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RESUMO

Introdugdo : O octreotide, analogo da somatostatina, tem sido utlizado no
tratamento de varias doencas por sua ampla distribuicdo no sistema nervoso e
digestdrio. E frequentemente utilizado no tratamento de fistulas enterocutaneas.
Entretanto, pelo fato do octreotide inibir horménios tréficos e anabdlicos e por reduzir
o fluxo sanglineo, surgiu a hipétese de que este poderia ser prejudicial na
cicatrizacdo de feridas cirurgicas, anastomoses e inclusive no fechamento das
fistulas. Objetivo : avaliar o efeito do octreotide, administrado por via subcuténea, na
cicatrizacdo de anastomoses colonicas em ratos. Material e Método : foram
utilizados 42 ratos Wistar machos, adultos, divididos em grupo controle (GC) e grupo
octreotide (GO). Os ratos foram randomizados para receber dose Unica diaria de 20
ung/kg/dia de octreotide por via subcutanea. A dose inicial foi administrada durante 7
dias antes do procedimento cirdrgico e mantida até o 5°dia de pds-operatério. Os
animais do grupo controle receberam dose Unica diaria isovolumétrica de solucéo
salina a 0,9% por via subcutanea. Todos os animais foram submetidos a duas
secgdes colbnicas, sendo uma a 6 cm da valvula ileocecal (colon ascendente) e
outra 5 cm distais a primeira (colon descendente). No 5° dia de pos-operatorio os
animais foram mortos e as duas anastomoses de cada animal foram conservadas,
alternadamente, em solucdo salina a 0,9% e formalina a 10% para estudos de
resisténcia a tracdo e histolégico pela técnica de picrosirius-red F3BA,
respectivamente. Os resultados da determinacdo do percentual de colageno foram
expressos mediante o IMaC, que corresponde a razdo entre as percentagens de
colageno maduro e imaturo. A analise estatistica incluiu os testes t de Student e
Kruskal Wallis com nivel de significAncia adotado de p<0,05 em todos os testes.
Resultados : A analise da FMT (0,222+0,013 kgf/cm2 vs 0,192+0,012 kgf/cmz,
p=0,09) e FRT (0,141+0,014 kgf/cm2 vs 0,107+0,012 kgf/cm2, p=0,07) ndo mostrou
diferenca entre os grupos. Ao se comparar as médias do IMaC, este foi maior no
grupo octreotide (10,09+1,53 vs 5,87+0,77, p=0,04). Conclusbes : o Octreotide nédo
diminui a resisténcia ténsil da anastomose colbnica em ratos e associa-se a maior
deposicao de colageno maduro na anastomose.

Palavras-chave : Octreotide, Cicatrizacdo, Colageno, Anastomose cirurgica, Colon,
Ratos.



ABSTRACT

Introduction : Octreotide, an analogous of somatostatin has been used in the
treatment of several diseases due to its wide distribution in the nervous and digestive
system. It is frequently used in the treatment of enterocutaneous fistulas. However,
because of its inhibitory effects of trophic and anabolic hormones and because it
reduces blood flow, a hypothesis was created, which suggested that octreotide could
be harmful for the healing of surgical wounds, anastomoses and even in the closure
of fistulas. Objective : to evaluate the effect of octreotide administered
subcutaneously on the healing of colonic anastomosis in rats. Material and method :
forty-two adult, male Wistar rats were used and divided in to two groups: controls
(CG) and octreotide group (OG). Rats were randomized to receive a single daily dose
of 20 pg/kg/day of octreotide subcutaneously. An initial dose was administered
seven days prior to the surgical procedure and giving daily until the 5th postoperative
day. Rats from the control group received a single isovolumetric daily dose of 0.9%
normal saline subcutaneously. All animals were submitted to two colonic sections,
one 6 cm from the ileocecal valve (ascending colon) and the other 5 cm distal from
the first one (descending colon). On the fifth PO day rats were sacrificed and the two
anastomoses of each animal were preserved, alternatively, in 0.9% normal saline or
10% formaline for traction tests and histopatological studies by the picrosirius-red
F3BA stain, respectively. The results of the collagen deposition were expressed by
the IMaC (Collagen Maturation Index), which corresponds to the ratio between type |
and type Ill collagen percentages. Statistics included the Student’'s test and the
Kruskal Wallis test and the adopted level of significance was 5%. Results : the FMT
(Maximum Tension Strength) analysis was (0.222+0.013 kgf/cm? vs. 0.192+0.012
kgf/cm2, p=0.09) and FRT (0.141+0.014 kgf/cm? vs. 0.107+0.012 kgf/cm?, p=0.07) did
not show significant difference between the two groups. When comparing the
averages of the IMaC, it was higher in the octreotide group (10.09£1.53 vs.
5.87+0.77, p=0.04). Conclusion : Octreotide does not decrease the tensile strength
of colonic anastomosis in rats and is associated to a higher mature collagen
deposition at the anastomosis.

Key words : Octreotide, wound healing, collagen, surgical anastomosis, colon, rats.
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1 INTRODUCAO

KRULICH, em 1968, durante estudos de distribuicao dos fatores de liberacéo
do hormonio de crescimento no hipotalamo de ratos, detectou acidentalmente um
peptideo. Este peptideo ciclico formado por 14 aminoacidos foi chamado de fator
inibidor de liberacdo da somatotropina ou somatostatina (KRULICH et al., 1968).
Inicialmente identificada como inibidor da liberacdo do GH pituitario, a somatostatina
hoje € conhecida pelos seus efeitos exocrinos, enddcrinos, paracrinos e autocrinos.
Dez anos apo0s, tornou-se disponivel uma substancia sintética de longa duracéo
analoga a somatostatina, denominada octreotide. O octreotide é usado no
tratamento de varias doencas, tais como: tumores carcindides metastéaticos, tumores
secretores de peptideos intestinais vasoativos, sangramento gastrointestinal, fistulas
enterocutaneas, sindrome do intestino curto, sindrome de dumping, pancreatite,
pseudocistos pancreaticos, fistulas pancreaticas, diarréia relacionada a AIDS, entre
outros (TURKCAPAR et al., 1998).

O Octreotide € um potente inibidor das secrecbes gastrointestinal, biliar e
pancreatica, relaxa a musculatura intestinal e reduz a motilidade do trato digestivo.
Estas propriedades permitiram aos pesquisadores emprega-lo na terapéutica das
fistulas intestinais. Estudos demonstram que o medicamento encurta o tempo de
fechamento espontaneo das fistulas (MEDEIROS et al, 2002).

As fistulas enterocutaneas representam importante problema para os
especialistas que lidam com o aparelho digestivo, tendo em vista que podem
acarretar grave deplecdo hidroeletrolitica, desequilibrio acido-base, infeccdo e
desnutricdo grave, com 0 respectivo impacto negativo da longa permanéncia
hospitalar e do alto custo do tratamento. Elas ocorrem mais comumente como
complicacdo de cirurgia gastrointestinal, trauma abdominal, doenca de Crohn,
abscessos intra-abdominais, irradiagdo ionizante, pancreatites, pseudocisto
pancreéatico e neoplasias (FOSTER et al.,1996). O manuseio poderd ser clinico,
cirdrgico, ou, como em muitos casos, havera necessidade de terapéutica combinada.

Existem muitos estudos sobre a influéncia deletéria ou ndo do octreotide
sobre anastomoses intestinais. Porém, ndo foram identificados trabalhos na literatura
a respeito dos efeitos da administracdo do octreotide sobre a deposi¢céo de colageno

e resisténcia ténsil de anastomoses colbnicas em ratos. Embora os beneficios



terapéuticos do octreotide tenham sido definidos, ainda é motivo de discussdo na
literatura a influéncia do octreotide na cicatrizacdo de feridas. Enquanto autores
como TURKCAPAR et al, 1998 e HEUSER, et al 2000 apresentam trabalhos que
demonstram efeito deletério do octreotide na cicatrizacdo de anastomoses
intestinais, outros (ALPER et al., 1997; MILLER et al., 1996; PAPALAMBROS et al.,
2004; YAMANER et al.,, 1995) concluem que o octreotide pode ser usado com

seguranga sem comprometer o processo cicatricial.

1.1 OBJETIVOS

Avaliar a influéncia do Octreotide, administrado no periodo peri-operatério,
na cicatrizacdo de anastomoses colonicas de ratos Wistar adultos mediante
parametros clinicos (peso e indice de aderéncias intra-abdominais), parametro

mecanico e histologico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ACAO DO OCTREOTIDE

Estudos realizados por BRAZEAU et al. (1973) demonstraram que a
somatostatina atua na regulacdo da liberacdo do horménio de crescimento. A
somatostatina é um tetradecapeptideo que possui varias acoes fisioloégicas. Modula
a neurotransmissao no sistema nervoso central e regula a liberacdo do hormonio de
crescimento e tireotrofina. Tem também acéo reguladora no trato gastrintestinal, bem
como no pancreas endocrino e exocrino. Inibe a divisdo celular e a maioria das
secrecBes gastrointestinais enddcrinas e exocrinas; reduz o fluxo sanguineo
esplancnico e retarda o transito gastrointestinal. A meia-vida curta da somatostatina
(de um a dois minutos) limita o0 seu uso na pratica clinica.

Atualmente a somatostatina é considerada precursora de um grupo de
peptideos com dois produtos bioativos importantes: somatostatina-14 e
somatostatina-28. Como outros horménios peptideos, a somatostatina é sintetizada
a partir de uma molécula maior que é rapidamente clivada na forma de pré-hormdénio
e processada enzimaticamente em outros produtos.

Entretanto, a baixa estabilidade metabdlica do peptideo natural, o tempo de
meia-vida plasmatica (t¥2) menor de 3 minutos e a hipersecrec¢ao indesejavel, limitam
a sua administragcdo terapéutica por via endovenosa em infusdo continua (GOMEZ-
PAN et al.,1990). O extraordinario potencial terapéutico desta substancia tem
motivado, nos ultimos anos, a sintese de varios analogos com modificacbes na
estrutura molecular. Estas modificagdes tém o intuito de superar os problemas
citados anteriormente. Estes estudos tém permitido melhor conhecimento da
molécula da somatostatina, assim como da estrutura farmacoldgica necessaria para
conseguir uma administracéo terapéutica util e eficaz.

