ROMULO MEDEIROS DE ALMEIDA

AVALIACAO DOS EFEITOS DO HEMISSULFATO DE
S-METILISOTIOUREIA, UM INIBIDOR DA ENZIMA OXIDO NIiTRICO
SINTASE INDUZIVEL, SOBRE A CICATRIZAGAO DE ANASTOMOSES
COLONICAS EM RATOS

Dissertagao apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncias Médicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia como requisito parcial a obtengao do
grau de Mestre.

Area de Concentragio: Medicina

Orientador: Prof. Dr. Paulo Gongalves de
Oliveira

BRASILIA
MARCO, 2006



A Deus, o criador de tudo.

A Gerda, minha esposa.

Aos meus filhos Jodo Pedro e Maria Fernanda,

que este trabalho sirva de inspiragao, exemplo de dedicagao,

empenho e busca por um sonho.

i



AGRADECIMENTOS

Gerda, o meu muito obrigado pela sua compreensao, apoio inconteste e
incentivo de sempre.

Aos Meus pais Nildo e Margarida que me deram a educagao e me
propiciaram as condicbes para estudar e crescer fisica, moral, religiosa e
intelectualmente.

Aos meus irmdos Roma e Rénio, eu aprendo com vocés a cada dia que
passa, € trabalho para fortalecer nosso convivio e nossos lagos de
fraternidade.

Ao Prof. Dr. Paulo Gongalves que me recebeu e acolheu como aluno,
participou e contribuiu para o0 meu crescimento na pos-graduagéo.

Aos meus amigos e colegas de trabalho Marcelo Coura, Mauricio
Cotrim, Ubirajara Mendes e Valéria Cardoso, sua compreensado e incentivos
foram importantes nesta caminhada.

Aos alunos do curso de Medicina, Paulo e Marco, pela sua ajuda e
contribuigdo na realizagao deste estudo.

A UnB por ter propiciado a oportunidade de realizar um sonho antigo,
fazer pds-graduacao e trabalhar no ensino.

A Dr. José Romero de Almeida Ferreira, que foi o principio de tudo, o
incentivo a éarea cirurgica, o0 seu apregco e respeito pelos pacientes,
principalmente os carentes, sua boa vontade e os seus exemplos como médico
e Homem me acompanham todos os dias.

Ao Laboratério de Cirurgia Experimental, e seus profissionais, pela
disposicdo sempre imediata, acolhedora e prestativa.

Ao Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo.

A Profa. Dra. Anamélia Lorenzetti Bocca pelo seu apoio e orientacdo na
dosagem de nitrito/nitrato.

Ao Prof. Dr. Floréncio Figueiredo pela sua contribuicdo intelectual na

realizacéo da analise histoldgica por meio dos laboratorios LIB e Biopsia.

111



“Muitos acharao que podem, com razao, culpar-me, alegando que minhas
provas sao contrarias a autoridade de certos homens grandemente
reverenciados por causa de seus julgamentos n&o testados, sem considerar
que minhas obras sao o fruto da simples e pura experiéncia, que é a verdadeira

mestra.”

Leonardo Da Vinci

v



SUMARIO

LISTAS DE ILUSTRAGOES...........coooieeeeeee e vii
RESUMOL......ii ettt e e e e e e e e anneee e Xiii
AB ST RACT ...ttt e e e e enaeeeeennes Xiv
1 INTRODUGAO. ..ot 1
1.1 OBUETIVO.... ittt ettt e et e e et e e e et e e e e nneeeeeennneens 8
2 MATERIAL E METODO............ocooiiieieeeeeeeeeeee e 10
2.1 ANIMAL DE EXPERIMENTAGCAO........c.coeoeeeeeeeteeeeeeeeeee e 11
2.2 DISTRIBUICAO E ALOCACAO DOS ANIMAIS.........ccoovevereeeeeeeeeeeaee, 11
2.3 PROCEDIMENTOS REALIZADOS.........ccieiiiiieee et 12
2.3.1 Preparo Pré-operatorio dos ANIMaiS. .......ccoeeeiieeeeeeieeieeeeeeeiee e 12
2.3.2 ANESEESIA. .. eiiiiiiiiiiei e 13
PG TG T o 1= o= Lo J R 13
2.3.4 Administracdo da S-metilisotiouréia...........cccccooeeiiiiiiiiiiiiicceeee e 17
2.3.5 EVOIUGEO POS-0peratOria...........oouuuuuuueiiiiiiiee et 17
2.3.6 Reoperacao e Avaliacao da Cavidade Peritoneal................ccceeeeiei, 17
2.3.7 Estudo da Forca TENSil..........oouuuiiiiiiiiice e 19
2.3.8 Concentragdo de NOX NO SOM0.......cceeiiiiiiiiiiiiiieeea e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeannnns 20
2.3.9 Estudo histopatolOgiCo..........coiiiiiiiiiieieeeecee e 20
2.3.10 Analise EstatistiCa.......ccuuuiiiiiiiiiiii s 21
2.4.11 Aprovacdo pelo Comite de EtiCa.........cooueeweeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
3 RESULTADOS. ... ..ottt e n e e 23
3.1 PESO DOS ANIMAIS..... .ottt e e 24
3.2 EVOLUGAO CLINICA. ..ot 26
3.3 REOPERACAO E AVALIACAO DA CAVIDADE PERITONEAL................. 27
3.4 ANALISE DA FORGA TENSIL......cvivoeeeeeeeieece e, 28
3.5 CONCENTRACAOQO DE NOX NO SORO......cccceieeeeeeeeeeeeeee e 29
3.6 HISTOPATOLOGICO......c.oeoeeeeeeeeteeeeeeeeeee e 31
4 DISCUSSAOD. ... en e 36
5 CONCLUSAO..........coooeeeeeeeeee et 43



GLOSSARIO...........ooviiieieiieeeee ettt en s 45
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

................................................................. 46
APENDICES ...ttt 62
ANEXO . .. 75

vi



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - MEDIA DOS PESOS DOS ANIMAIS, NUMERO DE ANIMAIS
AVALIADOS E DESVIO PADRAO, POR GRUPO, ANTES DO
INICIO DO EXPERIMENTO, AO TERCEIRO, SETIMO E
DECIMO QUARTO DIA DE POS-OPERATORIO, EM GRAMAS.

