totais (g/dl) em 12
momentos nos grupos 1 e 2.

Grupo
Momentos P Média Geral dos Momentos
(Semanas) G1 G2
a 6,8+0,4a 6,4 +0,5 a
M1 (12) A C 6,6 +0,4
M2 (22) 6,6+0,5b 79+0,6a 72409
A A
a 6,5+04b 74+0,8a
M3 (3?) A AB 6,9+0,7
a 6,3+£0,5a 6,6 +£0,5a
M4 (42) A 5o 65+0,5
M5 (5%) 6,3+0,6a 6,4+04a 63105
A C
a 6,4+05a 6,2+0,5a
M6 (67) A cD 6,3+0,5
a 6,0+0,4a 59+0,6a
M7 (7%) A cD 59+0,5
a 6,0+0,5a 5,9+0,6 a
M8 (8?) A cD 59+0,5
M9 (9°) 6,2+04a 57+£0,6a 59106
A C
M10 (10%) 6,3+£0,3a 57+0,8a 60407
A C
M11 (112) 6,2+04a 56+0,6a 59406
A C
M12 (122) 6,0+£0,3a 56+£0,7b 58406
A C
Média geral dos grupos 6,3+ 0,5 6,3+0,9

Legenda: M x: semana x de avaliagéo.

Comentarios: Na comparagdo entre todos os grupos, a excegdo de G1 e G2 que
apresentaram tendéncia a diminuigdo dos niveis de proteinas totais durante as 12
semanas (Tabela 24), todos os demais apresentaram aumento dos niveis entre M1 e
M3, estatisticamente significativo (p<0,005) em G2, G3 e G4 (M1<M3). Figura 18,
Tabela 23.
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3.5.2. Albumina

A avaliacdo semanal da albumina nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 esta

representada na Figura 19 e tabela 25 e entre os grupos G1 e G2 na Tabela 26.
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Figura 19. Médias de Albumina por grupo.

Tabela 25. Média e desvio-padrao referentes a albumina (g/dl) em 3 momentos
nos grupo.

Momentos (semanas) Média geral
Grupo d

M1 (12) M2 (22) M3 (32)  @osgrupos
30+05a 30£04a 29+04a

G1 A B A 30+04
29+04b 36+02a 32+05ab

G2 AB A A 3,2+0,6
25+02a 28x05a 27+05a

G3 B B AB 2,7+04
28+03a 26+04a 23+04a

G4 AB B B 26+04
27+04a 26£02a 24+02a

G5 AB B 26+0,3

Média geral dos momentos 2,8+04 2,9+0,5 2,7+0,5

Legenda: M1 (12 semana), M2 (22 semana) e M3 (3% semana).
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Tabela 26. Média e desvio-padrao referentes a albumina (g/dl) em 12 momentos

nos grupos 1 e 2.

Momentos
(Semanas)

M1 (12)
M2 (22)
M3 (3%)
M4 (4%)
M5 (5%)
M6 (6%)
M7 (7%)
M8 (82)
M9 (9%)
M10 (102)
M11 (112)

M12 (122)

Média geral dos grupos

Grupo
G1 G2
3,0£0,5a 29404 a
A B
30+040b 36+0,2a
A A
29+04a 32+05a
AB AB
28+04a 2,7+04a
AB B
2,7+0,3a 25+0,3a
AB B
2,7+0,3a 23+04a
AB Cc
26+0,2a 21+04a
AB Cc
26+0,3a 21+05a
AB C
2,7+0,3a 20+04b
AB Cc
25+0,3a 20+0,3a
B C
2,7+0,3a 1,9+0,3b
AB C
26+0,3a 1,9+0,3b
AB C
2,7+0,3 2,4+0,6

Média Geral dos
Momentos

3,0+£0,4

3,3+0,4

3,0+£0,56

2,7+0,3

26+0,3

2504

2304

23+05

23+05

22+04

23+05

22+05

Legenda: M x: semana x de avaliag&o.

Comentarios: Os niveis de albumina em G1 apresentaram tendéncia a diminui¢do
entre o inicio (M1) e término da avaliagdo (M12). Figura 19 e Tabela 26, poréem
significativa em G2 (p<0,005), provavelmente pela desnutricdo crbnica deste grupo.
Na analise entre os grupos (Tabela 25), ndo ocorreram diferengas significativas entre
0s momentos para cada grupo. Houve diminui¢do significativa (p<0,005) em M3 entre
G4 e G5 quando comparado a G1e G2. (G4e G5<G1e G2).
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3.5.3. Bilirrubina Total

A avaliagdo semanal da bilirrubina total nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 esta
representada na Figura 20 e Tabela 27, e entre os grupos G1 e G2 na Tabela 28.
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Figura 20. Médias dos valores de Bilirrubina total por grupo.

Tabela 27. Média e desvio-padrao referentes a bilirrubina (mg/dl) em 3 momentos nos

grupos.
Grupo Momentos (semanas) Média geral dos grupos
M1 (1?) M2 (2?) M3 (3?)
G1 0,19+0,17 0,13+0,06 0,10 £ 0,00 0,14+ 0,10
G2 0,172+0,04 0,15+0,10 0,16 £ 0,08 0,14 £ 0,05
G3 0,23+0,19 0,18 +0,08 0,12+ 0,04 0,18 +0,12
G4 0,13+0,05 0,10+0,00 0,10 + 0,00 0,11+ 0,03
G5 0,12+0,04 0,12+0,04 0,10 £ 0,00 0,11 £ 0,04
Média geral dos momentos 0,16+0,12 0,14 +0,07 0,12+ 0,05

Legenda: M1 (12 semana), M2 (22 semana) e M3 (3% semana).

Tabela 28. Média e desvio-padrao referentes a bilirrubina (mg/dl) em 12 momentos nos
grupos 1 e 2.

Momentos Grupo Média Geral dos Momentos
(Semanas) G1 G2
M1 (1?) 0,19+0,17 0,12+ 0,04 0,15+0,12
M2 (22) 0,13+ 0,06 0,15+ 0,10 0,14 + 0,07
M3 (3?) 0,10 + 0,00 0,16 + 0,08 0,13+ 0,06
M4 (4?) 0,10 + 0,00 0,10 £ 0,00 0,10 £ 0,00
M5 (52) 0,12+ 0,04 0,13+0,08 0,13+ 0,06
M6 (62) 0,10 + 0,00 0,10 £ 0,00 0,10 £ 0,00
M7 (72) 0,10 + 0,00 0,10 £ 0,00 0,10 £ 0,00
M8 (8?) 0,10 + 0,00 0,11+ 0,02 0,11+ 0,02
M9 (9?) 0,13+ 0,05 0,14 + 0,08 0,14 + 0,06
M10 (10%) 0,10 + 0,00 0,11 +£0,02 0,10 + 0,01
M11 (112) 0,13+ 0,07 0,10 £ 0,00 0,11+ 0,05
M12 (1228) 0,11+ 0,02 0,10 £ 0,00 0,11+ 0,02
Média geral dos grupos 0,12 + 0,06 0,12+ 0,05

Legenda: M x: semana x de avaliagao.
Comentarios: N&o houve diferenga estatisticamente significativa entre grupos, entre
momentos e nem houve efeito da interagdo grupos x momentos. Figura 20, Tabelas 27 e 28.
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3.5.4. Colesterol Total

A avaliagdo semanal do colesterol total nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 esta
representada na Figura 21 e Tabela 29. e entre os grupos G1 e G2 na Tabela 30.
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Figura 21. Médias dos valores de Colesterol total por grupo.

Tabela 29. Média e desvio-padrao referentes ao colesterol (mg/dl) em 3 momentos nos
grupos.

Momentos (semanas) Média geral
Grupo

M1 (19) M2 (2?) M3 (39) dos grupos

G1 91,3+6,4 106,5+25,6 96,0 £ 23,5 97,9 £ 20,3
G2 81,3+11,4 85,5 +21,7 92,5+15,6 86,4 +22,8
G3 79,7+ 15,4 86,0+ 15,4 79,2+ 20,7 81,6 £ 16,6
G4 100,3+£13,6 92,5+12.2 78,8+10,4 92,5+14,5
G5 102,8 + 18,9 91,2+9,0 83,3+9,3 93,1+14,9

Média geral dos momentos 91,0 + 15,8 92,4 +18,5 86,7 £ 18,0

Legenda: M1 (12 semana), M2 (22 semana) e M3 (3% semana).

Tabela 30. Média e desvio-padrao referentes ao colesterol (mg/dl) em 12 momentos nos
grupos 1 e 2.