Com este objetivo, pesquisadores do Instituto Salk comprovaram que para
se obter atividade biologica completa (fixacdo e ativagdo do receptor), é necessario
somente o fragmento de quatro aminoacidos Phe 7-Trp 8-Lys 9-Thr 10 e uma ponte
dissulfeto. Os demais aminoacidos da molécula tém apenas funcao estrutural. Esse
mesmo grupo comprovou que a reducdo dos aminoacidos estruturais confere maior

resisténcia frente a degradacdo enzimatica (GOMEZ-PAN et al., 1990). Estas



observacbes permitiram o desenvolvimento de diversos analogos de baixo peso

molecular como mostrado na figura 1.

FIGURA 1 - ESQUEMA ESTRUTURAL DA SOMATOSTATINA HUMANA E
ANALOGOS. SEMELHANGA ESTRUTURAL NO  TRECHO
RESPONSAVEL PELA FUNCAO BIOLOGICA

Ala' — Gly? Cys®*~~~ Phe®—Phe’ — Trp®
) Somatostatina humana
Cys'*~~~ Phe! - Thr'? - Lys®

Cys — Phe — Phe — Trp*

: «Octapeptideo Salk»
Cys — Phe — Thr —Lys

: «Octapeptideo Ciba-Geigy»
GABA — Phe — Thr — Lys

Pro — Phe — Trp*
H «Hexapeptideo MSD»

Aslu — Phe — Phe — Trp* )

Phe — Thr - Lys

* formas D

Em 1982, BAUER et al. desenvolveram o octapeptideo SMS 201-995
chamado de octreotide (OCT), o qual conserva o fragmento biologicamente ativo e a
ponte dissulfeto. Sua férmula quimica é: DPhe-Cys-Phe-DTrp-Lys-Thr-Cys-Thr.

Apresenta um aminodcido fenilalanina na sua forma D na extremidade
proximal, e um aminoéacido treonina na outra extremidade da ponte dissulfeto. A D-
fenilalanina parece exercer efeito protetor sobre a ponte dissulfeto, isto é, confere
maior estabilidade frente a degradacdo enzimatica. Desta maneira parece também
agir o fragmento biologicamente ativo, D-triptofano, com atividade biolégica mais
potente. Em estudos pré-clinicos subsequentes, BAUER et al. 1982, comprovaram a
acao inibitéria sobre o GH in vitro e in vivo. Esta acdo inibitoria foi significativamente
superior & somatostatina (GOMEZ-PAN et al., 1990). LAMBERTS et al. (1987) em
estudo com voluntarios sadios, comprovaram que o OCT quando administrado por

via subcutéanea tem um tempo de meia-vida (t¥2) plasmatico de 113 minutos. Na



administracdo endovenosa, 0 t¥2 plasmético é de 43 minutos. A concentracdo
plasmatica maxima ocorre 30 minutos apos administracdo subcutanea.

O OCT foi o primeiro analogo da somatostatina a ser introduzido no uso
clinico; apresenta véarias vantagens em relacdo a sua precursora. E mais potente,
alcanca o0 mesmo efeito bioldgico da somatostatina com dose menor. Tem um t%
plasmatico suficientemente prolongado e boa tolerAncia o que permite sua
administracdo de forma ambulatorial. Sua sintese é facilitada pelo baixo peso
molecular. Ndo apresenta efeitos indesejaveis ap6s o término do tratamento e

interfere menos com os niveis glicémicos (BAUER et al., 1996).

2.1.1 Receptores de Octreotide

As varias acdes do octreotide sdo mediadas através de receptores de
membrana especificos 0os quais tém sido demonstrados em varias regibes do
cérebro, no pancreas endocrino e exdcrino, na mucosa do trato gastrintestinal bem
como nas células do sistema imunoldgico.

Cinco subtipos de receptores humanos da somatostatina foram clonados e
caracterizados. A tabela 1 mostra estes subtipos e suas afinidades com a

somatostatina.

TABELA 1 - PROPRIEDADES DOS CINCO SUBTIPOS DE RECEPTORES DA
SOMATOSTATINA

PROPRIEDADE SUBTIPO 1 |SUBTIPO 2 | SUBTIPO 3 | SUBTIPO 4 SUBTIPO 5
Cromossomo 14 17 22 20 16
Afinidade 1Csy (NM)
Somatostatina—14 11 1.3 1.6 0.5 0.9
Afinidade ICso (M) >1000 21 4.4-35 >1000 5.6
Octreotide
Cérebro,
L Coracéo,
CereE)ro, Glandulas
Pulmdes, Adrenais
Distribuicdo nos Estdbmago, Cérebroe Cérebroe Cérebroe M
. . 4 . ~ ~ Intestino
Tecidos Jejuno, Rins, Rins Pancreas Pulmdes
. Delgado,
Figado e AP
A Hipdfise e
Pancreas. .
Musculo
Esquelético.

*concentracdo necessaria para inibir 50% da somatostatina radiomarcada ligada a um subtipo.



Os genes desses subtipos séo localizados em diferentes cromossomaos, 0
que sugere diferentes func¢des nos diversos 6rgaos (LAMBERTS et al.,1996).

2.1.2 Aplicacbes Terapéuticas do Octreotide

O Octreotide é utilizado no tratamento de varias doencas por ter ampla
distribuicdo no sistema nervoso, gastrintestinal bem como muitas a¢des fisiologicas
e hormonais.

Experimentalmente existem propostas de tratamento nos tumores
neuroendocrinos que possuam receptores para somatostatina, sindrome de
dumping, pancreatite pds-colangiopancreatografia endoscépica retrograda,
obstrucao intestinal, sindrome do intestino curto e no manejo da dor na pancreatite
cronica (LAMBERTS et al., 1996; TURKCAPAR et al., 1998; MILLER et al., 1996).

2.1.3 Octreotide em anastomoses experimentais

YAMANER, et al., (1995) pesquisaram o efeito do octreotide na cicatrizagéo
de anastomoses intestinais em ratos Wistar com obstrucéo intestinal. Foi analisado
perda hidroeletrolitica de sodio e potassio, lesbes isquémicas, pressao de ruptura e
conteado de hidroxiprolina no 4° e 7° dia de pos-operatorio. Concluiram que o
octreotide atenua as lesfes isquémicas e a perda hidroeletrolitica na obstrucdo
intestinal.

MILLER, MARTINDALE, GAO e GADACZ (1996) compararam o efeito de
hidrocortisona e octreotide (2,5 ug/kg/dia e 25 pg/kg/dia respectivamente), em 60
ratos submetidos a anastomose de intestino delgado. O octreotide, mesmo em
doses elevadas, ndo demonstrou efeito deletério na for¢a de ruptura da anastomose,
inflamacéao sistémica e no conteddo de colageno.

ALPER, LEVY, KADOURI, et al., (1997) investigaram o efeito do octreotide
na cicatrizacao de feridas. Foi utilizado, modelo experimental in vitro e in vivo (ratos
Wistar). Octreotide foi adicionado a culturas de fibroblastos em doses de 2, 10, 30,
60 e 120 ng/mL e os fibroblastos foram contados em 2°, 4° e 6° dias. Anastomoses
intestinais foram realizadas em 36 ratos. Os ratos do grupo octreotide GO (n= 18)

receberam injecbes SC de 25 pg/kg, duas vezes ao dia, e seis ratos foram mortos no



39, 7° e 14° dia pos-operatorio. O grupo controle GC recebeu injecdes de solucdo
salina isotbnica. Foram avaliados a pressdo de ruptura e o conteludo de
hidroxiprolina nos trés dias. Concluiram que o octreotide ndo inibe a cicatrizagao
tanto in vitro quanto in vivo.

TURKCAPAR, DEMIRER, SENGUL et al., (1998) estudaram os efeitos do
octreotide na cicatrizagdo de anastomoses col6nicas em ratos; estes receberam 20
Mo/kg/dia de octreotide, 100 mg/kg/dia de hidrocortisona ou 1 mL de solucao salina,
como controle. Estes autores concluiram que o octreotide foi tdo prejudicial quanto a
hidrocortizona na cicatrizacado de anastomoses col6nicas de ratos.

PAPALAMBROS, FILIS, ANGELOPOULOQOU et al., (2004) estudaram 72 ratos
submetidos a resseccdo do intestino delgado, seguido por anastomose término-
terminal, divididos em dois grupos: o primeiro grupo recebeu octreotide na dose de 7
Mg/kg/dia , em duas doses diarias, e 0 grupo controle recebeu solucdo salina. Os
ratos foram re-explorados no 4° 8° e 15° pds-opera tério. Foram analisados a
pressdo de explosdo e o conteudo de colageno das anastomoses. Os autores
concluiram que o octreotide ndo prejudica a cicatrizacdo das anastomoses de
intestino delgado, ao contrario, melhora a cicatrizagdo no 8° e 15° dia de pos-
operatorio.

2.2 CICATRIZACAO DAS ANASTOMOSES INTESTINAIS

Toda ferida € uma solucdo de continuidade produzida em um tecido, pelos
mais diversos agentes. Da lugar a um espaco anormal, interrompe o fluxo
sanguineo, altera a sensibilidade, acumula elementos celulares mortos com grau
maior ou menor de contaminagdo, com ou sem infeccéo.

Para corrigir esta lesdo, o organismo lanca mao de complexo mecanismo
com a finalidade de restaurar a semelhanca usual normal, denominado cicatrizacéo
e que envolve: quimiotaxia, divisdo celular, neovascularizacdo, sintese de matriz
protéica extracelular e remodelacdo da cicatriz. Este processo ocorre em todo o
organismo.

A cicatrizacdo de feridas consiste em perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra repavimentacao e
reconstituicio do tecido (ORTONNE; CLEVI, 1994). Este evento € dinamico



10

envolvendo processos bioquimicos e fisiolégicos que se comportam de forma
harmoniosa a fim de garantir a restauracao tecidual. A perda tecidual pode ser
completa ou incompleta determinando assim a definicdo do tipo de ferida.

Ferida de espessura parcial: ocorre apds procedimentos dermatologicos
como a dermoabrasdo ou peelings quimicos, pode também ser causada por
traumatismos. A reparacdo faz-se pela reepitelizacdo dos anexos epiteliais ou
epitélio derivado da pele adjacente ndo acometida. Como resultado final tem-se uma
cicatriz praticamente imperceptivel.