TABELA 2 - FREQUENCIA DA PRESENGA DE ADERENCIAS
INTRACAVITARIAS, DEISCENCIA DA ANASTOMOSE OU
VAZAMENTO DE CONTEUDO PELA ANASTOMOSE, EM
PORCENTAGEM E PELO GRUPO E DIA DE EUTANASIA......27

TABELA 3: MEDIAS E DESVIOS PADRAO DA FORCA DE RUPTURA POR
GRUPO E POR DIA DE POS-OPERATORIO, E O VALOR DE P
QUANDO COMPARADOS OS GRUPOS DO MESMO DIA DE
EUTANASIA ... 28

TABELA 4: MEDIAS E DESVIOS PADRAO DA CONCENTRAGAO DE
NITRITO NO SORO POR GRUPO E POR DIA DE EUTANASIA,
E O VALOR DE p QUANDO COMPARADOS OS GRUPOS DO
MESMO DIA e 30

TABELA 5 — AVALIAGAO DA VARIAVEL HISTOLOGICA
“POLIMORFONUCLEARES” COM SUA CLASSIFICACAO E
DISTRIBUIGAO ENTRE OS GRUPOS DE ESTUDO E
CONTROLE NAS ANASTOMOSES COLONICAS PELO DIA DE
EUTANASIA ..ottt 31

TABELA 6 — AVALIAGAO DA VARIAVEL HISTOLOGICA “NEOFORMAGAO
VASCULAR” COM SUA CLASSIFICAGAO E DISTRIBUIGAO
ENTRE OS GRUPOS DE ESTUDO E CONTROLE NAS
ANASTOMOSES COLONICAS PELO DIA DE EUTANASIA.....32

TABELA 7 — AVALIAGAO DA VARIAVEL HISTOLOGICA “GRANULAGAQ”
COM SUA CLASSIFICAGAO E DISTRIBUIGAO ENTRE OS
GRUPOS DE ESTUDO E CONTROLE NAS ANASTOMOSES
COLONICAS PELO DIADE EUTANASIA..........cooooveeeevereeee. 32

vil



TABELA 8 — AVALIAGAO DA VARIAVEL HISTOLOGICA “EDEMA” COM SUA
CLASSIFICACAO E DISTRIBUICAO ENTRE OS GRUPOS DE
ESTUDO E CONTROLE NAS ANASTOMOSES COLONICAS
PELO DIADE EUTANASIA.......oooiieeeecceeeeeeeeee e 35

viil



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - ANIMAL DE EXPERIMENTACAO FIXO A PLACA DE MADEIRA,
COM OM MEMBROS FIXOS A MESMA APOS A REALIZACAO

DE TRICOTOMIA NA PAREDE ABDOMINAL.........ccccoviiiiinennn 14
FIGURA 2 - LAPAROTOMIA MEDIANA DE 4 CM INICIANDO A UM
CENTIMETRO DA GENITALIA EXTERNA.......ccccooieiriiiieieieienne 15

FIGURA 3 - COLOCACAO DE AFASTADOR AUTOESTATICO NA PAREDE
ABDOMINAL E GAZE EMBEBIDADA EM SOLUGAO
FISIOLOGICA MOBILIZANDO E MANTENDO AFASTADAS AS

ALCAS DE INTESTINO DELGADO.......cccocveiiiiiieeiieee e 15
FIGURA 4 - MEDIDA DA ALCA A SER RESSECADA E ANASTOMOSADA
ENTRE 2,5 E 3,5 CM DA RELEXAO PERITONEAL................... 16

FIGURA 5 - SUTURA CONTINUA DO COLON COM FIO DE PROLENE 6-0, A
ALCA ENCONTRA-SE FECHADO NA PAREDE POSTERIOR E
ABERTA NA ANTERIOR......ooiiiiiiii e 16

FIGURA 6 - VERSA TEST ACOPLADO A DINAMOMETRO DIGITAL LIGADO
AO MICROCOMPUTADOR QUE CAPTURA A CURVA DE
TENSAO E A FORCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE......... 20

FIGURA 7 - MEDIANA, MEDIA, DESVIO PADRAO E VARIANCIA DOS PESOS
EM GRAMAS, POR GRUPO PREVIO AO INiCIO DO
ESTUDO. .. 24

FIGURA 8 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DOS PESOS DOS
ANIMAIS NOS DOIS GRUPOS E PELO DIA DE POS-
OPERATORIO. PESO EM GRAMAS..........cooooueeeeeeeeeeeeeeeea. 26

FIGURA 9 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES TiPICOS DA FORCA DE
RUPTURA DAS ANASTOMOSES POR TRAGAO NOS GRUPOS
E SUBGRUPOS. VALORES AFERIDOS EM NEWTONS (N).....29

FIGURA 10 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES TiPICOS DA
CONCENTRAGCAO DE NITRITO NO SORO COLHIDO A
EUTANASIA. VALORES AFERIDOS EM MICROMOL

X



FIGURA 11 - INFILTRADO POLIMORFONUCLEAR.........ccoiiiiiiieiee e, 33

FIGURA 12 - NEOFORMAGAO VASCULAR........cocoeitiieietiesieieeeeeieies e, 33
FIGURA 13 - GRANULAGAO.........cootieiieeeeeeeeeeeeeetee e 34
FIGURA 14 - EDEMA NA AREA DA ANASTOMOSE.........cccoooveveveeeececeeaan 35