(Nslzrr:(:\:tafi a1 Grupo G2 Média Geral dos Momento:
M1 (1?) 91,3+6,4 81,3+11,4 86,3+ 10,2 AB
M2 (22) 106,5 + 25,6 85,56 +21,7 96,0 + 25,2 A
M3 (3?) 96,0 + 23,5 92,5+ 15,6 94,3+ 19,1 AB
M4 (43) 89,8 + 22,2 77,3+21,2 83,6 +21,7 AB
M5 (5?) 104,8 +22,8 75,7 +17,3 90,3+24,6 AB
M6 (62) 113,3 £ 15,1 77,8 +29,6 95,6 + 29,1 A
M7 (7?) 103,8 + 16,7 75,5+ 26,8 89,7+ 25,9 AB
M8 (8?) 98,7 + 18,4 65,7 £21,9 82,2+259 AB
M9 (9?%) 94,3+ 16,9 73,5+29,9 83,9+ 25,6 AB

M10 (10%) 89,0 + 16,0 64,2 + 20,1 76,6 £ 21,7 B

M11 (117) 82,8+ 18,6 66,3 + 26,9 74,6 + 23,7 B

M12 (123) 82,2+13,8 63,7 £ 25,1 729+21,6 B

Média geral dos Grupos 96,1+ 19,6 a 749+228 b

Legenda: M x: semana x de avaliagéo.
Comentarios: Os niveis de colesterol apresentaram tendéncia a diminuigdo progressiva em
G1 e G2 durante as 12 semanas de evolucdo (Figura 21 e Tabela 30), com a média em G2

estatisticamente menor (p<0,005) quando comparada a G1 (G2<G1). Ndo houve diferencas
nos niveis na comparag¢ao entre os grupos. (Tabela 29).
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3.5.5. Triglicérides

A avaliagcdo semanal dos triglicérides nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 esta representada na

Figura 22 e Tabela 31, entre os grupos
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Figura 22. Média dos valores de Triglicérides por grupo.

G1

e G2

na Tabela 32.

Tabela 31. Média e desvio-padrao referentes aos triglicérides (mg/dl) em 3 momentos

nos grupos.

Momentos (semanas)

Média Geral dos

Grupos

G1
G2
G3
G4
G5
Média Geral dos momentos

M1 (13) M2 (22)
72,8+ 18,9 94,3 + 46,4
50,8 + 24,8 28,8+9,1

40,8 +9,2 483+ 11,8
55,9+ 19,7 62,3+ 16,2
63,0+ 18,3 64,4 +21,3
56,4 + 20,7 59,5 + 32,1

M3 (3%)

82,7 + 34,3
41,8 + 8,4
47,7 + 18,0
60,0 + 14,1
72,0+ 20,8
60,0 £ 25,5

Grupos
83,3+34,1A
40,5+17,7B
456 +13,2B
59,1+ 16,5 AB
66,1+ 18,9 AB

Legenda: M1 (12 semana), M2 (2% semana) e M3 (3% semana).

Tabela 32. Média e desvio-padrao referentes aos triglicérides (mg/dl) em 12 momentos

nos grupos 1e 2.

Momentos
(Semanas)

M1 (12)

M9 (99)

M10 (10%)

M11 (117)

M12 (12%)
Média Geral dos Grupos

Grupo
G1 G2

72,8 +18,9 50,8 + 24,8
94,3 + 46,4 28,8+ 9,1

82,7+ 34,3 41,8+84

61,3+ 18,6 43,7 £ 28,8
72,8 +23,3 43,0+£24,9
72,3+ 23,1 445 + 25,7
83,7+11,8 43,8 £ 30,0
70,3 +12,1 32,2+227
59,3+ 10,0 44,3 + 43,7
73,5+19,0 27,0+ 14,4
74,7+254 35,3 +28,0
84,8 +49,3 25,0+£17,5

75,2+ 26,8 a 38,4+243b

Média Geral dos
Momentos
61,8 + 23,9
61,6 + 46,7
62,3+ 31,9
52,5+24,9
57,9+27,8
58,4 + 27,5
63,8 + 30,1
51,3+ 26,5
51,8+ 31,2
50,3 + 291
55,0 + 32,7
54,9 +471

Legenda: M x: semana x de avaliaggo.
Comentarios: Os niveis de triglicérides apresentaram tendéncia a diminuicdo progressiva em
G2 durante as 12 semanas de evolugado (Figura 22 e Tabela 32), com a média em G2
estatisticamente menor (p<0,005) quando comparada a G1 (G2<G1). Ndo houve diferengas
nos niveis na comparagao entre os grupos. (Tabela 31).
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3.5.6. Uréia

A avaliacdo semanal da uréia nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 esta representada na
Figura 23 e Tabela 33 e entre os grupos G1 e G2 na Tabela 34.
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Figura 23. Média dos valores de Uréia por grupo.

Tabela 33. Média e desvio-padrao referentes a uréia (mg/dl) em 3 momentos nos grupos.

Grupo Momentos (semanas) Média Geral dos
M1 (19) M2 (2?) M3 (39) Grupos

G1 385+44a 376+94a 36,2+6,5a 37,4+6,7
A A A

G2 21,1+50b 43,0+20,0a 453+53a 36,5+ 16,1
B A A

G3 21,7+90b 397+114a 46,7+16a 36,0+ 17,1
B A A

G4 240+94a 394498a 474+6,1a 34,9+ 13,0
AB A A

G5 237+74a 39,148,7a 422+49a 34,5+10,8
AB A A

Média Geral dos Momentos 25,8+9,5 39,8 +11,9 43,3+10,8

Legenda: M1 (12 semana), M2 (22 semana) e M3 (3% semana).



Tabela 34. Média e desvio-padrao referentes a uréia (mg/dl) em 12 momentos

nos grupos 1e 2.

G
Momentos upo Média Geral dos momentos
(Semanas) G1 G2
M1 (12) 38,5 i4,4a 21,1 ES,Oa 29.8 + 10.2
M2 (22) 37,6 iA9,4 a 43,0 J_rAZO,O a 403+ 15,2
M3 (3%) 36,2 iA6,5 a 45,3 iAS,3 a 407474
M4 (42) 35,2 i?,S a 50,3 1A4,8 a 428499
M5 (5°) 38,3 iA14,7 a 48,5 iAS,1 a 434+ 115
M6 (62) 34,5+12,0a 48,8 +3,0a 4164112
A A
M7 (72) 34,0 iA6,8 a 47,6 iASJ a 408+ 10,3
M8 (82) 39,6 iA15,5 a 48,7 1';5,5 a 441+ 12,1
M9 (9°) 33,0 iA12,8 a 49,2 iA13,2 a 4114150
M10 (10°) 36,0 4_';\7,9 a 51,6 iA14,2 a 4384137
M11 (112) 35,7 i6,2 b 56,2 iA19,O a 459+ 17,2
M12 (129) 42,0 iA17,2 b 59,6 J_rA18,6 a 50,8 + 19,4
Média Geral dos Grupos 36,7 £ 10,3 47,5+ 14,2

Legenda: M x: semana x de avaliagé&o.
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Comentarios: Os niveis de uréia aumentaram significativamente (p<0,005) no G2 a
partir de M2 (M2>M1), com tendéncia a aumento progressivo até o final da avaliagdo.
Os valores em M11 e M12 foram significativamente maiores (p<0,005) em G2 quando
comparado ao G1 (G2>G1). Figura 23 e Tabelas 33 e 34. Na comparagéo entre os
grupos, G2 e G3 apresentaram aumento significativo a partir de M2 e M3 em relagéo a
M1 (Tabela 33).
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3.5.7. Creatinina

A avaliagdo semanal da creatinina nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 esta representada
na Figura 24 e Tabela 35 e entre os grupos G1 e G2 na Tabela 36.

2,00

1,80
1,60 -

1,40

% ——Grupo 1
£ 1,20 7 —=— Grupo 2
2 1,00 Grupo 3
-% 0,80 Grupo 4
g —— Grupo 5

0,60 -
0,40

0,20 A

0,00

1‘2‘3‘4‘5‘6‘7‘8‘9‘10‘11‘12
Tempo (semanas)
Figura 24. Média dos valores de Creatinina por grupo.

Tabela 35. Média e desvio-padrao referentes a creatinina (mg/dl) em 3 momentos nos
grupos.

Grupo Momentos (semanas) Média geral dos
M1 (1?) M2 (2?) M3 (39) grupos
G1 1,48 £ 0,27 1,63+ 0,26 1,60+ 0,25 1,57 £ 0,25
G2 1,39 +£ 0,26 1,64 £ 0,30 1,45+ 0,32 1,50 £ 0,27
G3 1,22 £0,24 1,35+ 0,24 1,50 + 0,39 1,36 £ 0,31
G4 1,24 £ 0,30 1,34 £ 0,11 1,28 + 0,21 1,28 £ 0,22
G5 1,18 £ 0,14 1,56 + 0,21 1,78+ 0,17 1,49 £ 0,30
Média geral dos momentos 1,30+ 0,26 1,50 £ 0,26 1,52 £ 0,31

Legenda: M1 (12 semana), M2 (2% semana) e M3 (3% semana).

Tabela 36. Média e desvio-padrao referentes a creatinina (mg/dl) em 12 momentos nos
grupos 1 e 2.