J& as feridas de espessura total necessitam da formacdo de um novo tecido,
o tecido de granulacdo; a epitelizagcdo, base da cicatrizacdo nas feridas de
espessura total, acontece apenas nas margens da ferida. Nesse caso, a cicatriz €
totalmente perceptivel e, muitas vezes, pronunciada (FAZIO; ZITELLI; GOSLEN,
2000).

2.2.1 Classificagédo dos Processos Bioldgicos da Cicatrizagéo

CARREL, em 1910, fez a primeira descricdo ordenada dos eventos da
cicatrizacdo que sao aceitos até hoje. Diferentes classificacdes sdo utilizadas para
facilitar o entendimento de um processo tdo dinamico e com fases interdependentes
como a cicatrizagdo. Existem autores que consideram trés estagios no processo de
cicatrizagdo: inicialmente um estagio inflamatério (primeiros 4 dias), seguido por um
de proliferacdo (3 a 14 dias) e finalizando com o0 reparo em um estagio de
remodelac&o (10 a 180 dias) (HOWES; SOOY; HARVEY, 1929; ORTONNE; CLEVY,
1994). Outros autores classificam de forma mais completa dividindo o processo em
cinco fases principais: coagulacao, inflamacgéo, proliferagéo, contracdo da ferida e
remodelacdo (ORGILL; DEMLING, 1988). Em um determinado periodo de tempo as
fases coincidem e acontecem simultaneamente. Em seguida serdo apresentadas as

principais caracteristicas de cada uma destas fases.

a) Coagulacéo

O inicio € imediato apds o surgimento da ferida. Essa fase depende da
atividade plaquetéaria e da cascata de coagulacdo (TERKELTAUB; GINSBERG,
1998). Ocorre complexa liberacdo de produtos. Substancias vasoativas, proteinas
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adesivas, fatores de crescimento e proteases sado liberadas e ditam o
desencadeamento de outras fases (CLARK,1985). A formacdo do coagulo serve
para coaptar as bordas das feridas e também para cruzar a fibronectina, oferecendo
matriz provisoria na qual os fibroblastos, células endoteliais e queratinécitos podem
ingressar na ferida (GRINNEL; BILLINGHIAM; BURGESS, 1981).

b) Inflamacéo

Intimamente ligada a fase anterior, a inflamacdo depende de inumeros
mediadores  quimicos, das células inflamatérias como os leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), macrofagos e linfécitos. A fase inflamatéria é
caracterizada inicialmente por vasoconstricdo local decorrente de mediadores
vasoativos, como tromboxane A2, os quais sdo liberados pelas plaguetas aderidas
ao local onde houve lesdo endotelial. Em seguida ocorre vasodilatagao local
mediada pela acdo das prostaglandinas. Com a vasodilatacdo ha saida de fluidos e
macromoléculas para o intersticio. Fatores angiogénicos e de crescimento sao
liberados pelas células inflamatérias (BANDA et al., 1982).

A sequir, ocorre a adesao de neutrofilos atraidos quimiotaticamente pelos
mediadores da inflamacéo. Inicia-se ai 0 processo de desbridamento da ferida com a
lise dos tecidos desvitalizados e dos microorganismos presentes na ferida. As
substancias liberadas pelos neutrofilos comecam a atrair os macrofagos e
monaocitos. A partir dai, estas serdo as células dominantes nos primeiros dias do
processo inflamatorio, complementando a fungédo de desbridamento e dando inicio
ao processo de reparo.

Os PMN chegam no momento da injuria tissular e ficam por periodo que
varia de trés a cinco dias; sédo eles os responsaveis pela fagocitose das bactérias. O
macréfago € a célula inflamatéria mais importante dessa fase (DIEGELMANN;
COHEN; KAPLAN, 1981). Permanece do terceiro ao décimo dia. Fagocita bactérias,
desbrida corpos estranhos e direciona o desenvolvimento do tecido de granulacéo.

Os linfocitos aparecem na ferida em aproximadamente uma semana. Seu
papel ndo é bem definido, porém suas linfocinas tem importante influéncia sobre os
macrofagos.

Além das células inflamatérias e dos mediadores quimicos, a fase

inflamatoria depende da fibronectina. Esta é sintetizada por uma variedade de
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células como fibroblastos, queratinécitos e células endoteliais. Adere
simultaneamente a fibrina, ao colageno e a outros tipos de células. Funciona como
cola que consolida o coagulo de fibrina, as células e os componentes da matriz
(MOSHER; FURCHT, 1981). Além de formar essa base para a matriz extracelular,
tem propriedades quimiotaticas de opsonizacéo e fagocitose de corpos estranhos e
bactérias.

c) Proliferacéo

A fase de proliferacdo celular é continuagdo da fase anterior. Ocorre o
aparecimento dos primeiros fibroblastos atraidos pelos fatores liberados pelos
macrofagos. Esta fase € marcada pela proliferacéo fibroblastica, pela angiogénese e
pela epitelizacédo; todos estes processos sao decorrentes da multiplicacao celular.
Dividida em trés subfases, a proliferacdo é responséavel pelo “fechamento” da lesédo
propriamente dita.

A primeira das fases da proliferacdo € a reepitelizacdo. Ocorre a migracao
de queratinécitos ndo danificados das bordas da ferida e dos anexos epiteliais.
Fatores de crescimento sd0 0s provaveis responsaveis pelos aumentos das mitoses
e hiperplasia do epitélio (CHRISTOPHER, 1972).

A segunda fase da proliferag&o inclui a fibroplasia e formacéo da matriz, que
€ extremamente importante na formacdo do tecido de granulacdo. A formacéo do
tecido de granulacdo depende do fibroblasto, célula critica na formacdo da matriz.
Longe de ser apenas produtor de colageno, o fibroblasto produz elastina,
fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, estas responsaveis pelo
desbridamento e remodelamento fisiologico (VAN WINKLE Jr. et al., 1969).

A Ultima fase da proliferacdo é a angiogénese. Esta fase determina o
suprimento de oxigénio e nutrientes para o processo de cicatrizacdo. Inicialmente as
células endoteliais migram para a area ferida e a seguir ocorre proliferacdo destas

células.

d) Contracao da ferida
E o movimento centripeto das bordas da ferida (espessura total). As feridas
de espessura parcial ndo contam com essa fase. Uma ferida de espessura total tem

contracdo mesmo quando ha enxertos, que diminuem em 20% o tamanho da ferida
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(STEGMAN; TROMOVITCH; GLOGAU, 1982). Em cicatrizes por segunda intengcao a
contracdo pode reduzir 62% da &rea de superficie do defeito cutaneo (LAWRENCE;
COMAISH; DAHL, 1986).

e) Remodelacao

Essa é a Ultima das fases, ocorre no coldgeno e na matriz extracelular;
permanece durante meses e é responsavel pelo aumento da for¢a de tensédo e pela
diminuicdo do tamanho da cicatriz e do eritema. Reformulagcdes dos colagenos,
melhoria nos componentes das fibras colagenas, reabsorcdo de 4gua sdo eventos
gue permitem uma conexao que aumenta a for¢a da cicatriz e diminui sua espessura
(DOILLON, et al. 1985). A neovascularizacdo diminui e, tardiamente a cicatriz é
considerada avascular. Uma cicatriz normal tem aproximadamente 80% da forca de
tensdo do tecido normal, ndo é volumosa e € plana.

Muitas variaveis tanto de ordem geral como de ordem local influenciam esse
longo e complexo processo. Dos fatores gerais, interfere a idade, o estado
nutricional do paciente, a existéncia de doencas de base, como diabetes, alteracdes
cardiocirculatérias e de coagulacdo, aterosclerose, disfuncdo renal, quadros
infecciosos sistémicos e uso de drogas sistémicas.

Dos fatores locais, interfere a técnica cirurgica, formagdo de hematomas,
infeccdo, reacdo de corpo estranho, uso de drogas topicas e ressecamento durante
a cicatrizacao.

HERRMANN, WOODWARD e PULASKI em 1964, observaram em ratos,
gue a sequiéncia de eventos que ocorre na cicatrizagcado das anastomoses digestivas
€ semelhante a que ocorre em outros tecidos. A fase inflamatoria estende-se até o
4° dia; a fase de fibroplasia até o 14° dia e a partir dai ocorre a fase de maturacao.

ADAMSONS e KAHAN (1970) citam que o processo de cicatrizagdo do trato
gastrointestinal pode ser influenciado por diversos fatores que podem ser divididos
em fatores locais (do proprio tecido em cicatrizacao) e fatores gerais (do organismo).

JIBORN, AHONEN e ZEDERFELDT em 1980, avaliaram o padrdo de
reparacdo das anastomoses colbnicas em ratos por meio da utilizacdo de
hidroxiprolina radiomarcada. Observaram que ha intenso ciclo de sintese e
degradacdo das fibras colagenas no inicio do processo de cicatrizacdo, com

predominio da degradacéo até o 4° dia de pos-operatoério. Por volta do sétimo dia de
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pés-operatorio o processo de sintese sobrepuja o de degradacdo. Observaram
também que este processo ciclico de sintese e degrada¢do do colageno ocorre ndo
s6 na area da anastomose, mas também nos segmentos perianastomoticos,

principalmente no segmento proximal.

2.3 METODOS PARA AVALIACAO DA CICATRIZACAO DAS SUTURAS GASTRO-
INTESTINAIS

As anastomoses intestinais podem ser avaliadas mediante parametros
clinicos, mecéanicos, histolégicos e bioquimicos. Outros métodos, menos comumente
utilizados, sdo os parametros microbiolégicos, radiograficos, microangiograficos e de

microscopia eletronica.

2.3.1 Parametros Clinicos

Os parametros clinicos levam em consideracdo a evolucédo poés-operatéria
do animal e os achados intra-abdominais ap6s sua morte, seja ela em meio a fase
de experimentacédo, ou provocada no término desta para a coleta de dados.

Eles indicam o sucesso ou insucesso da anastomose e refletem a presenca
de deiscéncia anastomoética o que, em dUltima analise, se procura avaliar nos
experimentos em que se estuda cicatrizagdo de anastomoses colonicas.

Os dados evolutivos mais comumente explorados sdo: ganho ou perda de
peso e a evolucdo pés-operatoria (Obitos).

A exploracdo da cavidade abdominal, os dados mais frequentemente
avaliados sé&o: quantificacdo e qualificacdo de aderéncias pos-operatorias e
possiveis complicacbes anastomoéticas (deiscéncia, abscesso anastomotico e

estenose).