LISTA DE APENDICES

APENDICE 1 - EVOLUGCAO DOS PESOS DOS ANIMAIS, COM OS PESOS
INICIAIS E FINAIS, MEDIDOS NO 3° DIA DE POS-
OPERATORIO. EM GRAMAS........cooiieeeeeeeeteeeeeeeeeee e 62

APENDICE 2 - EVOLUCAO DOS PESOS DOS ANIMAIS, COM OS PESOS
INICIAIS E FINAIS, MEDIDOS NO 7° DIA DE POS-
OPERATORIO. EM GRAMAS........cooiiiiiieieieieieeeeeeie e 63

APENDICE 3 - EVOLUGCAO DOS PESOS DOS ANIMAIS, COM OS PESOS
INICIAIS E FINAIS, MEDIDOS NO 14° DIA DE POS-

OPERATORIO. EM GRAMAS........cooeiieeieieieteteeeeee e 64
APENDICE 4 - INVENTARIO DA CAVIDADE ABDOMINAL A REOPERACAO
DOS ANIMAIS DE 1 A 30..ciiiiiiiiiieieee e 65
APENDICE 5 - INVENTARIO DA CAVIDADE ABDOMINAL A REOPERACAO
DOS ANIMAIS DE 31 A B0......oiiiiiiiiieiieie e 66
APENDICE 6 — FORCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE DOS ANIMAIS DE
1 A 30 AVALIADO EM NEWTONS........cooiiiieeee e 67
APENDICE 7 - FORGCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE ANIMAIS DE 31 A
60 AVALIADO EM NEWTONS........oooiiiiiiieeeee e 68

APENDICE 8 - CONCENTRAGCAO DE NITRITO/NITRATO NO SORO DOS
ANIMAIS DE 1 A 30. RESULDADO EXPRESSO EM

APENDICE 9 - CONCENTRAGCAO DE NITRITO/NITRATO NO SORO DOS
ANIMAIS DE 31 A 60. RESULDADO EXPRESSO EM

APENDICE 10 - INDICADORES HISTOPATOLOGICOS DOS ANIMAIS DO
GRUPO CONTROLE COM EUTANASIA NO 3° DIA DE
POS-OPERATORIO (NZ9).....eeoeoeeeeeereeeeeeeeeeeseeseeeseeeesee e 71

APENDICE 11 - INDICADORES HISTOPATOLOGICOS DOS ANIMAIS DO
GRUPO SMT COM EUTANASIA NO 3° DIA DE
POS-OPERATORIO. .....coveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeseeeeeeeseseseeese 71

X1



APENDICE 12 - INDICADORES HISTOPATOLOGICOS DOS ANIMAIS DO
GRUPO CONTROLE COM EUTANASIA NO 7° DIA DE
POS-OPERATORIO. .......ocooiieieieeeeeeeee et 72

APENDICE 13 - INDICADORES HISTOPATOLOGICOS DOS ANIMAIS DO
GRUPO SMT COM EUTANASIA NO 7° DIA DE
POS-OPERATORIO.........cooiiiiiieeeeieeeeeieieieeeee e 72

APENDICE 14 - INDICADORES HISTOPATOLOGICOS DOS ANIMAIS DO
GRUPO CONTROLE COM EUTANASIA NO 14° DIA DE
POS-OPERATORIO. ......cocooiiiiiiiieieieieieeieteeee e 73

APENDICE 15 - INDICADORES HISTOPATOLOGICOS DOS ANIMAIS DO
GRUPO SMT COM EUTANASIA NO 14° DIA DE
POS-OPERATORIO. .......ocooieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 73

xii



RESUMO

O 6xido nitrico (ON) tem sido motivo de investigacdo em diversas areas da
Medicina, incluindo sua influéncia sobre a cicatrizacdo de feridas,
especialmente a anastomose intestinal. Os estudos tém mostrado divergéncia
sobre o seu efeito, ora beneficiando, ora prejudicando a cicatrizagdo. O suposto
prejuizo seria causado pelo excesso de ON produzido pela indugédo da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (ONSIi) que é ativada e expressa em condi¢des
especiais como trauma e sepse, assim como na cicatrizagao, sendo secretada
pelos macréfagos no ambiente da ferida. A inibicdo da enzima ONSi pela S-
metilisotiouréia (SMT) tem sido associada a diversos efeitos in vitro e in vivo.
Para avaliar o efeito da inibicdo da ONSi pela SMT sobre a cicatrizagcao de
anastomoses col6nicas em ratos foram utilizados 60 ratos Wistar, machos, com
peso corporal entre 248 e 360 g, distribuidos em dois grupos, controle e estudo
cujos animais receberam 50mg/Kg de peso de SMT de 12/12 horas por 72
horas. Os grupos de 30 animais foram divididos em trés subgrupos de 10
animais cada e submetidos a eutanasia no terceiro, sétimo e décimo quarto
dias de pos-operatorio (DPO). As variaveis analisadas foram a evolugéo clinica
e dos pesos, a avaliacado da cavidade abdominal a eutanasia, a analise da
forga ténsil de ruptura da anastomose, a dosagem de nitrito/nitrato no soro e a
avaliacao histopatolégica. Das variaveis analisadas, foi observado que no
terceiro dia havia mais neoformacgéo vascular (p=0,006) e granulagéo (p=0,002)
no grupo estudo e mais infiltrado mononuclear (p=0,041) no grupo controle, ja
no décimo quarto dia houve mais edema no grupo controle (p=0,008). Para
todas as outras variaveis, inclusive a evolugao clinica e a avaliagdo poés-
operatoria da cavidade n&o houve significancia estatistica. Conclui-se, portanto,
que nas condi¢cdes em que esta pesquisa foi realizada, a inibicdo da ONSi pela
SMT interferiu acelerando o processo da cicatrizacdo de anastomose intestinal
no 3° DPO.