Momentos Grupo Média Geral dos
(Semanas) G1 G2 Momentos
M1 (1?) 1,48 £0,27 1,39+ 0,26 1,43+ 0,26
M2 (2?) 1,63 10,26 1,64 £ 0,30 1,64 + 0,26
M3 (3?) 1,60 £ 0,25 1,45+ 0,32 1,53 £0,28
M4 (42) 1,63+£0,39 1,45+0,27 1,54 + 0,33
M5 (5%) 1,65+ 0,26 1,34 £ 0,21 1,50 + 0,27
M6 (62) 1,58 £ 0,62 1,43+£0,26 1,51+ 0,46
M7 (7?) 1,52+ 0,40 1,30+ 0,26 1,41+0,34
M8 (8?) 1,52 +£0,30 1,31+ 0,21 1,41+ 0,27
M9 (9?) 1,63+ 0,46 1,24 £ 0,27 1,44 + 0,41
M10 (107) 1,57 £ 0,39 1,17 £ 0,23 1,37 + 0,37
M11 (112) 1,71 +£0,27 1,33+£0,25 1,52 + 0,32
M12 (122) 1,67 £0,43 1,16 £ 0,20 1,42+ 0,41
Média Geral dos Grupos 1,60 +0,35 1,35+ 0,27

Legenda: M x: semana x de avaliagéo.
Comentarios: Ndo houve diferencga estatisticamente significativa entre grupos e momentos e
nem houve efeito da interagdo grupos x momentos.
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3.5.8. Glicemia

A avaliagcdo semanal da glicemia nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 esta representada
na Figura 25 e Tabela 37 e entre os grupos G1 e G2 na Tabela 38.
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Figura 25. Média dos valores de Glicemia por grupo.

Tabela 37. Média e desvio-padrao referentes a glicemia (mg/dl) em 3 momentos nos

grupos.
Grupo Momentos (semanas) Média Geral dos
M1 (1?) M2 (22) M3 (3%) Grupos
G1 104,5 + 21,7 94,3+ 19,8 103,8 + 15,9 100,9 + 18,8
G2 115,7 + 44,7 100,2 + 14,5 90,5 + 9,6 102,1 +21,8
G3 95,2 + 20,7 89,7 + 10,1 82,8 + 25,2 89,2 + 19,2
G4 102,9 + 19,8 88,3+7,2 852 +3,9 93,6 + 15,2
G5 105,0 + 19,8 94,0 + 15,4 86,5+ 7,4 95,8 + 16,3

Média Geral dos Momentos

104,6 £26,1a 93,3+ 13,7

ab 90,4+16,4Db

Legenda: M1 (12 semana), M2 (22 semana) e M3 (3% semana).

Tabela 38. Média e desvio-padrao referentes a glicemia (mg/dl) em 12 momentos nos

grupos 1 e 2.

Momentos Grupo Média Geral dos

(Semanas) G1 G2 Momentos
M1 (12) 106,2 £ 23,8 113,31+ 454 110,1£34,0 A
M2 (22) 94,2 +£22,2 96,2 + 11,2 97,3+ 16,8 AB
M3 (323) 104,8 £ 17,6 93,2+9,3 97,2+ 14,3 AB
M4 (4%) 83,2+10,8 85,3+9,2 83,2+10,0 B
M5 (5%) 78,4+79 89,0+34 82,2+10,2 B
M6 (62) 83,6 +3,3 93,5+9,3 879+9,0 BB
M7 (72) 83,8+7,0 89,7+7,9 853+9,4 BB
M8 (82) 97,0 £ 28,9 82,8 + 10,9 86,5+22,4 BB
M9 (93) 95,0 +8,7 86,0 + 6,0 87,5+12,0 BB

M10 (10%) 87,2+7)9 74,7+24,0 79,7+181 B

M11 (112) 81,6 +6,8 78,7+27,9 788+19,7 B

M12 (122) 87,2+10,5 76,3+ 19,5 80,1+16,1 B

Média Geral dos Grupos 90,2 + 16,2 88,2 +20,3

Legenda: M x: semana x de avaliagéo.
Comentarios: Os niveis de glicose apresentaram tendéncia a diminuigdo progressiva em G1 e G2
entre M1 e M12. (Figura 25 e Tabela 38). Na comparacéo das médias gerais dos momentos, houve
diminui¢do estatisticamente significativa (p<0,005) entre M3 e M1 (M3<M1). Tabela 37.
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3.5.9. Sédio
A avaliagdo semanal do sédio nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 esta representada na
Figura 26 e tabela 39 e entre os grupos G1 e G2 na Tabela 40.
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Figura 26. Média dos valores de Sédio por grupo.

Tabela 39. Média e desvio-padrao referentes ao sédio (mmol/L) em 3 momentos nos
grupos.

Momentos (semanas)

Grupos Média Geral dos Grupos
M1 (1?) M2 (2?) M3 (3?)
G1 148,2+7,3 149,8 + 3,7 148,3 £ 5,0 148,8 + 5,3 A
G2 142,2+4,8 143,31+ 7,1 143,8 £ 6,0 143,1+ 5,7 AB
G3 136,7+1,5 135,5+4,8 139,8 + 8,8 137,3+5,8 B
G4 141,0+ 2,6 143,7 £+ 3,9 1453+ 41 142,9+ 3,7 AB
G5 139,8 £ 3,2 1454 + 4,6 146,8 + 3,3 143,8 +4,7 AB
Média geral dos momentos 141656 b 143,5+6,6 ab 1446 £6,4 a

Legenda: M1 (12 semana), M2 (2% semana) e M3 (3% semana).

Tabela 40. Média e desvio-padrao referentes ao sédio (mmol/L) em 12 momentos nos
grupos 1 e 2.

(I\g(:r?:l:;o:) o1 Grupo o2 Média Geral dos Momentos
M1 (13) 148,2+7,3 142,2+ 4,8 1452 + 6,7
M2 (28) 149,8 + 3,7 143,3+7,1 146,6 + 6,4
M3 (3?) 148,3+5,0 143,8 £ 6,0 146,1+5,8
M4 (48) 148,0+£5,9 144,8 +4,9 146,4 + 5,4
M5 (5%) 146,0 + 2,8 145,5 + 3,1 145,8 + 2,8
M6 (62) 143,7 £6,0 143,8+2,9 143,8 +4,5
M7 (73) 144,0 £ 5,1 141,51+ 4,0 142,8 +4,6
M8 (89) 1453+ 3,9 141,8 +£3,9 143,6 +4,1
M9 (9?) 148,3+4,7 143,5+ 4,1 145,9+4,9

M10 (10%) 1455+ 2,7 143,3+4,5 1444 + 3,8

M11 (117) 147,3+1,9 141,3+4.4 144,3+4,5

M12 (12?3) 146,8 £ 2,0 143,0£4,3 144,9 + 3,8

Média Geral dos Grupos 146,8 +4,6 a 143,2+4,4 b

Legenda: M x: semana x de avaliagéo.

Comentarios: Na andlise das médias gerais dos grupos G1 e G2, houve diminuigdo estatisticamente
significativa (p<0,005) em G2 quando comparado a G1 (G2<G1). Figura 26 Tabela 40 Na comparagéo
das médias gerais dos momentos houve aumento estatisticamente significativo (p<0,005) entre M3 e
M1 (M3>M1). Tabela 39
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3.5.10. Potassio
A avaliacdo semanal do potassio nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 esta representada na
Figura 27 e Tabela 41 e entre os grupos G1 e G2 na Tabela 42.
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Figura 27. Média dos valores de Potassio por grupo.

Tabela 41. Média e desvio-padréo referentes ao potdssio em 3 momentos nos grupos.
Momentos (semanas)

Grupo Média Geral dos Grupos
M1 (19) M2 (2?) M3 (3?)
G1 5,8+0,9 59+1,1 6,2+0,9 6,0+09 A
G2 46+14 50+0,9 49+0,9 48+1,0 B
G3 3,9+0,3 48+0,8 55+04 48+08 B
G4 40+04 52+0,6 55+0,5 48+08 B
G5 39+04 49+0,7 53+0,3 47+08 B
Média Geral dos Momentos 44+11Db 52+09 a 55+0,8 a

Legenda: M1 (12 semana), M2 (22 semana) e M3 (3% semana).

Tabela 42. Média e desvio-padrao referentes ao potassio (mmol/L) em 12 momentos nos
grupos 1 e 2.

Momentos Grupo Média Geral dos
(Semanas) G1 G2 Momentos
M1 (1?) 58+0,9 46+14 52+1,3
M2 (2?) 59+1,1 50+0,9 54+11
M3 (3?) 6,2+0,9 49+0,9 56+1,1
M4 (4?) 6,5+0,9 52+04 59+0,9
M5 (5%) 6,4+0,5 54+0,7 59+0,8
M6 (62) 6,2+0,9 53+04 58+0,8
M7 (7?) 58+0,5 57+0,8 57+0,6
M8 (8?) 6,3+0,2 56+04 59+0,5
M9 (9?) 6,5+0,6 52+04 58+0,8
M10 (102) 6,1+0,5 52+0,6 56+0,7
M11 (112) 58+0,5 53+1,0 55+0,8
M12 (1223) 56+0,7 50+0,5 53+0,7
Média geral dos grupos 6,1+0,7 a 52+0,8 b

Legenda: M x: semana x de avaliagéo.