2.3.2 Evolucdo Ponderal no Pés-operatério

O ganho ou perda de peso € considerado parametro clinico e nutricional que

interfere na avaliagdo das anastomoses intestinais. A perda de peso pode indicar
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indiretamente desnutricdo e, consequentemente, determinar deficiéncia na
cicatrizagdo da anastomose.

LEITE et al. em 1993, avaliaram a influéncia da desnutricdo na cicatrizacéo
de anastomose do colon distal em ratos e concluiram que a desnutricdo protéica
apresenta efeito deletério na cicatrizacado do colon no rato, com diminuicdo da forca
de ruptura e na concentracao do colageno.

2.3.3 Aderéncias Intra-abdominais

A formacdo de aderéncias intra-abdominais continua sendo um problema
apos cirurgias que envolvam acesso a cavidade peritoneal. Reflete indiretamente a
capacidade de reparacdo da resposta inflamatéria a agressdo da cavidade
abdominal. Um método de sistematizacdo para a avaliacdo de aderéncias intra-
abdominais foi proposto em 1962 por KNIGHTLY, AGOSTINO e CLIFFTON. Os
autores investigaram o efeito da fibrinolisina e da heparina na formagédo de
aderéncias peritoneais em ratos ap0s trauma por tripsia do ceco. Os ratos eram
mortos no 7° dia pos-operatério e as aderéncias classificadas de 0 a 4. A
classificacdo variou de acordo com a extensdo, numero e densidade das aderéncias.
Os indices serviram para caracterizar a intensidade do processo de aderéncia em

cada nivel e comparacao entre os diversos grupos.

2.3.4 Métodos Mecanicos

HOWES, SOOQY e HARVEY (1929) realizaram estudo pioneiro visando a
sistematizacdo da avaliagcdo da tensdo das feridas cirdrgicas na fase precoce da
cicatrizacdo. Naquele experimento foi avaliada a resisténcia da sutura em
anastomoses intestinais e a capacidade da parede intestinal em conter a sutura
realizada por meio de diferentes técnicas. Houve correlacdo entre as forcas de
tensdo necessarias a ruptura dos tecidos e o processo fibroplasico.

A avaliagdo da resisténcia das anastomoses intestinais por métodos
mecanicos tem sido realizada mais freqientemente por duas técnicas: pressao de

ruptura e forca de ruptura.
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2.3.4.1 Pressao de Ruptura

CHLUMSKY (1899) descreveu este método ha pouco mais de um século e é
bastante utilizado atualmente em estudos experimentais de cicatrizacdo (RABAU et
al., 1995; TURKCAPAR et al.,1998).

A avaliagdo é feita no segmento do intestino onde foi realizada a
anastomose, sendo que esta fica exatamente no centro da peca a ser testada. Uma
das extremidades é fechada e na outra se conecta bomba de insuflacdo. Atraves
desta dultima infunde-se liquido ou ar atmosférico até que haja ruptura da
anastomose. A pressao de ruptura é registrada por manémetro ou fisiografo. Este
método pode ser aplicado em segmento ressecado ou no animal anestesiado sem
desfazer as aderéncias perianastomaticas. Os resultados serédo diferentes nos dois
casos, mas ambos com validade cientifica.

Segundo o trabalho de JIBORN, AHONEN e ZEDERFELDT (1978), duas
variaveis podem ser obtidas a partir deste método: a presséo de explosao (“Bursting
pressure”) e a tensdo de explosao (“Bursting wall tension”). A primeira é a medida da
pressdo intraluminal no momento da explosdo e a ultima é a medida da tensdo
circular da anastomose no momento da explosdo. A diferenca entre a tensdo de
explosdo e a pressdo de explosdo € que a tensdo leva em consideracdo o raio
interno da alga intestinal no local da anastomose (Lei de Laplace: T=P/R, onde T é a

tensdo, P é a presséo e R é o raio).

2.3.4.2 Forca de Ruptura (“Breaking Strength”)

Este método foi inicialmente utilizado para investigar a cicatrizacdo de
suturas em tendao e pele. Esta medida avalia a resisténcia da anastomose a forcas
de direcdo longitudinal representadas pela tracdo dos segmentos em direcdes
opostas (JIBORN et al., 1978).

O método consiste na fixagdo das extremidades do segmento intestinal ao
aparelho seguido de tracdo até que ocorra a ruptura no local onde se encontra a
anastomose. Esta forca pode ser exercida com aumento continuo ou intermitente e

pode ser utilizado segmento de tecido contendo a sutura ou a anastomose integra.
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NARESSE et al. em 1987, com base no extensémetro de resisténcia elétrica
(Strain Gauge), idealizaram um aparelho de tracdo para avaliar a forca de ruptura
das anastomoses intestinais. Para avaliar sua precisdo foram utilizados 32 caes
submetidos a anastomose de intestino delgado e aleatoriamente divididos em 4
grupos (3°, 7°, 14° e 21° pds-operatorio). Os autores concluiram que o instrumento
utilizado para medida de for¢ca de ruptura apresenta erro minimo de leitura, tornando
justificavel sua utilizacdo em investigacdes experimentais, ndo sO da cicatrizacao
intestinal, como de toda a ferida cirurgica.

Em 1999 houve o desenvolvimento de método mecanico computadorizado
de alta precisao para a determinacao da for¢a de ruptura, descrito por IKEUCHI et al.
Os autores tentaram estabelecer correlacdo entre este método e o método de
pressdo de ruptura, ja consagrado na literatura, bem como definir qual deles seria o
mais indicado na avaliagdo mecanica da cicatrizacdo de anastomoses intestinais.
Concluiram que a forca de ruptura seria 0 melhor método para avaliagdo biolégica
da cicatrizacdo das anastomoses, enquanto que a pressao de ruptura seria mais
adequada na pesquisa de integridade anastomotica em geral, ndo refletindo o

processo cicatricial em si.

2.4 PARAMETROS HISTOLOGICOS

Os parametros histologicos permitem avaliar a presenca e o arranjo de
estruturas microscopicas envolvidas no processo de cicatrizacdo, como por exemplo,
células e matriz extracelular. E muito empregado em estudos experimentais, porém
é subjetivo e sujeito a erros de interpretacdo. E importante, entdo, que se utilizem
métodos que possibilitem extrair dados passiveis de quantificacdo, para que seja
factivel realizar comparacdes e avaliacbes do processo de cicatrizacao.

Dentre as técnicas histologicas de coloracdo para o colageno, a técnica que
utiliza o corante sirius red F3BA se destaca pela maior seletividade para tecido
conjuntivo e por ser mais adequado para a leitura em microscopia de luz polarizada
(SWEAT; PUCHTLER; ROSENTHAL, 1964). A adicdo de acido picrico previne a
coloracdo de estruturas que ndo contenham colageno (JUNQUEIRA;
COSSERMELLI; BRENTANI, 1978).
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Na coloracéo picrosirius red (PCS), a reacdo do corante com as fibras de
coldgeno determina disposicado paralela das moléculas do corante em relacdo as
fibras colagenas, o que aumenta a sua birrefringéncia. Esta birrefringéncia apresenta
diferentes padrbes de cores e tonalidades que se correlaciona com o tipo de
coldgeno. Isto permite a diferenciacdo das fibras colagenas em tipo | e tipo Il
(JUNQUEIRA et al., 1978).

Em estudo conduzido por DAYAN et al. (1989), onde foram comparados
varios tipos de fibras colagenas purificadas de espessuras diferentes pelo método
PCS, foi observado que o entrelagamento e o alinhamento entre as moléculas, e ndo
apenas sua espessura, constituiu o fator mais importante para determinar o padrao
de birrefringéncia. Na observacdo com luz polarizada, as fiboras com maior
entrelacamento e maior espessura apresentaram coloracéo laranja-avermelhado e
foram denominadas colageno do tipo | (maduro). As fibras mais afiladas e menos
entrelacadas apresentaram coloracdo esverdeada e foram denominadas colageno
tipo 11l (imaturo).

O calculo da percentagem das fibras classificadas em maduras ou imaturas
de acordo com a sua coloracao permite a avaliagdo qualitativa de fibras coldgenas e
pode ser utilizado em estudos de cicatrizagdo de anastomoses intestinais (RABAU et
al.,1995; COSTA et al., 2003; VIZZOTTO Jr. et al. 2003; TRUBIAN, 2003).

Com base nas percentagens de colageno tipo | e tipo lll, foi criado o indice

de maturacao do colageno (IMaC), definido como a razdo entre essas percentagens.

_ % de Colageno tipo | - Maduro
IMaC = ” .
% de Colageno tipo Il - Imaturo

Valores maiores do que um indicam que a percentagem de colageno tipo | é

maior do que a percentagem de colageno tipo Il (LEMOS, 2002).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 MATERIAL

Foram utilizados 42 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus, Roentia
Mammalia), machos, adultos, com idade média de 90 dias e peso médio de 310
gramas, provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Parana.

Os animais foram alojados em grupos de dois em cada caixa de
polipropileno, forrada com serragem e receberam agua e racao ad libitum. As caixas
estavam identificadas e separadas em dois grupos: o grupo octreotide (GO) e o
grupo controle (GC).

Um rato de cada caixa teve a extremidade da cauda pintada para diferencia-
lo. As condicbes ambientais do laboratério foram mantidas constantes, com
temperatura de 22 + 3°C e ciclo claro-escuro de 12 horas.

Os animais foram mantidos no Laboratério de Cirurgia Experimental do
Programa de Pds-graduacdo em Clinica Cirargica da Universidade Federal do
Parana, onde também o0s procedimentos cirargicos foram realizados. Foram
obedecidos os principios éticos de experimentagcdo animal preconizados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA (2000).

3.1.1 Tratamento pelo Octreotide (Sandostatin®)

Utilizou-se o produto Sandostatin® (Novartis), adquirido na forma de caixa
com 5 ampolas de 100 pg/mL, armazenado e transportado na temperatura indicada
pelo laboratério fabricante, de 2°C a 10°C.

O produto foi diluido na concentracédo de 10 pg/mL duas vezes por semana,
conforme a necessidade de aplicacdes, e a diluicdo foi realizada no laboratério de
farmacotécnica do HC-UFPR (divisdo de protocolos de pesquisa).