Palavras chave: Oxido nitrico; Oxido nitrico sintase induzivel; Cicatrizagao de
feridas; Anastomose colbnica; Cdlon.
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ABSTRACT

The nitric oxide (NO) has been reason investigation in several areas of the
Medicine for, including his influence on the wound healing, especially the
intestinal anastomosis. The studies have been showing divergence on his
effect, some times benefitting, other times harming the wound healing. The
assumption damage would be caused by the excess of NO produced by the
induction of the enzyme nitric oxide sintase inducible (iNOS) that is activated
and expressed in special conditions as trauma and sepsis, as well as in the
healing of wounds, being secreted by the macrophages in the atmosphere of
the wound. The inhibition of the enzyme ONSi for S-methylisothiourea (SMT)
has been associated to several effects in vitro and in vivo. To evaluate the
effect of the inhibition of INOS for SMT about the healing of colonic anastomosis
in 60 rats Wistar, males, with corporal weight between 248 and 360 g,
distributed in two groups, control and study whose animals received 50mg/Kg of
weight of SMT of 12/12 hours for 72 hours. The groups of 30 animals were
divided in three subgroups of 10 animals each and submitted the euthanasia in
the third, seventh and fourteenth postoperative days (POD). The analyzed
variables were the clinical evolution and of the weights, the evaluation of the
abdominal cavity to the euthanasia, the analysis of the tensil force of rupture of
the anastomosis, the nitrite/nitrate dosage in the serum and the histopatologic
evaluation. Of the analyzed variables, it was observed that in the third day there
was more vascular neoformation (p=0,006) and granulation (p=0,002) in the
study group and more mononuclear infiltrated (p=0,041) in the control group,
already in the fourteenth day there was more edema in the control group
(p=0,008). For all the other variables, besides the clinical evolution and the
postoperative evaluation of the cavity didn't have statistical significancy. It is
ended, therefore, that in the conditions in that this research was accomplished,
the inhibition of ONSi for SMT interfered accelerating the process of the healing
of intestinal anastomosis in the 3rd DPO.

Key-words: Nitric oxide; Inducible nitric oxide sintase; wound healing; Colon
anastomosis; Colon.
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1 INTRODUCAO

O interesse pelo estudo da cicatrizacdo acompanha a histéria da
Medicina. O primeiro relato sobre feridas data de 1700 a.C. e desde aquela
época até hoje tem mostrado crescimento exponencial (Castiglioni, 1947; Efron
et al., 1999).

Apos a ocorréncia de ferimento da-se inicio o processo de cicatrizagao
que representa esfor¢o organizado para restabelecer a integridade tissular e
envolve complexa ordem de eventos celulares e bioquimicos (Lee et al., 2001).

Em condi¢bes normais, na auséncia de infec¢gao ou qualquer outro fator
prejudicial, a cicatrizagdo de anastomoses colénicas € mais rapida em relagéo
a outras anastomoses do trato digestivo, considerando-se a deposigao de
colageno (Hesp et al., 1984; Jonsson, Jiborn e Zederfeldt, 1985; Ravo et al.,
1988).

Os granuldcitos possuem importante papel na atividade colagenolitica e
a populacao destas células na area da anastomose aumenta na presenca de
infeccdo, pois, diferentemente de outras anastomoses, como a ileal, eles
permanecem na anastomose col6nica por mais de sete dias (Hesp et al.,
1984).

Muitas linhas de pesquisa tém sido seguidas no estudo dos fatores que
comprometem a cicatrizagcdo e em especial a de sutura gastrintestinal: técnica
cirurgica; vascularizagdo; tensdo da sutura; contaminagdo bacteriana;
obstrucao distal a area de anastomose; lesédo por radiagao; preparo intestinal,
hipertermia; numero de planos de sutura intestinal se unico ou multiplo; fios
utilizados se absorvivel ou inabsorvivel, monofilamentar ou multifilamentar;
sutura com pontos continuos ou separados; sutura manual ou mecanica;
condicbes clinicas do paciente; estado nutricional; sepse; hipovolemia;
diabetes; uso de corticosteroide; antinflamatorios ndo hormonais, uso do fator
Xl da coagulagdo; uso de quimioterapicos; imunocompeténcia; transfusao
sanguinea; uremia; ictericia e outros (Ravo et al., 1988; Oliveira, 1989; Sousa,
1989; Sousa, 1991; Sousa, 1994; Thornton et al., 1997a; Matos e Lustosa,
1999; Lustosa et al., 2002).



Dos fatores que interferem no sucesso das operacdes do intestino
grosso, a cicatrizacdo da anastomose colénica € um dos principais, sendo a
deiscéncia, complicacdo que provoca alta morbimortalidade e importante causa
de prolongacéao da internacao hospitalar (Collins e Butterfield, 1978; Thornton e
Barbul, 1997b; Efron et al., 1999; Martineau e Shek, 2000).

A cicatrizagao colénica é semelhante a que ocorre em outros 6rgaos,
diferindo apenas no que tange ao colageno. Estudos tém descrito que nas
primeiras 48 horas ocorre diminuicdo da ordem de 72% na forga de ruptura
dessas anastomoses devido ao desequilibrio entre sintese e lise de colageno
nos primeiros trés dias da cicatrizagdo (Cronin, Jackson e Dunphy, 1968a;
Hawley, 1970; Irvin e Hunt, 1974; Hogstrom e Haglund, 1985; Oliveira, 1989;
Ravo et al., 1988).

O sucesso da anastomose tem na fase inicial da cicatrizagdo momento
critico, pois a sua integridade nos primeiros dias depende da capacidade da
sutura em manter a tensdo na anastomose, responsabilidade esta que é aos

poucos substituida pelos proprios tecidos da alga anastomosada.