Comentarios: Na andlise das médias gerais dos grupos G1 e G2, houve diminuigdo
estatisticamente significativa (p<0,005) em G2 quando comparado a G1 (G2<G1). Figura 27
Tabela 42 Na comparag¢do das médias gerais dos momentos houve aumento estatisticamente
significativo (p<0,005) entre M2 e M3 quando comparados & M1 (M2 e M3 >M1). Tabela 41.
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3.5.11. Calcio
A avaliagdo semanal do calcio nos grupos G1, G2, G3, G4 e G5 esta representada na
Figura 28 e Tabela 43. e entre os grupos G1 e G2 na Tabela 44.
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Figura 28. Média dos valores de Calcio por grupo.

Tabela 43. Média e desvio-padrao referentes ao calcio (mg/dl) em 3 momentos nos
grupos.

Momentos (semanas)

Grupos Média geral dos grupos
M1 (19) M2 (29) M3 (3%)
G1 10,3+1,1 10,8+0,6 10,5+0,5 10,5+0,8
G2 9,5+0,3 9,9+0,5 9,5+0,7 9,7+0,7
G3 10,4 +£1,3 9,5+0,9 9,9+0,7 10,0+ 1,0
G4 10,0+1,0 10,1+08 10,2+0,7 10,0+ 0,8
G5 99+1,2 9,9+0,8 9,8+0,8 9,9+0,9
Média geral dos momentos 10,0+ 1,0 10,0+0,8 10,0 £0,7

Legenda: M x: semana x de avaliaggo.

Tabela 44. Média e desvio-padrao referentes ao calcio (mg/dl) em 12 momentos nos
grupos 1 e 2.

Momentos Grupo Média Geral dos
(Semanas) G1 G2 Momentos
M1 (1?) 10,3+ 1,1 9,5+0,3 9,9+09
M2 (27) 10,8+ 0,6 9,9+0,5 10,3+0,7
M3 (3?) 10,5+0,5 9,5+0,7 10,0+0,8
M4 (4%) 10,1+0,7 9,2+0,6 9,6+0,8
M5 (5%) 10,0+ 0,5 9,0+0,6 9,5+0,8
M6 (6%) 10,1+ 0,6 9,0+0,8 9,6+0,9
M7 (72) 10,0+ 0,4 8,9+0,7 9,4+0,8
M8 (8?) 9,9+0,5 9,0+0,6 9,4+07
M9 (9?) 10,0+0,8 9,3+0,7 9,6+0,9
M10 (10%) 9,9+0,9 9,0+0,7 9,5+0,9
M11 (11%) 9,9+0,7 8,8+0,8 9,3+0,9
M12 (127) 10,0+ 0,6 8,7+0,8 9,3+0,9
Média geral dos grupos 10,1 +0,7 9,1+0,7

Legenda: M x: semana x de avaliagao.
Comentarios: N&o houve diferenga estatisticamente significativa entre grupos, entre
momentos e nem houve efeito da inferagdo grupos x momentos.
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3.5.12. Nivel sérico do Tacrolimo.
Os resultados das dosagens séricas do tacrolimo nos animais do grupo 5 estédo

representados na Tabela 45.



Tabela 45. Valores obtidos de dosagens de Tacrolimo sérico (em ng/ml) e da contagem de leucécitos (em /mm?®) nos animais do
Grupo 5.

DIAS DE POS-OPERATORIO

§ 1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 21 22 27 30 31
g
Tacrolimo o . o o 5,2 . . 8,6 .
1 Leucécitos . . . . 11.600 . . 10.000 .
Tacrolimo 3 4,6 . 3 8,4 o o 18,1 . . . >30 3 3 1
2 Leucdcitos . 12.700 . . 10.800 . . 29.600 . . . . . . t
Tacrolimo 4,1 . 8,4 . . 10 . . 15,3 . . . 20 3 1
3 Leucécitos . . 9.400 . . 9800 . . 12.900 . . . 17.000 . t
Tacrolimo 51 o . 6,9 . o 11,2 . . . 18,4 . . 25 .
4 Leucécitos | 12.300 . . 7.800 . . 15.000 . . . 23.00 . . 28.900 .
Tacrolimo . 5,8 . . . . . 71 . . . 71 . 9,5 . . 22,7 18,6 23,9
S Leucdcitos . 8.000 . . . . . 11.500 . . . 9.900 . 11.800 . . 21.400 | 15.900 ] 26.700
LEGENDA
t OBITO

« SEM DOSAGEM

Comentario: A dose administrada de Tacrolimo foi ajustada para a manutengdo dos niveis séricos entre 15 e 20 ng/ml. Com excegéo do
animal n°1 que apresentou niveis de 8,6 ng/ml, houve tendéncia ao aumento progressivo dos niveis em todos os outros animais do grupo,
atingindo valores entre 20 e 30 ng/ml no periodo que antecedeu ao obito dos animais.
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3.6. Analise de sobrevida

A analise de sobrevida cumulativa dos animais dos grupos G1, G2, G3, G4 e
G5 esta representada nas Figuras 29, 30 e 31.

3.6.1. Sobrevida cumulativa nos grupos 1, 2, 3,4 e 5.
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Figura 29- Curva de Kaplan-Meier dos grupos 1, 2, 3, 4 e 5.

Comentadrios: A sobrevida cumulativa entre os grupos G1 e G2 (> 80 dias) foi

significativamente maior (p<0,005) quando comparados aos grupos G3, G4 e G5, que
sobreviveram em média 3 semanas.

3.6.2. Sobrevida cumulativa nos grupos 1, 2 e 3.
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Figura 30- Curva de Kaplan-Meier dos grupos 1, 2 e 3.

Comentarios: A sobrevida cumulativa entre os grupos G1, G2 (> 80 dias) foi
significativamente maior (p<0,005) quando comparados ao grupo G3 (<30 dias).
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% N3 VAIATHE0S

3.6.3. Sobrevida cumulativa nos grupos 4 e 5.
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Figura 31 - Curva de Kaplan-Meier dos grupos 4 e 5.

Comentdrios: A sobrevida aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias dos animais no grupo G4 foi de 100%
(n=7), 42,8% (n=3), 0%, 0% e 0% e no grupo G5 de 100% (n=>5), 80% (n=4), 40% (n=2), 20%
(n=1) e 0%, respectivamente. A analise da sobrevida cumulativa entre G4 e G5 n&o foi
estatisticamente significativa (p= 0,114).

3.7. Sacrificio dos animais

Os animais pertencentes aos grupos 1 e 2 foram sacrificados apds o término do
periodo de acompanhamento (12 semanas) e os do grupo 3 por atingirem os critérios
de sacrificio entre a 3% e 4% semana. Ja os animais pertencentes aos grupos 4 e 5,
evoluiram a Obito em consequéncia de rejeicdo aguda grave e por complicagdes

relacionadas a imunossupressao respectivamente.

3.7.1. Achados de necropsia.

Nao foram encontradas alteragdes macroscopicas significativas a necropsia
dos animais pertencentes a G1, G2 e G3.

Na necropsia dos animais pertencentes ao grupo 4 foi observada a presencga de
aderéncias firmes entre algas, formando um conglomerado Unico correspondente ao
enxerto transplantado em 85,7% (n=6) dos animais. As anastomoses intestinais e
vasculares (arteriais e venosas) encontravam-se pérvias em todos os animais bem
como nao foram encontradas colegdes liquidas na cavidade peritoneal e pleural.

Nao foram observadas alteragdes macroscopicas significativas nos érgdos da

cavidade abdominal em 4 animais pertencentes ao grupo 5. Um animal desse grupo



[ 1 Resultados 67

evoluiu a o6bito por obstrucédo intestinal decorrente de invaginagao ileo-ileal. Na
avaliacdo da cavidade toracica, aspectos sugestivos de condensagdo pulmonar
(“hepatizagao”) foram encontrados em 60% dos animais neste grupo. As anastomoses
intestinais e vasculares (arteriais e venosas) encontravam-se pérvias em todos os
animais bem como nao foram encontradas coleg¢des liquidas na cavidade peritoneal e
pleural.
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4. Discussao

4.1. Quanto aos animais utilizados

Estudos realizados em roedores submetidos a resseccao intestinais extensas
e/ou transplante intestinal mostraram dificuldades em se estabelecer correlagdes com
0 que ocorre em situagdes clinicas em humanos, que os tornou esse modelo
experimental inadequado. Entre as principais vantagens da utilizagdo de roedores
podem ser salientadas o fato de serem de pequeno porte, facil manuseio e
acondicionamento, metabolismo acelerado, baixo custo em comparagdo com outros
animais, apresentar aceitacdo ética universal em pesquisa experimental e util nos
estudos basicos envolvendo fisiologia, farmacologia e imunologia nos transplantes
(Welters et al., 2001; Vanderhoof et al., 1988; Gu et al., 2001; Murase et al., 1991).