A dose utilizada de octreotide foi de 20 pg/kg/dia, dose Unica diaria via
subcutanea (PAPALAMBROS et al., 2004; TURKCAPAR et al, 1998). O grupo
controle recebeu dose isovolumétrica de solucdo salina isotdnica, também por via

subcutanea.
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3.2 METODO

Os ratos foram divididos em dois grupos:
1. Grupo controle (GC) — (n=21) recebeu injecdo subcutanea de solucéo
salina isotbnica 0,9% por 7 dias antes da operacdo e apés até o 5° dia
PO.
2. Grupo octreotide (GO) — (n=21) recebeu injecdo subcutanea de solugao
de octreotide por 7 dias antes da operacdo e apos até o 5° dia PO
(Figura 2).

FIGURA 2 - INJECAO SUBCUTANEA DE OCTREOTIDE
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3.2.1 Procedimento Cirargico

Pré-operatorio: todos os animais foram submetidos a jejum de 12 horas
prévias ao procedimento ciridrgico com o objetivo de diminuir o conteudo fecal no
intestino grosso do rato, local em que foram feitas as anastomoses.

Anestesia: para a anestesia foi utilizada mistura de isoflurano (Isothane®) e
oxigénio através de sistema de vaporizacao calibrado. Os gases chegaram ao rato
através do duto de saida do vaporizador, o qual foi adaptado a boca e narinas do

animal com mascara emborrachada. As alteragbes no plano anestésico foram
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manejadas através da calibracdo do vaporizador. Apds a inducdo anestésica 0s
animais foram pesados e identificados.

Procedeu-se entdo a tricotomia abdominal e fixacdo do animal a mesa
cirdrgica com os membros em extensdo. Na seqUéncia realizou-se antissepsia
abdominal com polivinilpirrolidona-lodo a 10% (Povidine Tépico®, Darrow, Rio de
Janeiro, Brasil) e colocacdo de campo fenestrado estéril sobre o animal, expondo o
campo operatorio. Para acesso a cavidade abdominal realizou-se incisdao de 4 cm,
com bisturi lamina n°5, interessando pele, aponeurose e peritbnio. Foram
realizadas duas secg¢Oes completas no colon; a primeira no colon ascendente a
aproximadamente 6 cm distais da valvula ileocecal e a segunda, 5 cm distais a
primeira no colon descendente. Atentou-se para a preservacdo dos vasos colicos
(WALKER Jr., W.F. 1997). A reconstrucdo do transito foi realizada mediante
anastomose término-terminal em plano Unico total com 8 pontos separados de fio
monofilamentar nylon 6.0 (Mononylon®; Ethicon, Johnson & Johnson, S&o Paulo,
Brasil) (Figura 3).

FIGURA 3 - ANASTOMOSE COLONICA

A sintese da parede foi feito com sutura continua de fio monofilamentar de
nylon 3.0 (Mononylon®, Ethicon) com agulha cortante de 1,5cm, em dois planos:
musculo-aponeurotico e cutaneo. A ferida foi limpa com gaze embebida em solucao
de cloreto de sédio a 0,9% e em seguida, polivinilpirrolidona-iodo (Povidine Tépico®).

Pds-operatorio: O fluxo de isoflurano foi suspenso logo apds o término da
sintese cirurgica da parede abdominal e o rato passou a inalar oxigénio a 100% até
o despertar. A recuperacdo anestésica ocorreu dentro de sua propria caixa com ar

ambiente. No primeiro dia pds-operatério a administracdo subcutédnea de solucéo
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salina isotonica ou solugéo de octreotide foi reiniciada e mantida diariamente até a

morte do animal.

3.2.2 Morte dos Animais

A morte de todos os ratos foi no 5° dia de pés-operatorio. Os animais foram
pesados e submetidos a inalacdo letal de isoflurano. Esta foi caracterizada pela
auséncia de reflexos e parada respiratoria. Para acesso a cavidade abdominal
realizou-se laparotomia mediana. ApOs inspecdo da cavidade abdominal e
classificacdo das aderéncias, procedeu-se a lise parcial destas e a retirada de dois

segmentos do colon com 5 cm de extensado cada (Figura 4).

FIGURA 4 - INSPECAO DA CAVIDADE ABDOMINAL

Estes segmentos continham as anastomoses ascendente e descendente em
suas porcoes medias, tendo cuidado para conseguir espécimes relativamente

uniformes para todas as analises (Figura 5).
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FIGURA 5 - SEGMENTOS COLONICOS: O PRIMEIRO DESTINADO A ANALISE
HISTOLOQICA. ABAIXO, A ANASTOMOSE INTEGRA PARA ESTUDO
TENSIOMETRICO

Os dois espécimes cirurgicos de cada animal (proximal e distal) foram,
alternadamente, encaminhados para estudo histolégico (conservados em formalina
10%) e de tragcao computadorizada (conservados em solucao salina isotonica).

3.2.3 Dados Avaliados

a) Peso

Os ratos tiveram seus pesos aferidos todos os dias do experimento até a sua
morte. Foi utilizado balanca eletrénica (AUTOMATE AM 5500) no Laboratério de
Cirurgia Experimental da Pés-graduacdo em Cirurgia da Universidade Federal do

Parana.

b) Aderéncias Intra-abdominais

Apbs a laparotomia, inspecionou-se a cavidade abdominal para classificacéo
das aderéncias, que foram quantificadas segundo o indice de Knightly (KNIGHTLY;
AGOSTINO; CLIFFTON, 1962) (Quadro 1)
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QUADRO 1 - INDICE DE ADERENCIAS DE KNIGHTLY

GRAU DESCRICAO
0 AUSENCIA DE ADERENCIAS
1 ADERENCIA UNICA, FINA E FACILMENTE SEPARAVEL.
, ADERENCIAS EM PEQUENA EXTENSAO, FRACAS E QUE SE
ROMPEM COM PEQUENA TRACAO.
ADERENCIAS VISCERAIS EXTENSAS QUE SE ESTENDEM ATE A
3 PAREDE
ADERENCIAS NUMEROSAS, EXTENSAS E DENSAS QUE
4 ENVOLVEM O MESENTERIO, INTESTINO, OMENTO E PAREDE

ABDOMINAL.

c) Forca de Ruptura da Anastomose Colbnica

A avaliacdo da forca de ruptura da sutura colbnica foi realizada no
Laboratério de Cirurgia Experimental da PoOs-Graduacdo em Cirurgia da
Universidade Federal do Parana (UFPR). Para a avaliacdo desta variavel foi utilizada
a maquina universal de ensaio mecanico computadorizada, modelo DL-500MF
(EMIC® — S&o José dos Pinhais — PR), com garras de pressdo ajustavel
manualmente e sistema eletrénico de aquisicdo de dados.

O segmento colbnico separado para o ensaio de tensao foi acondicionado
em frascos contendo solucao salina a 0,9%. As suas extremidades foram fixadas as
presilhas, contendo a anastomose em sua por¢cdo média. Todos os testes de tracao
foram feitos em intervalo maximo de 1 hora apods a ressecc¢ao dos corpos de prova.

A tracdo ocorreu com velocidade de 50 mm/minuto, utilizando-se carga de
10 kg com sensibilidade de 50 g, com margem de erro de 0,5% até a ruptura total do
corpo de prova. A forca de tragcdo € constantemente mensurada através do

computador anexo ao sistema de presilhas (Figuras 6 e 7)
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FIGURA 6 - A) MAQUINA DE TENSAO COMPUTADORIZADA; B) DETALHE DAS
PRESILHAS TRACIONANDO CORPO DE PROVA

FIGURA 7 - A) COMPUTADOR COM O SOFTWARE TESC PARA MENSURACAO
E CONTROLE DAS TENSOES; B) GRAFICO DE FORCA TENSIL
DURANTE O ENSAIO MECANICO

Toa T Cliraden "D e VTS ¢ slagnas | =]

d) Densitometria do colageno — Método Sirius Red F3BA

ApOs a obtencdo do segmento colbnico de cada animal destinado a analise
histoldgica, as pecas cirtrgicas foram abertas em sentido longitudinal, na borda anti-
mesentérica e fixadas em formalina a 10%.

No Laboratorio de Anatomia Patoldgica os fios de sutura foram retirados e
foram efetuadas seccdes perpendiculares ao maior eixo da sutura. Foram
encaminhados para processamento histolégico, incluindo desidratacéo, diafanizacéo
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e emblocamento em parafina. Apés microtomia a 4 um de espessura, 0S cortes
histolégicos foram submetidos a coloracao de picrosirius-red F3BA.

Para identificacdo de colageno maduro e imaturo, os cortes histologicos
foram analisados por meio de microscépio 6ptico da marca Olympus®, em aumento
de 400 vezes, utilizando-se fonte de luz polarizada. As imagens foram captadas por
camera Sony® CCDIRIS, transmitidas a monitor colorido Trinitron Sony®, congeladas
e digitalizadas por meio de placas Oculus TCX.

Realizou-se a analise das imagens mediante o aplicativo Image Pro-Plus
versdo 4.5 para Microsoft Windows® Sistema Red Green Blue(RGB), em computador
da linha Pentium 111° 733MHz (Figura 8).

FIGURA 8 - SISTEMA RED, GREEN, BLUE (RGB). EM VERMELHO OBSERVA-SE
O COLAGENO MADURO E EM VERDE O COLAGENO IMATURO.
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Este programa identifica o tipo de colageno baseado em cores. Vermelho,
amarelo e laranja correspondem a colageno tipo | (maduro), enquanto que o verde
representa colageno tipo Il (imaturo). Trés campos foram avaliados (superior, médio
e inferior) perpendicularmente a anastomose. Os resultados foram expressos em
area percentual.

A partir da medida da percentagem de fibras colagenas foi calculado o indice
de maturacao do colageno (IMaC), definido como a razao entre essas percentagens.

Valor maior do que um indica predominio de colageno maduro.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Procedeu-se ao tratamento estatistico julgado adequado conforme a
natureza dos dados dos grupos octreotide e controle.

Algumas variaveis qualitativas foram transformadas em frequéncia pela
atribuicdo de indices, sendo elas: aderéncias intra-abdominais e dados histoldgicos.
Estas variaveis foram submetidas a comparagdo das médias entre oS grupos,
utilizando as metodologias abaixo descritas.

Para comparacdo dos graus de aderéncia intra-abdominal (indice de
Knightly) entre os grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

Para as varidveis quantitativas observou-se o pré-requisito da distribuicdo normal
(Gaussiana) das variaveis para a escolha do teste estatistico, com os resultados
expressos como média * erro-padrao.