Dos fatores que interferem no metabolismo do colageno na cicatrizagao,
especialmente alterando a relagéo entre a degradagao e a sintese, a infecgéo
tem lugar especial. Essa condicdo € responsavel por alteragbes no colon

operado e naquele ndo submetido a operacéo.

Ahrendt et al. (1994 e 1996) mostraram que ha grande diminuigao da
quantidade absoluta de proteina estrutural no colon apds 24 horas de sepse
intra-abdominal, sugerindo que ela aumenta a colagendlise e que a capacidade
de sintese de colageno no tecido anastomético estd também diminuida. Esta
resposta diminuida na sintese de colageno é expressa, a nivel molecular, pela
regulacado desordenada da sequéncia normal temporal de expressao génica do
colageno, sendo a infecgdo intra-abdominal considerada como o maior fator de
risco para a deiscéncia da anastomose coldnica primaria (Kiyama et al., 2000).

Durante processos organicos de trauma ou estresse como a sepse,
existe produgdo exacerbada de oxido nitrico (ON). O ON é um gas, de vida
curta, que esta envolvido em muitas fungdes bioldgicas. Ele foi descoberto em

1987 e nomeado “a molécula do ano em 1992” (Koshland, Jr., 1993).



O ON ¢é formado do atomo guanidino terminal do aminoacido L-arginina
(L-arg) pela agao das enzimas Oxido nitrico sintases. Para isso o nitrogénio
guanidino aceita cinco elétrons em um processo de oxidagdo que requer
oxigénio molecular, resultando na formacdo de ON e citrulina. Ha também a
formagdo de L-hidroxi-arginina como produto intermediario (Knowles e
Moncada, 1994).

As enzimas O6xido nitrico sintases (ONS) (EC1.14.13.39) séao
flavoproteinas homodiméricas responsaveis pela conversdo da arginina em
oxido nitrico (Aranow et al., 1996; Moncada, Palmer e Higgs, 1991; Nathan,
1992; Szabd, Southan e Thiemermann, 1994).

Sao trés as isoformas dessa enzima, duas delas constitutivas: a ONS-I
(ONSN ou neuronal) e a ONS-IIl (ONSe ou endotelial); e uma induzivel, a ONS-
Il ou ONSI. As isoformas constitutivas estdo permanentemente ativas gerando
baixas concentragbes de 6xido nitrico. Sua atividade enzimatica depende do

fluxo intracelular de calcio ou calmodulina exdgena (Knowles et al., 1994).

Cabe a enzima o6xido nitrico sintase neuronal a produgao de Oxido nitrico
no sistema nervoso central e periférico, que age como um neurotransmissor
(Dawson, Dawson e Snyder, 1992). Ja o 6xido nitrico produzido no endotélio
pela enzima Oxido nitrico sintase endotelial esta envolvido na regulagcdo da
pressédo arterial, do fluxo sanguineo dos érgéos e impede a adesao plaquetaria
e de polimorfonucleares a superficie endotelial (Moncada, Palmer e Higgs,
1991; Nathan, 1992; Vane, 1994).

A expressdo, funcdo e transcrigdo da enzima Oxido nitrico sintase
induzivel sdo induzidas por uma variedade de citocinas, fatores de crescimento
e estimulo inflamatério nas células alvo, os quais levam a liberagado de altos
niveis de ON comparado as quantidades geradas pelas isoformas constitutivas.
Ademais a regulacdo da ONSi tem lugar principalmente a nivel genético
(Knowles et al., 1994). Varias células podem produzir ON, inclusive os

macrofagos (Moncada, Palmer e Higgs, 1991; Nathan, 1992).

O ON é importante mediador celular do reparo tecidual, sendo produzido
nos macréofagos pela ONSi durante a cicatrizacdo da ferida, tendo efeito
positivo nesta. A citotoxidade do ON derivado de macréfagos ativados

desempenha papel chave na atividade antimicrobiana dessas células



(Moncada, Palmer e Higgs, 1991; Nathan, 1992; Xia et al., 2006; Chakraborty
et al., 20006).

O aumento da formacdo de ON proveniente da ONSi contribui para
alguns de seus efeitos deletérios em situagdes inflamatérias como na sepse. O
ON contribui importantemente para a faléncia circulatéria (hipotensao e
hiporreatividade vascular aos agentes vasopressores) no choque de varias
etiologias (Szabo et al., 1994; Tsukahara et al., 1998; Hollenberg et al, 1999).
Contribuindo também na fisiopatologia de varias outras doengas como o
diabetes melito e a rejeicdo de 6rgaos transplantados (Corbett et al., 1992;
Meyer et al., 1992; Nava, Palmer e Moncada, 1992; Cartney-Francis et al.,
1993; Koprowski et al., 1993; Langrehr et al., 1993; Miller et al., 1993;
Stefanovic-Racic, Stadler e Evans, 1993; Tilton et al., 1993).

Indugdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel também ocorre durante
a cicatrizagao de feridas, queimaduras, exposicdo a endotoxina, artrite e
doencas inflamatédrias intestinais (Witte e Barbul, 2002). Tal indugéo, em estudo
realizado por Thornton et al. em 1997, leva a expressao do 6Oxido nitrico e

influencia negativamente a sintese de colageno pelos fibroblastos da ferida.

A perda do gene da ONSi, em ratos foi associada ao retardo do
fechamento de feridas cutaneas abertas, quando comparadas com aquelas do
grupo controle. A transferéncia, por adenovirus, do gene da ONSi aos animais
knock-out, fez com que o tempo de cicatrizacdo aproxime-se dos encontrados

no grupo controle (Hunt e Hawley, 1969).