O modelo canino também foi amplamente utilizado em pesquisas
médicas(Yoshimi et al.,1991); mas recentemente, os comités de ética de varios
paises, inclusive o Brasil, instituiram leis de protecédo para o seu uso. Desta forma, os
trabalhos com caes passaram a se limitar ao uso de racas criadas em biotérios, por
exemplo, a raca Beagle. Com isso, os custos se elevaram, inviabilizando sua
utilizagcdo em pesquisas experimentais.

Primatas ndo-humanos representam um modelo fisiologicamente similar ao
homem, mas sua manutencéao e utilizacao tém sido criticadas em discussdes de ética
em pesquisa animal. Além disso, a produgao € escassa e demorada, pois cada fémea
gera um unico animal. (Dean et al., 2003).

O modelo porcino surgiu como o animal de escolha devido a inumeras
vantagens a pesquisa em relagdo aos outros animais.

Dentre estas podemos destacar: ser de médio porte; ideal para os modelos pré-
clinicos; facilidade de aquisicdo (usado como alimento pela maioria dos povos); preco
acessivel; criagcao rapida (gestacado de 120 dias, com produgao de até 12 animais por
fémea) e difundida em varios paises (Dean et al., 2003). Outros pontos positivos sdo a
docilidade e a facilidade para serem adestrados, o que permite melhor manejo e
seguranga em um centro de pesquisa e facilidade nas coletas de amostras
laboratoriais (Almond, 1996).
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Além disso, as caracteristicas imunoldgicas e fisiolégicas dos porcos sao
semelhantes aos humanos (Miller & Ullrey,1987). Além disso, 0s suinos sao
considerados como provavel fonte para os xenotransplante.

Por isso, porcos foram utilizados como modelo pré-clinico nesta pesquisa para

avaliagao das ressecgoes e transplantes intestinais.

4.2. Quanto a técnica utilizada

4.2.1. Anestesia

A anestesia em porcos exige uma série de cuidados, principalmente nas
cirurgias de longa duragao ou mais invasivas.

Neste estudo, inumeros Obitos ocorreram na execug¢ao do projeto piloto, devido
as dificuldades técnicas da manutencao da estabilidade hemodinadmica do receptor
durante a cirurgia, principalmente no periodo pés-reperfusdo do enxerto intestinal.

As consideracbes e ponderagcbes apds cada perda fizeram-nos chegar ao
modelo anestésico utilizado, e cada variavel de monitoramento acrescido mostrou-nos
que o rigor no controle anestésico neste modelo experimental deveria seguir os
mesmos da anestesia em humanos.

O jejum prolongado (acima de 6 horas) nesses animais provoca desidratacao
grave, sendo necessaria uma hidratag&o intravenosa mais vigorosa durante a indugéao
anestésica associado com os cuidados para evitar-se a hipotermia, visto que os usos
de substancias alcodlicas na pele dos animais para a preparagado cirurgica e a
pequena pelagem dos mesmos aumentam as perdas por vasodilatagao local.

Com isso, os cuidados pré-operatorios sdo fundamentais para o inicio da
cirurgia em melhores condigdes.

As avaliagdes peri-operatérias dos parametros hemodinamicos e metabdlicos
dos animais submetidos ao transplante de intestino delgado, principalmente no
periodo pos-reperfusdo do enxerto, exigem uma rapida corregado dessas alteragdes,
tendo em vista que podem comprometer a sobrevida do enxerto e dos animais.

A hipotensdo e a acidose metabdlica pds-reperfusdo foram os principais
disturbios encontrados em nosso estudo, também observados por Siniscalchi et al.,
2006, provavelmente causada por fendmenos cardiovasculares decorrentes dos

disturbios metabdlicos da reperfuséo (Kalpokas et al., 1989).
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Ja as alteragbes metabdlicas que ocorrem no transplante de intestino delgado
sao resultantes das repercussdes sistémicas da reperfusdo do enxerto, e relacionados
com o tempo de isquemia e de preservagao do mesmo.

A reducao do pH e do bicarbonato apdés 10 minutos da revascularizacdo do
enxerto caracterizou o quadro de acidose metabdlica nesta fase, que pode ser
acompanhada por hipercapnia (Siniscachi et al., 2006).

Entretanto, nos animais estudados n&o foram observados alteragdes graves da
PaCO, apéds reperfusdo do enxerto, talvez pelo controle rigoroso da ventilagao
mecanica, que permitiu a manutencado dos valores da PaCO;, dentro dos limites da
normalidade.

Além dos o&bitos ocorridos até a padronizacdo anestésica neste estudo,
inimeras perdas ocorreram no pés-operatério imediato, causado por disturbios como
acidose metabdlica, hipotermia e hipotensao refrataria.

Entre as alteragbes hidroeletroliticas observadas na revascularizagcdo do
enxerto, a hiperpotassemia foi o disturbio mais acentuado, provavelmente pela
liberagdo de produtos resultantes do metabolismo celular do enxerto intestinal
preservado e reperfundido, associado a acidose metabdlica sistémica com
consequente liberagao do potassio intracelular.

Apoés a compreensao e controle rigoroso dos fenébmenos envolvidos no trauma

anestésico e cirurgico, conseguiu-se uma melhor sobrevida durante e apds a cirurgia.

4.2.2. Quanto a indugao da Sindrome do intestino curto

A Sindrome do intestino curto vem sendo exaustivamente estudada
experimentalmente, pela alta mortalidade em pacientes submetidos a ressecgdes
extensas. Estes estudos permitiram uma melhor compreensao da fisiopatologia das
alteracbes que ocorrem nesta condicdo clinica, como também procurou-se
estabelecer um limite de ressecgao intestinal compativel com a readaptacao funcional
e consequente autonomia nutricional.

A resseccdo de mais de 70% de intestino delgado foi estabelecida
experimentalmente como o limite para a resseccao que reproduziria a sindrome de
intestino curto (Shanbhogue et al.,1994; Printz et al.,1997).
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Neste estudo, a sindrome de intestino curto se desenvolveu nos porcos do
Grupo 2, submetidos a resseccgéo total de intestino delgado e n&o no grupo com 80%
de ressecgao, como o observado por outros autores (Weale et al., 2005).

O grupo 1 recuperou a autonomia nutricional apdés 4 semanas de
acompanhamento, denotando a alta capacidade do intestino em se adaptar a uma
situacdo desfavoravel, como clinicamente pode ser observado nos pacientes
submetidos a resseccgdes intestinais extensas.

Com base nas variaveis estudadas, concluiu-se que resseccdes de até 80% do
intestino delgado em porcos nao foram capazes de induzir a Sindrome do intestino
curto, uma vez que os animais apresentaram evolugcdo ponderal semelhante aos
porcos normais ndo operados (grupo controle de peso).

Ressalta-se que o peso é, sem duvida, a variavel mais importante neste estudo,
conforme pode ser observado no grafico relativo a esta variavel, confirmado pelas
analises estatisticas.

Ja as resseccdes intestinais que incluiram a valvula ileo-cecal (G3) induziram a
forma mais grave da Sindrome do intestino curto. A alta mortalidade neste grupo (3
semanas), nao permitiu uma melhor compreensao das repercussdes clinicas desse
tipo de resseccao, visto que nao foi o objetivo deste estudo o aporte nutricional
parenteral para corre¢cao dos disturbios observados.

A preservagdo da valvula ileo-cecal nas grandes ressecgdes intestinais
promove uma lentificagdo do transito intestinal e consequentemente um maior tempo
de contato dos nutrientes com a mucosa absortiva do intestino delgado. Porém, a
exata compreensdo de seu papel e dos mecanismos envolvidos na adaptagao
intestinal ainda é desconhecida (Collins et al.,1996; Georgeson et al., 1994).

A avaliagao dos trés grupos submetidos a ressecgao intestinal (G1, G2 e G3)
permitiu diferenciar o comportamento adaptativo entre os mesmos ao longo de 84 dias
(12 semanas). O grupo 1 retomou a curva de crescimento apos o trauma cirurgico,
tendo-se adaptado a nova condigdo, com retorno da autonomia nutricional a
semelhanga dos porcos do grupo controle de peso.

O grupo 2 apresentou-se como o0 modelo ideal de sindrome de intestino curto
‘crdénico”, com perda ponderal lenta e gradativa, tendo atingido os critérios de
sacrificio apés 3 meses.

O grupo 3 apresentou a forma mais grave da Sindrome de intestino curto, com

repercussdes clinicas semelhantes aos dos pacientes submetidos a resseccgoes
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extensas com perda de valvula ileo-cecal e que poderiamos denominar de Sindrome
de intestino curto “agudo” ou intestino ultracurto (Bueno et al., 2001; Vanderhoof et
al.,1997; Ziegler et al.,1997).