Na andlise paramétrica foi utilizado o teste t de Student para comparacao
das médias das variaveis: forca maxima de tracdo e forca de ruptura total entre os
grupos; pesos inicial e final entre e dentro dos grupos.

Na andlise ndo-paramétrica foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para as
variaveis: colagenos tipo | e tipo Ill entre os grupos e comparacdo das médias do
IMaC.

Em todos os testes estatisticos, o nivel de significancia adotado foi p<0,05.
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4 RESULTADOS

N&o houve Obito neste estudo. Trés animais do grupo octreotide e dois
animais do grupo controle ndo foram analisados estatisticamente com relacdo a
forca maxima de tracdo e forca de ruptura total. Foram excluidos por ruptura do

corpo de prova fora do local da anastomose.

4.1 PESO

O peso dos animais avaliados no GO variou de 285¢g a 330g, sendo o peso
meédio de 313,58 £ 1,95. No grupo GC o peso variou de 284g a 320g sendo a média
de 310,93 £ 1,51. A comparagdo das meédias do peso inicial e peso final em cada
grupo estao representados na tabela 2 e grafico 1.

TABELA 2 - COMPARACAO DAS MEDIAS DO PESO (g) INICIAL E FINAL ENTRE
E DENTRO DOS GRUPOS

OCTREOTIDE (n =21) CONTROLE (n = 21)
PESOS (g) p
Média + EP Média + EP
Inicial 311,62 + 2,32 309,67 + 1,64 0,50
Final 314,43 + 1,68 311,43 + 1,50 0,19
p* 0,33 0,43

Nota: n — tamanho da amostra; EP- Erro Padrdo; p — nivel de significancia; p*— refere-se a
comparacao das médias inicial e final dentro dos grupos.

GRAFICO 1 - COMPARACAO DO PESO (g) INICIAL E FINAL ENTRE OS GRUPOS
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B OCTREOTIDE (n =21)
B CONTROLE (n = 21)

Inicial Final
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O peso corporal inicial e final dos animais nos dois grupos ndo demonstrou

diferenca significativa (p > 0,05).

4.2 INDICE DE ADERENCIAS

Quando foi avaliado o indice de aderéncias intra-abdominais nos grupos
octreotide e controle foram observadas menos aderéncias no grupo octreotide, com
p=0,0003 (Tabela 3).

TABELA 3 - COMPARACAO DOS GRAUS DE ADERENCIA ENTRE OS GRUPOS

FREQUENCIA
GRAU p
Octreotide (n = 21) Controle (n = 21)
0 10 3
1 9 4
0,0003
2 2 9
3 0 5

n — tamanho da amostra; p — nivel de significancia.
4.3 FORCA MAXIMA DE TRACAO E DE RUPTURA

A forca maxima de tracdo (FMT) e a forca de ruptura total (FRT) foram
analisadas por comparacdo das médias. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos, embora a FRT demonstre tendéncia a apresentar diferenca com p=0,07
(Tabela 4 e Grafico 2).
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TABELA 4 - COMPARACAO DAS MEDIAS DA FORCA MAXIMA DE TRACAO
(FMT) E DA FORCA DE RUPTURA TOTAL (FRT) ENTRE OS

GRUPOS
) MEDIA + EP
VARIAVEIS p
Octreotide (n = 18) Controle (n = 19)
FMT 0,222 + 0,013 0,192 + 0,012 0,09
FRT 0,141 + 0,014 0,107 + 0,012 0,07

EP — Erro padréo; n — tamanho da amostra; p — nivel de significancia.

GRAFICO 2 - COMPARACAO DA FORCA MAXIMA DE TRACAO (FMT) E DA
FORCA DE RUPTURA TOTAL (FRT) ENTRE OS GRUPOS

B OCTREOTIDE (n =18)
B CONTROLE (n = 19)

FMT FRT

4.4 COMPARACAO ENTRE COLAGENOS MADURO E IMATURO

As Tabelas 5 e 6 demonstram a comparacdo das médias das areas
percentuais ocupadas pelos colagenos maduro, imaturo e as médias do IMaC em
ambos 0s grupos. Foi estatisticamente significativo o predominio de colageno
maduro em relacdo ao imaturo. Isso foi observado tanto no grupo octreotide quanto
no controle.

Ao se comparar o percentual de coldgeno maduro entre 0s grupos, 0 grupo
octreotide obteve percentagem maior com diferenga estatistica. Estes valores sao

demonstrados na tabela 5 e gréafico 3.
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TABELA 5 - COMPARACAO DAS MEDIAS DE COLAGENO MADURO E IMATURO
ENTRE OS GRUPQOS

) MEDIA + EP
COLAGENO p
Octreotide (n = 21) Controle (n =21)
Maduro 86,58 + 2,00 82,34 £ 1,52 0,04
Imaturo 13,60 + 2,03 17,64 + 1,52 0,04

n — tamanho da amostra; EP — Erro Padréo; p — nivel de significancia.

GRAFICO 3 - COMPARACAO DAS MEDIAS DE COLAGENO MADURO E
IMATURO ENTRE OS GRUPOS
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B OCTREOTIDE (n =21)
B CONTROLE (n = 21)

Maduro Imaturo

A andlise das médias do IMaC mostrou valores acima de 1,0 tanto no grupo
octreotide quanto no controle. Ao se comparar as médias do IMaC entre 0os grupos
observou-se que a média do grupo octreotide foi estatisticamente maior com p=0,04.

Estes percentuais sao apresentados na tabela 6.

TABELA 6 - COMPARACAO DAS MEDIAS DO IMaC ENTRE OS GRUPOS

IMaC 0
GRUPOS n M + EP
Octreotide 21 10,09 + 1,53
0,04
Controle 21 5,87+0,77

n — tamanho da amostra; EP — Erro Padréo; p — nivel de significancia.
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GRAFICO 4 - COMPARACAO DO IMaC ENTRE OS GRUPOS

B OCTREOTIDE (n =21)
B CONTROLE (n = 21)

IMaC



5 DISCUSSAO



36

5 DISCUSSAO

A cicatrizagdo das anastomoses col6nicas é mais lenta e tem indices de
complicagcbes maiores que as outras anastomoses do trato gastrointestinal
(TURKCAPAR et al.,1998). Sdo influenciadas por fatores locais e sistémicos, e por
isso elas tém sido estudadas em ensaios clinicos e experimentais.

O efeito do octreotide na cicatrizacdo ainda é desconhecido. Tem efeito
antiproliferativo mediado por receptores especificos da somatostatina, inibe o
horménio de crescimento, o fator de crescimento epidérmico (FCE), o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e a secrecdo de insulina. Estes efeitos
podem prejudicar a cicatrizacdo das feridas (ALPER et al., 1997). A inibicdo da
secrecdo intestinal, pancreatica, biliar e da motilidade intestinal sdo algumas das
acOes do octreotide que podem beneficiar a cicatrizacdo das anastomoses
intestinais. Porém, a inibicdo dos hormdnios anabdlicos e troficos podem ter um
efeito negativo (PAPALAMBROS et al., 2004).

O octreotide € indicado no tratamento de varias doencas cirargicas. Em
algumas delas, como a pancreatite ou as fistulas enterocutaneas, o octreotide &
geralmente indicado durante o periodo pds-operatério, e por esta razdo é de
extrema importancia a influéncia do octreotide na cicatrizacdo de feridas. O efeito
inibitério do octreotide no horménio de crescimento e em outros fatores tréficos pode
prejudicar a cicatrizacdo das suturas criadas na pele ou nas estruturas intra-
abdominais.

A dose diéria de octreotide em estudos experimentais apresenta grande
variagdo na literatura (1-20 pg/kg/dia). Doses maiores que 36 pg/kg/dia estao
associadas a efeitos colaterais nos ratos (THOMPSON et al., 1993). Com base no
estudo de TURKCAPAR foi escolhida a dose de 20 pg/kg/dia.

O rato foi escolhido devido a sua disponibilidade para estudos que requerem
grande numero de animais genética e fisiologicamente semelhantes, facil
manipulacdo e acondicionamento, e por sua similaridade ao homem em relacéo a
composicdo da microflora fecal e processo de cicatrizagdo (HERRMANN, et al.,
1964). Optou-se por ratos machos para evitar variagdes hormonais e suas possiveis
influéncias na cicatrizacdo (NIAL; RYAN; O'BRIAN, 1982). Embora possa existir

alguma dificuldade técnica na confeccao das anastomoses devido as dimensdes dos
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orgdos intra-abdominais, apo0s treinamento inicial, as anastomoses sao
perfeitamente exequiveis com relativa agilidade.

O periodo pré-operatorio de sete dias serviu para a adaptacdo dos animais
ao ambiente da experimentacao e para adquirir niveis séricos de octreotide. A racéo
utilizada foi a mesma utilizada em outros estudos experimentais em ratos.

Em relagdo ao uso de isoflurano como anestésico inalatério de escolha, o
trabalho de TOSUN et al. (2005), demonstrou que o isoflurano quando comparado
ao sevoflurane (grupo controle), ndo promove acao deletéria na cicatrizacdo da pele
de ratos Wistar. Como a cicatrizagcdo da pele apresenta fases de cicatrizacao
parecidas com a do intestino, a droga foi utilizada com seguranca. A utilizacdo de
isoflurano em anestesia inalatoria de ratos em procedimentos cirdrgicos de média
duracdo demonstrou-se segura, com boa tolerancia e sem mortalidade associada
(GOTOH; MATSUMOTO; IMAMURA, 2004). EGER e JOHNSON (1987) utilizaram
isoflurano em ratos de trés meses de vida e da mesma forma verificaram rapida
inducdo e recuperacao anestésicas. A técnica anestésica utilizada neste estudo foi
eficaz pois proporcionou seguranca durante o ato operatorio, ndo causou morte de
nenhum dos animais deste experimento, nem sinais de reac¢des nociceptivas
transoperatorias.

Na confeccdo da anastomose foram utilizados pontos simples, fio n&o
absorvivel, invertendo-se as bordas, pois a sutura interrompida foi descrita por
alguns autores como favorecedora de melhor cicatrizacdo com menor degradacéo
de colageno (HOWES et al., 1929; JIBORN et al., 1978).

Neste estudo, todos os ratos evoluiram sem fistulas ou infec¢cdo da ferida
operatoria. A execucao da técnica mostrou-se factivel, rapida e segura.