O metabolismo do ON é completamente dependente do metabolismo da
L-arg, devido ao fato de que essa € o substrato base da sintese daquele,
apesar de alguns estudos apontarem para uma sintese de ON nao enzimatico-
dependente (Nagase et al.,, 1997). Os niveis de L-arginina, que é um
aminoacido semi-essencial (Seifter et al., 1978), tornam-se criticamente baixos
apos a cicatrizagao de feridas (Caldwell et al., 1991).

O aminoacido L-arginina também pode ser metabolizada no ambiente da
ferida, pela agcdo da enzima arginase, que esta ali presente por ser secretada
pelos macrofagos (Albina et al, 1990).

A Ornitina, que é formada através da agéo da arginase, é precursora da

geracgao de prolina e poliaminas (Albina et al., 1990). Essas duas substancias



sdo importantes, pois se postula que a prolina seja a base para sintese de
colageno, e as poliaminas estejam envolvidas na proliferacdo celular (Albina,

Abate e Mastrofrancesco, 1993; Selamnia et al., 1998).

Albina et al. (1990) confirmaram que o periodo mais ativo da ONS
ocorria durante as fases precoces da cicatrizacdo da ferida. Resultado
semelhante também foi obtido novamente por Albina et al. (1993) e Schafer et
al. (1997b) quando foi observado, num modelo experimental em ratos, o
acumulo progressivo de nitrito/nitrato no fluido de feridas, sugerindo constante

producao de ON.

Posteriormente com o advento de anticorpos especificos para as
isoformas da ONS, observou-se que a expressdao da ONSi era maior na fase
precoce da cicatrizacdo, apdés a inflamagcdo aguda (Albina, Abate e
Mastrofrancesco, 1993; Frank et al., 1998; Nill et al., 1995). A maior parte da
sintese de ON é devida as células inflamatdrias, em especial aos macréfagos
(Reichner et al., 1999; Albina, Abate e Mastrofrancesco, 1993). Entretanto,
fibroblastos, queratindcitos e células endoteliais contribuem para o inicio da

sintese de ON, porém em quantidade menor (Schaffer et al., 1997b).

A regulagao da sintese de ON in vitro esta bem elucidada, porém in vivo,
durante a cicatrizagao de feridas, sabe-se apenas que grande numero de
citocinas e fatores de crescimento secretados e liberados no ambiente da
ferida, tais como interleucina-1, fator de necrose tumoral K e interferon-3, sdo
0os mais provaveis indutores da ONSi. O fluido da ferida, como uma reflexdo
biolégica do ambiente da ferida, induz a sintese de ON em uma variedade de
células (Witte, Efron e Kiyama, 1998).

Pesquisas com inibidores da ONS, ou com camundongos modificados
geneticamente para n&o produzirem as enzimas, mostraram que a inibigao nao
especifica traria efeitos colaterais a varias agodes fisioldgicas do ON. Dai, os
inibidores seletivos possuirem importante potencial terapéutico (Szabo,

Southan e Thiemermann, 1994).

Foi observado que a indugdo da expressao da ONSi e a producao de
ON estavam associadas com aumento da atividade da casparase-3 e morte
celular (Tian et al., 2002), assim como a apoptose celular induzida pelo

lipopolissacarideo (Iravani et al., 2002).



Existem drogas inibidoras da ONS que sao inespecificas quanto as suas
isoformas e outras que sao especificas para cada isoforma em particular
(Szabd, Southan e Thiemermann, 1994).

Grande numero drogas tém sido apontadas como tendo efeito sobre a
ONS, diminuindo ou bloqueando o seu efeito. Dentre estas o sulfato de S-
metilisotiouréia (SMT) foi demonstrada em varios artigos como uma delas, ou
seja, atuando sobre a ONS diminuindo o seu efeito (Takahashi et al., 2001; Xu,
Cubeddu e Malave, 2001; Valenti, Fazzuoli e Giusti, 2003).

Varios trabalhos mostraram especificidade da SMT para a ONSi. Além
disso, in vitro, a SMT mostrou-se de 10 a 30 vezes mais potente que qualquer
outra droga inibidora da ONSi (Szabé, Southan e Thiemermann, 1994; Aranow
et al., 1996; Bing e Suzuki, 1996; Akiyama et al., 1997; Oshima et al., 2001;
Chan et al., 2002; Iravani et al., 2002; Ozturk et al, 2003; Tejero-Taldo et al.,
2002; Tian et al., 2002; Ye et al., 2002).

Chen et al. em série de artigos, mostraram o beneficio do uso da SMT e
da inibicdo da ONSi na melhora da translocagdo bacteriana em ratos
queimados (Chen et al., 1998; Chen et al., 1999; Chen et al., 2001; Chen et al.,
2003; Hsu, Liu e Chen, 2000).

Liu et al. (1996) mostraram que a SMT melhorou a pressao arterial e a
quantidade de oxigénio na mucosa intestinal em modelo de choque em

ovelhas.

Em estudo publicado em 2002, foi demonstrado que a inibicdo especifica
da ONSi pela SMT, em modelo de sepse, estimulava a sintese de arginina

renal, sem alterar os seus niveis séricos (Hallemeesch et al., 2002).

Em outro estudo a SMT foi utilizada em modelo canino para a avaliagao
do transito intestinal e sua influéncia sobre o ileo paralitico no pds-operatoério e
o resultado foi que nos dois grupos que receberam a droga por via intravenosa
em infus&o continua houve aumento na motilidade intestinal (Uenoyama et al.,
2004).

Shaffer et al. (1997a) mostraram que os fibroblastos da ferida estao
alterados fenotipicamente para a producédo de ON, e que a SMT in vitro ndo sé
reduziria esta producdo, como nao afetaria a proliferacdo de fibroblastos e

melhoraria a contragao do colageno.



OBJETIVO



Avaliar os efeitos do hemissulfato de S-metilisotiouréia sobre a
cicatrizacdo de anastomoses colénicas em ratos no 3° 7° e 14° dia de pos-
operatério pela avaliagao da evolugao do peso corporal e clinica, da cavidade
abdominal a reoperacdo, da forca ténsil de ruptura da anastomose, da
concentragao de nitrito/nitrato no soro e pelo estudo histopatolégico do cdélon

anastomosado.