4.2.3. Quanto ao transplante intestinal

Varias técnicas cirurgicas sao descritas para a realizagdo de transplante de
intestino delgado em animais de experimentagdo. O transplante intestinal heterotopico
ou auxiliar (sem remocgao do intestino nativo) permite uma maior sobrevivéncia dos
receptores, uma vez que os mesmos nao dependem do intestino transplantado para a
absor¢ao, sdo de facil remogao durante os processos isquémicos, sem comprometer a
sobrevida do receptor. A maior sobrevida neste modelo permite a realizagcdo de
estudos das fases terminais do processo de rejeicdo (Kaneko, 1996).

Ja o transplante intestinal ortotépico, realizado em etapa unica ta qual realizado
neste estudo, é semelhante ao empregado em situagdes clinicas, e permite melhora
da fungao da barreira mucosa pela presencga de nutrientes. Apesar da maior facilidade
em sua execucgao, confere maiores riscos de complicagdes mecanicas no pos-
operatorio precoce. (Kaneko,1996; Chan et al., 2000).

Com relagao a realizagao de estomias, a opgao pela realizagao da jejunostomia
em alcga intestinal exclusa e ndo da ileostomia, a semelhanga do proposto por Chan et
al.,2000, se deveu ao fato de diminuir a mortalidade pds-operatéria decorrente da
excessiva perda de liquidos provenientes do transito intestinal. Além disso, permitiu
um facil acesso para a realizagdo de exames endoscopicos para monitoramento do
enxerto e obtencao de bidpsias.

Com relagcdo a drenagem venosa do enxerto transplantado, optou-se pela
drenagem venosa portal por razdes fisioldgicas e pela facilidade técnica, ndo havendo
necessidade de uma grande extensdao de pediculo venoso do enxerto intestinal.
(Allessiani et al., 1994).
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4.2.4. Quanto aos cuidados pés-operatorios

Os cuidados no periodo pdés-operatério foram relacionados com o tempo
cirurgico, procedimento realizado e complicagbes clinicas inerentes a cirurgia
realizada.

Assim, cada grupo exigiu um monitoramento clinico em maior ou menor
intensidade, tanto no que se refere a ingesta alimentar, padrao evacuatorio,
hidratacao, hipotermia, imunossupressao e analgesia.

Os animais dos grupos 1 e 2 ndo apresentaram repercussdes clinicas
significativas nas primeiras semanas apds a cirurgia, enquanto o grupo 3 apresentou
diarréia profusa, ndo tendo sido possivel uma adequacgao do equilibrio hidroeletrolitico
subsequente, mesmo com a reposicao intravenosa de solugdes cristaldides no
periodo pos-operatorio, o que motivou o sacrificio dos mesmos em média com 17,7
dias.

Ja os animais dos grupos 4 e 5 apresentaram complicagdes relacionadas a
rejeicdo celular aguda e decorrente da utilizacdo de drogas imunossupressoras,
respectivamente. A hidratagdo intravenosa, antibidticos ou analgésicos foram
insuficientes para correcdo dos disturbios hidroeletroliticos e metabdlicos nesses
animais.

O uso de antibioticoterapia profilatica com Cefuroxima, como proposto por
Chan et al.,2001, foi iniciada na indugao anestésica e mantida por um periodo de 48
horas. A reintroducdo do antibidtico foi necessaria apenas nos animais do grupo 5,
submetidos a imunossupressao, tendo em vista a presencga de sinais como hiperemia
cutanea, diminuigdo da atividade fisica, baixa ingesta alimentar, além de alteragdes
hematoldgicas sugestivas da presenga de infecgéo (leucocitose).

A Cefuroxima (axetil cefuroxima sédica) € um antibidtico da classe das
cefalosporinas de segunda geragao, ativo contra um amplo espectro de germes gram-
positivos e gram-negativos, e que atua pela inibicdo da sintese bacteriana por ligagao
a proteinas parietais.

Com relagdo a analgesia, a dosagem necessaria de analgésicos administrada
aos animais no periodo pos-operatorio foi semelhante entre os grupos. Como o uso de
escores de dor em pesquisa experimental é dificil por razdes obvias, nao foi utilizado

nesta pesquisa. Assim, € de fundamental importancia a avaliagcdo completa e diaria
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dos provaveis focos de dor como incisdo cirurgica e infecgdes locais entre outros
(Swindle, 2007).

4.2.5. Quanto a avaliagao clinica e laboratorial

Cada um dos parametros estudados teve sua importancia baseada na clinica e
nos principios da avaliacdo nutricional, levando em conta que um parametro isolado
nao caracteriza a condi¢ao geral do animal ou individuo, mas a sua associagao com a
clinica fornece um diagnodstico mais preciso.

Entre os critérios clinicos de avaliagado propostos, a aceitacao alimentar nos
grupos 3, 4 e 5 foi inadequada, avaliada pela quantidade de racao presente na vasilha
na reposicdo e corroborada pela inatividade fisica dos animais desses grupos. A
excegao do grupo 1 que apresentou fezes pastosas durante o periodo de observagéo,
todos os animais pertencentes aos demais grupos apresentaram diarréia ao final do
periodo de avaliacdo. Nao foram observadas nauseas e/ou vémitos ou qualquer
alteracao do aspecto da incisdo cirurgica e da jejunostomia.

A presenca de sinais e sintomas inespecificos no periodo pos-operatorio dos
transplantes intestinais, como hiperemia cutanea, diminuicdo da atividade fisica, baixa
aceitagdo alimentar e diarréia podem sugerir a presenca de rejeicdo do enxerto
transplantado ou de infecgédo, tornando a implementagdo de medidas necessarias
para o diagndstico precoce e consequentemente o seu tratamento (Gruessner et al.,
1997).

No presente estudo estas alteragcbes foram observadas nos grupos 4 e 5,
decorrentes de rejeicdo celular aguda, confirmados pela avaliagdo macroscoépica e
histopatolégica do enxerto intestinal transplantado no grupo 4, assim como pela
presenga de sinais de infecgdo pulmonar (“hepatizagédo”) a necropsia no grupo 5.

Com relacédo a avaliagdo ponderal, com excecédo do grupo 1 que apresentou
ganho ponderal durante o periodo de avaliagao, todos os demais apresentaram perda
de peso, que foi estatisticamente significativa nos grupos 3, 4 e 5 entre a 1% e 32
semana de evolucdo. A perda ponderal observada determinou o sacrificio dos animais
dos grupos 2 e 3 na 122 e 3% semana de pds-operatorio, respectivamente. Resultados
semelhantes foram observados por Kimura et al., 1990.

As principais alteragdes laboratoriais foram encontradas no grupo submetido a

resseccao total de intestino (G2), demonstradas pela diminuigdo progressiva dos
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niveis de proteinas totais, albumina, colesterol total, triglicérides, glicose e potassio
entre a 12 e 122 semana de evolugado, caracterizando o processo de desnutrigdo
cronica neste grupo.

Os niveis séricos de albumina ndo se alteraram nos grupos durante as 3
semanas de acompanhamento, ndo sendo um indicador sensivel nas fases iniciais do
processo de desnutricio.

Ja os niveis séricos de uréia aumentaram em G2, G3, G4 e G5 durante as 3
semanas de acompanhamento, sendo um indicador sensivel para todas as fases de
avaliagcao, provavelmente decorrente do processo de catabolismo protéico acentuado
observado nesses animais. Apesar das perdas hidricas acentuadas decorrentes da
diarréia poderem desencadear insuficiéncia renal pré-renal com elevagao dos niveis
de uréia, isso nao foi caracterizado no presente estudo, tendo em vista que os niveis
séricos de creatinina mantiveram-se normais durante todo periodo de

acompanhamento.

4.2.6. Quanto a avaliagao endoscépica da integridade do enxerto

Apesar dos progressos na evolugao das técnicas cirurgicas e dos regimes de
imunossupressdo, os protocolos clinicos para monitoramento da funcdo e da
rejeicdo do enxerto intestinal transplantado ainda se encontram nos estagios iniciais
de evolugao (Kato et al., 2006)

A detecgdo precoce do processo de rejeicdo e seu tratamento séao
importantes para evitar a progressdo para suas formas mais graves, geralmente
associada a um prognéstico reservado quanto a sobreviria do enxerto intestinal e do
receptor.

Como o intestino delgado é um 6rgao com fungdes absortivas, entre outras,
varios estudos experimentais e clinicos foram propostos para avaliar a capacidade
funcional do mesmo com o intuito de se estabelecer um monitor sensivel da rejeigéo
apos o transplante.

Entre estes podem ser referidos os testes de absorgédo da glicose (Nordgren
et al., 1984 ; Bakonyi et al., 1991); D-xilose (Reznick et al., 1982) e maltose (Bakonyi
et al., 1994), com resultados controversos na avaliagdo da rejeicdo do enxerto

intestinal transplantado.
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A baixa sensibilidade destes métodos pode ser atribuida a distribuicéo
irregular do processo de rejeigdo ao longo do enxerto (Yamataka et al., 1992),
permitindo a absorgdo em areas do intestino preservadas, sem rejei¢ao.

Mais recentemente, a quantificagdo sérica da citrulina, um aminoacido nao
essencial produzido exclusivamente pelo enterdcito, cuja concentragao tem relagao
direta com a massa de tecido intestinal funcionante (Crenn et al., 2003), foi proposto
como monitor do processo de rejeigao em transplantes de intestino delgado.