A definicdo do intervalo de tempo nos quais as anastomoses sao avaliadas €
uma decisao critica porque a cicatrizagdo é um processo continuo. O protocolo ideal
estudaria os parametros de cicatrizagado continuamente.

A escolha do 5°dia de pés-operatoério para o sacrificio dos animais baseou-
se nos estudos de JIBORN et al., 1978; GOTTRUP et al., 1981, FENG et al., 2003.
Estes autores concluiram que a maioria das deiscéncias intestinais ocorrem até o 7°
dia de poOs-operatorio e que, apods este periodo a medida da forca de ruptura se

assemelha ao grupo controle (tecido intacto). Desta forma € possivel correlacionar



38

0s achados deste estudo experimental com complicacdes pds-operatorias
encontradas na pratica clinica.

FENG et al. (2003) obtiveram 100% de ruptura na linha anastomotica em
pecas analisadas no 5° dia do poés-operatéorio, periodo considerado critico com
relagéo a cicatrizagdo de anastomoses col6nicas. No estudo de COSTA et al. (2003)
a partir do sétimo dia do po6s-operatério houve maior nimero de rupturas fora da
linha anastomoética o que impossibilitou a analise da forca ténsil em alguns
espécimes.

Durante a fase Il (3 a 14 dias), periodo de aumento significativo na
resisténcia da ferida, observa-se sintese aumentada de colageno. Portanto, no 5° dia
poOs-operatorio € possivel a andlise da anastomose do ponto de vista de resisténcia
mecanica e morfometria do colageno.

Os parametros clinicos, utilizados na avaliacdo da cicatrizacdo das
anastomoses intestinais possuem menor acurdcia em relacdo aos métodos
mecanicos computadorizados (FUMAGALLI et al., 1991; KANELLOS et al., 1996;
KUZzU et al., 1998; VIZZOTTO Jr. et al., 2003; TRUBIAN, 2003).

O parametro histologico, embora sujeito a subjetividade de quem o observe,
também € importante fator de avaliacdo do processo de cicatrizacdo das
anastomoses. Este método propicia avaliacdo da cicatrizacdo e permite identificar as
alteracdes que diferentes substancias produzem em nivel tecidual. A quantidade de
fibra colagena, principal elemento no tecido em cicatrizacdo, pode ser avaliada com
boa acuracia por este método. A analise microscoOpica isolada ndo serve como
ferramenta para a quantificacdo do processo de cicatrizagdo, mas o uso de corantes
especificos para fibra colagena fornece informacéo util quanto ao tipo de fibra.
Poucos trabalhos estudaram a qualidade do colageno. Levando-se isto em
consideracdo foi utilizada neste estudo coloracdo especifica para colageno.

Os trés parametros avaliados neste estudo (parametros clinicos, mecéanico e
histoldgico) serdo abordados separadamente para melhor observacéo dos efeitos do

octreotide na cicatrizacdo das anastomoses colénicas em ratos.
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5.1 PARAMETROS CLINICOS

5.1.1 Peso

O estado nutricional e a ingesta protéico-calérica sdo fundamentais nos
processos de cicatrizacdo. O peso é importante parametro nutricional e a perda de
peso no periodo peri-operatorio indica indiretamente desnutricdo e
consequentemente deficiéncia na cicatrizacdo das anastomoses. Por isso foi
avaliada a diferenca de peso entre 0s grupos.

Estudos como os de ROY VAN ZUIDEWIJN et al. (1986 e 1991); LAW et al.
(1990) sugerem que o estado nutricional tem importancia fundamental na
cicatrizagdo das anastomoses coldnicas e que se houver desnutricdo possivelmente
a cicatrizacdo destas anastomoses sera afetada.

O octreotide tem como efeitos colaterais sintomas gastrointestinais como
nausea, vomito, diarréia, distensdo e dor abdominal, o que pode interferir na ingesta
diaria de nutrientes. Também diminui a absor¢éo intestinal, o que poderia diminuir o
peso e afetar adversamente a cicatrizagdo por desnutricio (TURKCAPAR et al.,
1998). Com base no exposto, uma das preocupacdes deste estudo foi afastar o
efeito da desnutricdo na cicatrizacdo das anastomoses colbnicas. Por isto o peso foi
utilizado como indicador indireto do estado nutricional dos animais. O peso corporal
inicial e final dos animais nos dois grupos nao demonstrou diferenca significativa.
Estes achados sugerem que a utilizacdo do octreotide n&o interferiu no estado

nutricional.

5.1.2 Aderéncias Intra-abdominais

A formacado de aderéncias apdés cirurgia abdominal ainda é um problema. A
presenca de aderéncias intra-abdominais pode indicar indiretamente falha na
anastomose, consequentemente € uma medida indireta da cicatrizacdo (KUZU et al.
1998; KNIGHTLY et al. 1962). Nesta casuistica, a quantificacdo de aderéncias pelo
indice de Knightly mostrou-se menor no grupo octreotide.

E sabido que o octreotide reduz o numero, resisténcia e extensédo de

aderéncias fibrosas em modelos experimentais submetidos a resseccdo seguida de
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reanastomose. Possivelmente isto ocorra por inibicdo do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-I) o qual inibiria a sintese de glicosaminoglicanas nos
fibroblastos (TSUZAKI et al.,1990; MALEC, et al., 1989). Em 2003, LAI et al.
sugeriram que o OCT diminui o numero de aderéncias porque inibe o fator de
crescimento epidérmico e interfere no metabolismo do plasminogénio. Outros
autores explicam a reducdo no numero de aderéncias pela supressao da atividade
da mieloperoxidase peritoneal (PAPALAMBROS et al., 2004).

5.2 PARAMETROS MECANICOS

Muitos trabalhos na literatura mostram que 0s parametros mecanicos
apresentam os resultados mais acurados como método de afericdo da cicatrizacado
de anastomoses (VAN WINKLE Jr. et al., 1969; FUMAGALLI et al., 1991;
KANELLOS et al., 1996; ALPER et al., 1997; KUZU et al., 1998; TURKCAPAR, et al.
1998; PAPALAMBROS, et al. 2004). No entanto, a interpretacao destas informagdes
€ problematica devido aos diferentes métodos utilizados, além do emprego de
diferentes animais e técnicas de sutura.

A forca de ruptura mecéanica é ha muito tempo utilizada nos estudos de
cicatrizacdo das anastomoses. Embora a pressédo de ruptura e a forgca de ruptura
sejam comumente utilizadas para avaliar a resisténcia de anastomoses, estes dois
métodos possivelmente avaliem caracteristicas anastomaticas diferentes.

Em 1999, IKEUCHI et al. correlacionaram a pressao de ruptura com a forca
de ruptura. Concluiram que o ultimo método € mais adequado para se avaliar os
aspectos biolégicos da cicatrizacdo que possam influenciar a resisténcia
anastomotica, pois a resisténcia mecanica da anastomose depende em grande parte
do conteudo de colageno da submucosa. A forca de ruptura é a forca responsavel
pela perda de continuidade da parede intestinal. Portanto, a simples mensuracéo da
pressdo no momento da ruptura ndo mede de fato a resisténcia da anastomose.

Escolheu-se, para este trabalho, a tensiometria mecéanica pela
disponibilidade do aparelho além dos fatores mencionados acima. Foi utilizada para
avaliacdo das anastomoses colbnicas, a medida da forca maxima de tracédo e a

medida da forca de ruptura total, de acordo com os estudos de GOTTRUP, 1981,
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NARESSE et al., 1987; VIZZOTTO Jr, 2003; COSTA, 2003; LEMOS, 2002;
TRUBIAN, 2003).

Da mesma forma que no estudo de IKEUCHI (1999), ocorreram, no presente
trabalho, rupturas fora da linha anastomdética durante o teste de tracdo. Embora a
ruptura tenha ocorrido na linha de sutura da anastomose na maioria dos animais, em
alguns espécimes cirurgicos tal ruptura ocorreu fora dessa linha. Isto ocorreu em trés

animais do GO e dois do GC, os quais foram excluidos da analise estatistica.

5.2.1 Forca Maxima de Tracéo (FMT)

A FMT, como definido anteriormente, é a forca méaxima atingida durante a
tracdo em que comeca a haver ruptura na linha da anastomose. Esta variavel é
equivalente a resisténcia ténsil minima estudada no trabalho de IKEUCHI et al
(1999). Observa-se que a primeira queda na forca de tracdo durante o0 ensaio é o
inicio da ruptura.

No presente trabalho, comparando-se os dois grupos, a FMT foi similar em

ambos os grupos (p=0,09). Portanto, o octreotide ndo influiu na FMT.

5.2.2 Forca de Ruptura Total (FRT)

A FRT tem papel secundario como parametro de avaliacdo da resisténcia da
anastomose, pois é pequena a sua sensibilidade em perceber pequenas diferencas
de resisténcia a tracdo. Procedendo-se da mesma maneira pode-se observar que
também nao houve diferenca entre os grupos (p=0,07).

A andlise destes resultados indica que o octreotide nado interferiu na
resisténcia mecéanica da anastomose no 5° dia de pds-operatdrio. O instrumento de
medida da forca de ruptura apresenta erro minimo na sua leitura, tornando
justificavel sua utilizacdo em investigacdes experimentais ndo s6 da cicatrizacao

intestinal como de toda ferida cirargica.
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5.3 PARAMETROS HISTOLOGICOS

Estudos comparando diversos métodos de coloracdo para analise do
coldgeno, concluiram que o corante picrosirius-red (PCS) é de simples execucao,
facil interpretacdo e especifico para o estudo do colageno tecidual. Uma vez que
torna suas fibras birrefringentes a luz polarizada, possibilita a sua quantificacdo e
qualificagdo na amostra analisada.

As fibras de maior espessura (colageno do tipo I) aparecem fortemente
birrefringentes e fibras de menor espessura (colageno do tipo Ill) aparecem
fracamente birrefringentes. Esta diferenciacdo de cores permite analise qualitativa
das fibras colagenas, ou seja, permite a diferenciacédo de fibras maduras e imaturas
(SWEAT, et al.,, 1964; CONSTANTINE et al., 1968, ZAMBRANO et al.,, 1982;
VIZZOTTO JUNIOR, 2003; TRUBIAN et al., 2003).

Para a analise histoldgica do colageno foi utilizado o método de coloracdo de
PCS com base em estudos prévios que ressaltaram a importancia de se obter
analise qualitativa do colageno (HENDRICKS et al., 1990; RABAU et al., 1995;
LEMOS et al., 2002; COSTA et al., 2003; TRUBIAN et al., 2003).