MATERIAL E METODOS
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2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental
da Area de Clinica Cirrgica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia — UnB, obedecendo as normas e preceitos éticos para com os animais

de experimentacao.

Para a redacao foram utilizadas as Normas ara a Apresentacao de
Documentos Cientificos da Universidade Federal do Parana (IPARDES, 2002).

2.1 ANIMAL DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados 60 ratos, Rattus norvergicus, linhagem Wistar, machos,
aparentemente sadios, com peso corporal inicial entre 248 e 364 g e com 90 a
120 dias de vida.

Os animais foram adquiridos da empresa Bioagri Laboratérios LTDA,
Brasilia — DF.
Todos os animais foram submetidos a anestesia geral e em seguida a

laparotomia conforme descrito por Oliveira (1989).

2.2 DISTRIBUICAO E ALOCAGAO DOS ANIMAIS EM GRUPOS

Os animais foram alocados em dois grupos de 30 animais que
consistiram nos grupos de estudo (S) e de controle (C), e depois em subgrupos
para eutanasia em trés, sete ou quatorze dias de pds-operatério (DPO). A
escolha dos animais para os grupos foi de forma aleatéria por meio de sorteio
imediatamente antes do procedimento operatério, sem que o operador
soubesse a qual grupo o animal pertencia.

O primeiro sorteio para os grupos S e C foi dois a dois com uma urna
contendo duas etiquetas identificadas com “S” para hemissulfato de S-
metilisotiouréia e “C” para controle.

Os 30 animais do grupo SMT (S) foram distribuidos em trés subgrupos

de dez animais, os quais foram submetidos a eutanasia respectivamente trés,
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sete e quatorze dias apds a operagao (S-3, S-7 e S-14). O mesmo ocorreu com
os 30 animais do grupo controle (C-3, C-7 e C-14). A distribuicdo entre os
subgrupos foi realizada por sorteio imediatamente apds o sorteio anterior de
alocagdo nos dois grupos principais, com uma urna contendo trés etiquetas
com as datas de sacrificio trés, sete e quatorze dias. Os sorteios foram
realizados por colaborador que ndo revelou ao operador e ao segundo
colaborador, que administrava a medicagdo, a qual grupo pertencia cada
animal.

( Subgrupo 3 (S3)

GRUPO S < Subgrupo 7 (S7)

L Subgrupo 14 (S14)

( Subgrupo 3 (C3)

GRUPO C < Subgrupo 7 (C7)

L Subgrupo 14 (C14)

2.3 PROCEDIMENTOS REALIZADOS

2.3.1 Preparo Pré-operatorio dos Animais

Os animais permaneceram no Alojamento de Animais do Laboratério de
Cirurgia Experimental da UnB, confinados em gaiolas, em lotes de trés,
recebendo dieta padrédo (racdo Labina® - Purina Nutrimentos LTDA -
Campinas, SP) e agua a vontade, mantidos em regime de 12 horas de luz e 12
horas de escuridao, por periodo de duas semanas antes das operagdes. Foi
respeitado jejum pré-operatorio de seis horas.

Imediatamente antes da operacdo e da reoperacdo seus pesos foram
aferidos em balanca eletrénica (Marte balanga eletrbnica modelo AS5500 C,
Marte Balangas e Aparelhos de Precisdo LTDA — Sao Paulo, SP). Todos os
animais foram pesados no terceiro dia, aqueles animais pertencentes aos
grupos S-7, C-7, S14 e C14 no sétimo dia, e os pertencentes aos grupos S14 e
C14 no 14° dia. A pesagem dos animais que foram operados no dia foi

realizada no pré-operatério imediato.
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2.3.2 Anestesia

Para anestesia geral foi utilizado o pré-anestésico Cloridrato de
Xilasina (Rompum®, Cloridrato de Xilasina, Bayer S.A. Sado Paulo - SP) na
dose de 5mg/Kg de peso, por via intramuscular e o anestésico Cloridrato de
cetamina (Ketamin®, Cloridrato de cetamina, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos LTDA, Itapira, SP) na dose de 25mg/kg de peso também por via
intramuscular (Massone, 1998; Ravo et al., 1988; Witte et al., 2003).
Apds a indugdo anestésica os ratos foram marcados na orelha
utilizando-se o sistema australiano conforma descrito por Tostes (2003). No
transoperatério, doses adicionais de pré-anestésico e/ou anestésico foram

aplicadas caso necessario.

2.3.3 Operacao

Os procedimentos operatorios deste estudo foram realizados no
Laboratério de Cirurgia Experimental da Area de Clinica CirGrgica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

O procedimento cirurgico foi realizado com material cirirgico limpo nao
estéril.

Depois de anestesiados e pesados, os animais foram submetidos aos
seguintes passos descritos por Oliveira (Oliveira, 1989; Oliveira, 1995) e por
Witte (Witte et al., 2003):

a) imobilizacdo do animal em decubito dorsal sobre placa de madeira pela
fixacdo de seus membros com fita de esparadrapo;

b) tricotomia da parede abdominal anterior (figura1);

c) anti-sepsia da pele do abdome com solugédo de polivinilpirrolidona iodo
alcodlico;

d) laparotomia mediana de 4 cm de extensao, com sua extremidade caudal

a 1 cm da genitalia externa do animal (figura 2);

e) colocagéo de afastador auto-estatico;
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f) colocagédo cranial de gaze embebida em solugcdo de NaCl 0,9% para
exposigao do célon distal (figura 3);
g) malaxagcdo divergente caso o segmento intestinal a ser operado

apresentasse conteudo fecal;