Pappas et al., 2001, 2004; Gondolesi et al.,2002; e Fukumori et al.,2002;
demonstraram correlagao significante entre os niveis séricos de citrulina e a rejeigéao
do enxerto intestinal transplantado.

No entanto, sua utilizagdo ainda nado esta estabelecida como monitor nos
periodos iniciais do processo de rejeicdo, quando apenas lesdes inespecificas estao
presentes no enxerto.

Desta forma, a avaliagdo do enxerto intestinal transplantado ainda depende
dos procedimentos endoscopicos, com obtencdo de bidpsias, visto que permite a
visualizagédo de areas mais extensas do intestino.

Contudo, os procedimentos endoscépicos convencionais ndo permitem uma
avaliacao mais acurada das alteracdes que ocorrem nas fases iniciais da rejei¢ao.

As alteragbes da mucosa do enxerto intestinal consistentes com rejeigéo
classificada como leve a moderada e que sao possiveis de serem identificadas por
endoscopia convencional incluem eritema, granulagdes e friabilidade da mucosa e
desepitelizacéo na rejeigdo aguda grave.

A perda do epitélio da superficie mucosa (rejeicdo aguda grave) é facilmente
identificada pela endoscopia convencional; entretanto, raramente reversivel nesta
fase apesar do tratamento (Ishii et al., 2003; Kato et al., 2000).

Em funcado da baixa sensibilidade da endoscopia convencional no diagndstico
de rejeicdo leve a moderada, ndo € empregada com esta finalidade em pacientes
transplantados (Hassanein et al., 1994; Tabasco-Minguillan et al,1996).

Neste estudo, a avaliagdo do enxerto intestinal foi realizada através da
endoscopia convencional, com valor preditivo positivo para presenca de rejeigao
aguda grave (diminuicdo das pregas; presenga de ulceragbes) em 4 de 7 animais
avaliados no grupo 4 (57%), corroborada pela analise histopatolégica das bidpsias, e
com aspecto endoscopico normal em 3 (43%), ndo confirmado pela analise das

bidpsias ou na necropsia.
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A presenca de alteracbes inespecificas a bidpsia, sugestivas de rejeicao
classificadas como indeterminada, nao foram identificadas na avaliacdo endoscdépica
dos animais do grupo 5 por razdes Obvias, como ja referidas anteriormente.

Assim, um numero maior de avaliacdes se torna necessario para identificar a
sensibilidade e especificidade do procedimento endoscopico convencional no
diagndstico das fases iniciais do processo de rejeigéo.

O advento da endoscopia com magnificacdo de imagens e sua utilizagao para
avaliacdo dos enxertos intestinais (Kato et al., 1999) possibilitou a visualizagao de
detalhes "quase microscopicos "das vilosidades e das criptas intestinais.

Com base nos achados encontrados nas primeiras 271 avaliagbes e
corroborados pelos achados obtidos na analise histopatolégica, o método
apresentou uma sensibilidade e especificidade de 45% e 98%, respectivamente nos
pacientes adultos, com valor preditivo positivo e negativo em 82% e 88%,
respectivamente (Kato et al., 1999, 2006; Sasaki et al., 2002).

Desta forma, a utilizagdo da endoscopia com magnificagdo de imagens
tornou-se 0 método de eleicdo com esta finalidade, enquanto exames menos

invasivos ainda estédo para serem estabelecidos.

4.2.7. Quanto a imunossupressao, estudo histopatolégico e sobrevida.

O controle da rejeicao tem sido o maior desafio em transplantes intestinais
clinicos, devido a alta imunogenicidade do enxerto transplantado.

Assim, o transplante intestinal desenvolveu-se rapidamente apds os primeiros
transplantes clinicos com a utilizagado do FK 506 como droga imunossupressora, que
posteriormente passou a ser conhecido como Tacrolimo (Starzl & Rowe et al., 1989;
Starzl & Todo et al., 1989; Todo et al., 1990).

E um macrolideo com atividade imunossupressora, que inibe a ativacdo dos
linfocitos T através do bloqueio da atividade da calcineurina fosfatase, impedindo a
desfosforilacdo e translocacdo do fator nuclear de células T ativadas, um
componente nuclear responsavel pela iniciagdo da transcricdo genética para a
formagédo de citocinas, como a interleucina - 2 e interferon gama (Neuberger &
Adams, 1993).

Atualmente, o tacrolimo é uma droga que integra todos os protocolos de

imunossupressao em pacientes com enxertos intestinais (Grant et al., 2005).
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Para diminuir os efeitos colaterais graves decorrentes da utilizagdo de altas
doses desta droga em regime de monoterapia, associa¢gdes com outras drogas tém
sido propostas no intuito de potencializar seus efeitos e de se atingir a dose
terapéutica mais adequada para cada uma delas individualmente (Abu-Elmagd et al.,
2001).

Assim, os estudos pré-clinicos de novos protocolos e estratégias de
imunossupressao sdo importantes para se estabelecer regimes sem a utilizagdo de
corticosterdide, especialmente em transplantes 6rgaos como o intestino delgado.

O objetivo racional é oferecer ao receptor do enxerto o maximo de
biodisponibilidade do principio ativo das drogas com a menor toxicidade e efeitos
colaterais.

Os estudos envolvendo a utilizagdo de drogas imunossupressoras em suinos
demonstraram a dificuldade em se manter os enxertos transplantados, devido ao
metabolismo acelerado, diminuicdo da biodisponibilidade sistémica e a resisténcia
aos esteroides (Yang & Shutz, 1986).

Para se atingir beneficies terapéuticos, as doses de imunossupressores
utilizadas para prevenir a rejeicdo em suinos sao maiores que as utilizadas em
humanos.

Frey et al, 1988, relataram a necessidade do dobro da dose de
metilprednisolona e 10 vezes a dose de ciclosporina para obtencdo da mesma
concentragao das drogas que ¢é utilizada em transplantes clinicos.

A utilizagdo do micofenolato sédico vem sendo proposta em inumeros
protocolos experimentais e clinicos como coadjuvante da agéo do tacrolimo (Ochiai
et al., 1991; Alessiani et al., 1996; Regazzi et al., 1997; Spada et al., 1997), pela
acao inibidora sobre a proliferacdo dos linfécitos T e B, um mecanismo de agao
complementar aos inibidores da calcineurina, os quais interferem com a transcricao
de citocinas.

Apresenta grande variabilidade individual na sua farmacocinética de interagdo
com o tacrolimo, sendo rapidamente hidrolisado em seu principio ativo (acido
micofendlico). Os niveis séricos sdo atingidos apdés 5 a 6 horas da administragao,
provavelmente pela circulagéo entero-hepatica (Regazi et al., 1997).

Neste estudo, foi utilizado o micofenolato sédico, que difere do micofenolato
mofetil (MMF) pela presenca de capsula de revestimento, o que confere beneficios

com relacéo a tolerabilidade gastrintestinal.
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A dosagem preconizada (15 mg/kg/dia) foi superior a utilizada em outros
estudos (Spada et al., 1997; Regazi et al., 1997; Vigand et al., 2006; Doni et al.,
2006), bem tolerada pelos animais e sem a ocorréncia de efeitos adversos, como
por exemplo a leucopenia.

A associagdo com tacrolimo na dosagem preconizada para manutencao dos
niveis séricos entre 15 e 20 ng/ml foi eficiente para a profilaxia da rejeicdo aguda
grave (grau 3), que foi observada em apenas um animal do Grupo 5 no 14° dia de
pos-operatdrio pela analise histopatologica de bidpsia.

Este episodio de rejei¢ao foi tratado clinicamente pelo ajuste da dosagem do
tacrolimo administrado, tendo em vista que os niveis séricos deste animal
encontravam-se em torno de 7,1 ng/ml.

Com excecéao deste animal, todos os demais apresentavam niveis séricos de
tacrolimo dentro dos limites estabelecidos neste estudo, na segunda semana de
pos-operatorio, tendo as bidpsias demonstrado apenas alteragcdes inespecificas no
enxerto classificadas como rejeicdo indeterminada.

Ja os animais do grupo 4, ndo imunossuprimidos, evoluiram ao oObito em
consequéncia da rejeicdo aguda grave do enxerto transplantado, confirmado pelo
estudo histopatologico das bidpsias obtidas na necropsia.

Tendo em vista a variabilidade dos protocolos de imunossupressao referidos
por outros autores (inclusdo de corticosterdides e outras drogas, terapia de indugao
com ATG, imunomodulagdo com células da medula éssea, etc.), torna-se dificil a
analise comparativa com os resultados obtidos neste estudo.

Porém, com a utilizacido de protocolo de imunossupressdo semelhante ao
deste estudo, Spada et al., 1997, observaram a mesma eficacia na profilaxia da
rejeicado aguda grave.