TRUBIAN (2003), em estudo que avaliava o efeito do octreotide na
cicatrizacdo de sutura gastrica em ratos, concluiu que no 4° dia pdés-operatorio a
administracdo de octreotide relacionou-se a maior propor¢céo de colageno tipo | em
relacéo ao tipo lll.

No presente estudo também foi observado que a percentagem de depdsito
de coladgeno do tipo | (maduro) foi maior no GO. Isto significa maior organizacao e
espessamento das fibras coldgenas no grupo octreotide quando comparado com o
grupo controle no 5° dia de pdés-operatorio. Provavelmente isto ocorreu porque o
OCT néo causou desnutricdo e nao interferiu na circulacd. Porém, esta provavel
melhor cicatrizagdo na avaliacao histolégica (colageno), ndo se repetiu nas analises
da FMT e da FRT como discutido previamente.

LEMOS (2002), em estudo para verificar o efeito da desnutricdo intra-uterina
na cicatrizacdo da parede abdominal em ratos lactentes, sugeriu o indice de
maturacéo do colageno (IMaC). Foi observado no 7°d ia pos-operatorio o predominio
de fibras colagenas tipo Ill no grupo de ratos desnutridos. No 21°dia pds-operatorio
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observou-se um aumento significativo de colageno tipo | em todos os animais,
nutridos e desnutridos.

TRUBIAN et al. (2003), obtiveram valores de IMaC maiores no grupo
octreotide em comparacdo com o0 grupo controle, enquanto que a FMT e FRT néo
apresentaram diferencas estatisticas.

Neste estudo, observaram-se valores de IMaC positivos (>1) nos grupos

octreotide e controle. Estatisticamente, notaram-se valores de IMaC maiores no GO.

5.4 EFEITO DO OCTREOTIDE NA CICATRIZACAO DAS ANASTOMOSES
COLONICAS

A avaliagdo dos dados clinicos deste estudo, peso e indice de aderéncias,
nao mostraram interferéncia do octreotide na cicatrizacdo das anastomoses
colbnicas.

O meétodo mecanico € um meétodo altamente eficaz para avaliagdo da
resisténcia das anastomoses intestinais e do processo de cicatrizagdo. Neste
experimento, a forca de ruptura, embora fosse maior no grupo octreotide, ndo
apresentou diferenca significativa.

Do ponto de vista histolégico, o octreotide ndo teve efeito deletério na
producdo de colageno, inclusive obteve médias de IMaC significativamente maiores.

Durante o tratamento com octreotide um procedimento cirdrgico por qualquer
circunstancia pode ser necessario. Portanto, em consideracdo aos resultados deste
estudo, o octreotide pode ser utilizado com seguranca no periodo peri-operatorio;
nao ficou evidenciado efeito adverso do octreotide na cicatrizagdo de anastomoses
coldnicas.

Para determinar todos os efeitos do octreotide na cicatrizacdo de
anastomoses colbnicas, outros modelos clinicos e experimentais devem ser

desenvolvidos.



6 CONCLUSOES



45

6 CONCLUSOES

Com relagdo a utilizacao do octreotide, administrado por via subcutanea, no
periodo peri-operatério e sua influéncia na cicatrizacdo de anastomoses colbnicas
de ratos adultos, pode-se concluir que:

1. O octreotide ndo induz a perda de peso.

2. O uso de octreotide esta associado a reducdo no numero de aderéncias

intra-abdominais.

3. O octreotide néo interfere na resisténcia ténsil da anastomose.

4. O uso de octreotide esta associado a maior deposi¢do de colageno tipo | e

maior IMaC em relacdo ao grupo controle.
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APENDICE 3 — PLANILHA EM MICROSOFT EXCEL ® — COLAGENO

OCTREOTITE 1 2 3 4 5 MEDIAS | IMaC

1| vermelho 58,14 62,88 75,77 70,16 72,33 67,86 2,11
verde 41,95 37,11 24,22 29,83 27,66 32,15

2 | vermelho 77,53 86,2 74,36 88,42 88,21 82,94 4,87
verde 22,46 13,79 25,63 11,57 11,78 17,05

3 |vermelho 92,29 84,36 87,97 91,39 79,65 87,13 6,78
verde 7,7 15,63 12,02 8,6 20,34 12,86

4 | vermelho 57,96 61,67 56,38 67,45 77,67 64,23 1,8
verde 42,03 38,32 43,61 32,54 22,32 35,76

5 | vermelho 81,11 83,21 82,92 80,98 89,4 83,52 5,07
verde 18,88 16,78 17,07 19,01 10,59 16,47

6 | vermelho 72,04 91,64 91,07 94,79 90,56 88,02 7,35
verde 27,95 8,34 8,92 5,2 9,43 11,97

7 | vermelho 66,54 69,26 70,69 79,89 68,7 71,02 2,45
verde 33,45 30,73 29,3 20,1 31,29 28,97

8 | vermelho 87,85 91,87 88,59 84,36 86,49 87,83 7,22
verde 12,14 8,12 11,4 15,63 13,5 12,16

9 | vermelho 94,83 95,21 81,66 88,49 86,6 89,36 8,4
verde 5,16 4,78 18,33 11,51 13,39 10,63

10 | vermelho 89,25 65,05 81,2 87,87 89,22 82,52 3,84
verde 30,74 34,94 18,79 12,12 10,77 21,47

11| vermelho 83,17 91,74 74,71 67,57 85,6 80,56 4,15
verde 16,82 8,25 25,28 32,42 14,39 19,43

12 | vermelho 98,57 92,79 96,59 90,74 95,11 94,76 18,1
verde 1,42 7,2 3,4 9,25 4,88 5,23

13 | vermelho 91,23 95,52 96,91 91,93 97,14 94,55 17,4
verde 8,76 4,47 3,08 8,06 2,85 5,44

14 | vermelho 90,02 92,47 97,55 93,51 97,8 94,27 16,5
verde 9,97 7,52 2,44 6,48 2,19 5,72

15 | vermelho 94,51 83,33 96,83 92,02 83,95 90,13 9,14
verde 5,48 16,66 3,16 7,97 16,04 9,86

16 | vermelho 98,9 93,95 97,84 98,19 92,06 96,19 25,3
verde 1,09 6,04 2,15 1,8 7,93 3,80

17 | vermelho 87,19 90,07 89,29 97,2 96,19 91,99 115
verde 12,8 9,92 10,7 2,79 3,8 8,00

18 | vermelho 97,22 86,93 93,57 96,55 96,51 94,16 16,1
verde 2,77 13,06 6,42 3,44 3,48 5,83

19 | vermelho 89,74 90,02 96,67 92,9 87,76 91,42 10,7
verde 10,25 9,97 3,32 7,09 12,23 8,57

20 | vermelho 97,94 93,63 92,42 98,72 97,57 96,06 24,4
verde 2,05 6,36 7,57 1,27 2,42 3,93

21 | vermelho 95,7 82,97 89,06 92,74 87,57 89,61 8,63
verde 4,29 17,02 10,93 7,25 12,42 10,38
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CONTROLE 1 2 3 4 5 MEDIAS
1 |vermelho 85,46 91,9 99,09 75,04 86,33 87,56 7,05
verde 14,53 8,09 0,9 24,95 13,66 12,43
2 | vermelho 88,19 93,67 85,44 79,99 79,06 85,27 5,79
verde 11,8 6,32 14,55 20 20,93 14,72
3| vermelho 77,73 72,91 65,13 77,49 87,21 76,09 3,18
verde 22,26 27,08 34,86 22,5 12,78 23,90
4 | vermelho 73,67 62,19 72,48 82,99 81,85 74,64 2,94
verde 26,32 37,8 27,51 17 18,14 25,35
5| vermelho 82,79 94,62 81,06 89,08 88,08 87,13 6,77
verde 17,2 5,37 18,93 10,91 11,91 12,86
6 | vermelho 84,31 75,1 76,8 80,89 82,78 79,98 4,00
verde 15,68 24,89 23,19 19,1 17,21 20,01
7 | vermelho 81,21 64,73 61,91 74,69 80,45 72,60 2,65
verde 18,78 35,26 38,08 25,3 19,54 27,39
8 | vermelho 85,26 91,26 69,17 83,75 93,19 84,53 5,47
verde 14,73 8,73 30,82 16,24 6,8 15,46
9 | vermelho 86,28 87,21 89,26 82,45 93,29 87,70 7,13
verde 13,71 12,78 10,73 17,54 6,7 12,29
10 | vermelho 77,73 87,11 73,72 71,22 77,9 77,54 3,45
verde 22,26 12,88 26,27 28,77 22,09 22,45
11 | vermelho 84,44 66,05 70,49 66,7 73,15 72,17 2,59
verde 15,55 33,94 29,5 33,29 26,84 27,82
12 | vermelho 92,87 73,66 78,77 67,64 62,97 75,18 3,03
verde 7,12 26,33 21,22 32,35 37,02 24,81
13 | vermelho 92,54 93,14 92,56 91,09 89,31 91,73 11,1
verde 7,45 6,85 7,43 8,9 10,68 8,26
14 | vermelho 88,82 95,41 96,42 92,61 96,88 94,03 15,8
verde 11,17 4,58 3,57 7,38 3,11 5,96
15 | vermelho 86,04 95,85 94,93 86,99 86,35 90,03 9,04
verde 13,95 4,14 5,06 13 13,64 9,96
16 | vermelho 83,16 93,06 72,19 80,85 96,44 85,14 5,73
verde 16,83 6,93 27,8 19,14 3,55 14,85
17 | vermelho 85,8 88,15 79,05 60,74 93,74 81,50 4,42
verde 14,19 11,64 20,94 39,25 6,25 18,45
18 | vermelho 86,05 91,29 96,46 96,13 91,42 92,27 12
verde 13,94 8,7 3,53 3,86 8,57 7,72
19 | vermelho 69,13 72,95 76,02 72,01 83,55 74,73 2,96
verde 30,86 27,04 23,97 27,98 16,44 25,26
20 | vermelho 62,64 80,09 77,04 69,32 87,37 75,29 3,05
verde 37,35 19,9 22,95 30,67 12,62 24,70
21 | vermelho 83,34 73,98 72,72 95,8 94,88 84,14 5,31
verde 16,65 26,01 27,27 4,19 511 15,85