Resultados semelhantes também foram observados por Vigané et al., 2006;
Gruessner et al., 2004; Spada et al., 1997; Doni et al., 2006; Alessiani et al., 1996,
com a utilizagdo de doses menores de tacrolimo (niveis séricos entre 5-15 ng/ml),
porém, com aumento significativo da sobrevida dos animais.

As sobrevidas médias referidas por Alessiani et al., 1996; Doni et al., 2006 ;
Vigano et al., 2006; Gruessner et al., 2004; Spada et al., 1997, foram maiores de 60,
30, 92, 28 e 60 dias, respectivamente na maioria dos animais estudados, enquanto

sobrevidas de até 30 dias sao referidas por Spada et al., 1997, incluindo o presente
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estudo, com a utilizagao de doses maiores de tacrolimo (niveis séricos entre 15 e 20
ng/ml.)

As complicagbes infecciosas foram os fatores determinantes do ébito dos
animais neste estudo, possivelmente desencadeadas pelos elevados niveis de
imunossupressao utilizados.

Provavelmente estas complicacdes poderiam ter sido evitadas, com aumento
da sobrevida dos animais neste estudo, pela utilizagdo de regimes de
imunossupressdao menos téxicos com tacrolimo (5-15 ng/ml) associado ao
micofenolato sddico, uma vez que a ocorréncia de infeccdes nao foi frequiente nos
estudos mencionados anteriormente.

Desta forma, o esquema de imunossupressao proposto neste estudo foi
efetivo na prevengéo da rejeicdo aguda grave, mas sem um impacto positivo sobre a
sobrevida dos animais.

Apesar dos resultados obtidos serem semelhantes aos ja apresentados em
outros estudos, este modelo experimental de inducdo da Sindrome do Intestino Curto
e transplante intestinal em porcos foi importante para aquisicdo dos conhecimentos
basicos acerca da manipulagdo dos animais e da imunossupressao no periodo pos-

operatario.
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Conclusao

A avaliagao dos grupos estudados permitiu as seguintes conclusdes:

A resseccado de 80% de intestino delgado em porcos ndo € adequada para

inducdo de sindrome de intestino curto;

A resseccdo de 100% de intestino delgado em porcos forneceu o modelo

experimental mais adequado para o estudo de Sindrome de intestino curto;

A ressecgao de 100% de intestino delgado com inclusdo de valvula ileocecal

nao permitiu sobrevida necessaria para estudos de insuficiéncia intestinal;

O transplante de intestino delgado sem imunossupressdo em porcos

desencadeia a rejeigao celular aguda grave do enxerto;

O transplante de intestino delgado com o esquema imunossupressor proposto
foi adequado para evitar a rejeicdo celular aguda grave, mas inadequado para

aumentar a sobrevida dos receptores.
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Apéndice

Tabela 46. Médias dos pesos por grupo.

Média dos Pesos por Grupo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CONTROLE 14,7 16,1 17,5 18,8 20,2 21,6 23,0 24,4 25,8 271 28,5 29,9
Grupo 1 25,8 27,3 28,5 30,8 31,9 33,1 34,7 36,6 38,5 40,4 42,3 44,0
Grupo 2 33,3 31,1 29,4 27,9 26,8 26,2 25,9 25,4 24,9 24.8 24,3 23,9
Grupo 3 22,2 17,4 14,5
Grupo 4 36,0 31,8 22,4 21,9
Grupo 5 28,3 24,9 22,7 20,3 12,5

Tabela 47. Médias dos valores de sédio por grupo.

Média do Sédio por Grupo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Grupo 1 148 150 148 148 146 144 144 145 148 146 147 147
Grupo 2 142 143 144 145 146 144 142 142 144 143 141 143
Grupo 3 137 136 140
Grupo 4 141 144 145
Grupo 5 140 145 147 147 145

Tabela 48. Médias dos valores de potassio por grupo.

Média do Potassio por Grupo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Grupo 1 5,8 59 6,2 6,5 6,4 6,2 5,8 6,3 6,5 6,1 5,8 5,6
Grupo 2 4,6 5,0 4,9 5,2 54 5,3 57 5,6 52 5,2 53 5,0
Grupo 3 3,9 4.8 55
Grupo 4 4,0 52 55
Grupo 5 3,9 4,9 53 5,6 59

Tabela 49. Médias dos valores de calcio por grupo.

Média do Calcio por Grupo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Grupo 1 10,3 10,8 10,5 10,1 10,0 10,1 10,0 9,9 10,0 9,9 9,9 10,0
Grupo 2 9,5 9,9 9,5 9,2 9,0 9,0 8,9 9,0 9,3 9,0 8,8 8,7
Grupo 3 10,4 9,5 9,9
Grupo 4 10,0 10,1 10,2

Grupo 5 9,9 9,9 9,8 10,7 10,0




Tabela 50. Médias dos valores de uréia por grupo.
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Média de Uréia por Grupo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Grupo 1 38,5 37,6 36,2 35,2 38,3 34,5 34,0 39,6 33,0 36,0 35,7 42,0
Grupo 2 21,1 43,0 453 50,3 48,5 48,8 47,6 48,7 49,2 51,6 56,2 59,6
Grupo 3 21,7 39,7 46,7
Grupo 4 24,0 39,4 47.4
Grupo 5 23,7 39,1 42,2 37,0 46,0
Tabela 51. Médias dos valores de creatinina por grupo.
Média da Creatinina por Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Grupo 1 1,48 1,63 1,60 1,63 1,65 1,58 1,52 1,52 1,63 1,57 1,71 1,67
Grupo 2 1,39 1,64 1,45 1,45 1,34 1,43 1,30 1,31 1,24 1,17 1,33 1,16
Grupo 3 1,22 1,35 1,50
Grupo 4 1,24 1,34 1,28
Grupo 5 1,18 1,56 1,78 1,75 1,60
Tabela 52. Médias dos valores de glicemia por grupo.
Média da Glicemia por Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Grupo 1 105 94 104 86 81 88 85 95 94 88 84 89
Grupo 2 116 100 9 80 84 88 85 78 81 71 74 71
Grupo 3 95 90 83
Grupo 4 103 88 85
Grupo 5 105 94 87 75 78
Tabela 53. Médias dos valores de proteinas totais por grupo.
Média das Proteinas Totais por Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Grupo 1 6,8 6,6 6,5 6,3 6,3 6,4 6,0 6,0 6,2 6,3 6,2 6,0
Grupo 2 6,4 7,6 6,9 6,9 6,4 6,2 59 59 57 57 5,6 5,6
Grupo 3 55 6,5 6,6
Grupo 4 6,3 7,2 7,3

Grupo 5

6,9 7,6 7,7 7,0 6,8




Tabela 54. Médias dos valores de albumina por grupo.
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Média de Albumina por Grupo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Grupo 1 3,0 3,0 2,9 2,8 2,7 2,7 2,6 2,6 2,7 2,5 2,7 2,6
Grupo 2 2,9 3,6 3,2 2,7 2,5 2,3 2,1 2,1 2,0 2,0 1,9 1,9
Grupo 3 2,5 2,8 2,7
Grupo 4 2,8 2,6 2,3
Grupo 5 2,7 2,6 2,4 2,4 2,2
Tabela 55. Médias dos valores de colesterol por grupo.
Média do Colesterol Total por Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Grupo 1 91 107 96 90 105 113 104 99 94 89 83 82
Grupo 2 81 86 93 77 76 78 76 66 74 64 66 64
Grupo 3 80 86 79
Grupo 4 100 93 79
Grupo 5 103 91 83 86 70
Tabela 56. Médias dos valores de triglicérides por grupo.
Média dos Triglicérides por Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Grupo 1 73 94 83 61 73 72 84 70 59 74 75 85
Grupo 2 51 29 42 44 43 45 44 32 44 27 35 25
Grupo 3 41 48 48
Grupo 4 56 62 60
Grupo 5 63 64 72 79 43
Tabela 57. Médias dos valores de bilirrubina por grupo.
Média de Bilirrubina Total por Grupo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Grupo 1 0,19 0,13 0,10 0,10 0,12 0,10 0,10 0,10 0,13 0,10 0,13 0,11
Grupo 2 0,12 0,15 0,16 0,10 0,13 0,10 0,10 0,11 0,14 0,11 0,10 0,10
Grupo 3 0,23 0,18 0,12
Grupo 4 0,13 0,10 0,10

Grupo 5

0,12 0,12 0,10 0,10 0,10
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Tabela 58. Valores bioquimicos normais em suinos.

Parametro laboratorial

Faixa de Normalidade

Albumina
Bilirrubina Total
Calcio
Colesterol Total
Creatinina
Glicose
Potassio
Proteinas Totais
Sadio
Triglicérides

Uréia

1,8 -3,3 g/dL
0,0 — 0,3 mg/dL
5-11,4 mg/dL

18 — 79 mg/dL
0,5-2,1 mg/dL
85 — 160 mg/dL

2,1 —=7,1 mmol/L
6,2 — 8,0 g/dL
142 — 149 mmol/L
41 — 83 mg/dL

6 — 30 mg/dL

Johnson & Johnson.
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