h) exposicao, ligadura e secgédo distal dos ramos veno-arteriais de um
segmento colénico compreendido, aproximadamente, entre 2,5 e 3,5 cm,
cranialmente a reflexao peritoneal (Figura 4);

i) ressecgao do segmento colénico de 1 cm, por secgdo com tesoura reta,
estando a borda distal da resseccao a cerca de 2,5 cm da reflexdo

peritoneal;

j) reconstrucédo do transito colbnico por anastomose término-terminal, em
plano unico, com pontos continuos, englobando todas as camadas da
parede intestinal, utilizando-se fio de polipropileno 6-0 com agulha
cilindrica de 1,3cm (Prolene ®, ETHICON — Sao José dos Campos, SP);

k) sintese da parede abdominal em dois planos — o primeiro, incluindo o
peritbnio, musculo e aponeurose na linha média, com sutura continua
simples e 0 segundo, o tecido subcutaneo e pele, com sutura continua
em friso grego — ambos com fio de seda 3-0 com agulha cilindrica de
trés centimetros (seda preta torcida, ETHICON — Sdo José dos Campos,
SP).

FIGURA 1 — ANIMAL DE EXPERIMENTAGAO APOS A REALIZAGAO DE
TRICOTOMIA NA PAREDE ABDOMINAL.
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FIGURA 2 - LAPAROTOMIA MEDIANA DE 4 CM INICIANDO A UM
CENTIMETRO DA GENITALIA EXTERNA.

FIGURA 3 — COLOCAGAO DE AFASTADOR AUTOESTATICO NA PAREDE
ABDOMINAL E GAZE EMBEBIDADA EM SOLUGAO
FISIOLOGICA MOBILIZANDO E MANTENDO AFASTADAS AS
ALCAS DE INTESTINO DELGADO.




16

FIGURA 4 — MEDIDA DA ALCA A SER RESSECADA E ANASTOMOSADA
ENTRE 2,5 E 3,5 CM DA REFLEXAO PERITONEAL.

FIGURA 5 - SUTURA CONTINUA DO COLON COM FIO DE
POLIPROPILENO 6-0, A ALCA ENCONTRA-SE FECHADA NA
PAREDE POSTERIOR E ABERTA NA ANTERIOR.
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2.3.4 Administracdo da S-metilisotiouréia

Foi administrada S-metilisotiouréia (S-Methylisothiourea hemisulfate salt,
Sigma-Aldrich Co, Sao Paulo, SP) na dosagem de 50mg/Kg/dose duas vezes
ao dia (12/12 horas) via intraperitoneal, iniciando no final do ato operatorio e se
prolongando por 72 horas para todos os animais dos grupos de estudo (Tani et
al., 1990; Adawi et al., 1996; Aranow et al., 1996; Arkovitz et al., 1996; Angele
et al., 1998; Chen et al., 1998; Haberstroh et al., 1998; Mitani, Maruyama e
Sakurai, 1997; Thomas et al., 2001).

No grupo controle era realizada a injegao intraperitoneal de solugao
fisiologia a 0,9% em volume idéntico ao que seria aplicado caso ele fosse do

grupo de estudo (0,5 mI/Kg).

2.3.5 Evolucéo Pés-operatéria

Apods a recuperagao anestésica os animais foram colocados em gaiolas,
em grupos de seis, com agua e ragdo a vontade. Procurou-se observar sinais
de apatia, distensdo abdominal, diarréia, ericamento de pelos e evolugio

clinica da ferida cutanea dos animais.

Ocorrendo morte, o animal foi submetido a necropsia.

2.3.6 Reoperagao e Avaliacdo da Cavidade Peritoneal

Os animais sobreviventes foram reoperados nos dias previamente

determinados em cada subgrupo.
A reoperagao obedeceu a padronizagdo conforme a seguir:
a) pesagem do animal;
b) anestesia geral conforme descrito previamente;
c) imobilizacdo do animal em decubito dorsal, sobre placa de madeira, pela
fixacdo de seus membros com fita de esparadrapo;
d) anti-sepsia da pele do abdome com solugédo de polivinilpirrolidona iodo

alcodlico;
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laparotomia paramediana com ampla exposicdo da cavidade para

permitir o inventario da mesma;

colocacgao de afastador auto-estatico;

Inventario da cavidade com pesquisa de sinais de peritonite, abscessos
ou deiscéncia da anastomose;

liberacdo da algca anastomosada e ressecgao de segmento intestinal de
dois centimetros, contendo a anastomose em sua por¢ao central;

o0 segmento ressecado foi aberto por sua borda mesentérica formando
um retangulo;

a pega assim preparada foi seccionada em sentido longitudinal em dois
fragmentos. Um fragmento foi submetido a analise da resisténcia ténsil
pelo Versa Test, e teve seus fragmentos resultantes imersos em solugéo
de NaCl 0,9% e congelados a —20°C até processamento bioquimico
(tem 3.4.9); o segundo foi fixado em solugdo de formol tamponado a
10% para posterior processamento histopatolégico e morfométrico;

foi colhido sangue arterial para congelamento e posterior dosagem de
nitrato:

- foi colhido 5 ml sangue arterial por pungédo cardiaca, com seringa e
agulha 27x8;

- 0 sangue colhido foi deixado por uma hora em repouso em tubo de
ensaio para a retragdo do coagulo;

- apos retraido o coagulo, foi separado o conteudo liquido resultante,
esse foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos.

- em seguida foi colhido 1,5 ml do soro que foi congelado para ser
analisado posteriormente.

a eutanasia foi realizada com o animal anestesiado com as mesmas
drogas descritas inicialmente, por seccdo da veia cava inferior

intratoracica.
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2.3.7 Estudo da Forga Ténsil

O segmento de intestino ressecado na reoperagao foi colocado em
equipamento que mede a forga de ruptura.

Para a determinacgao da forca de ruptura, foi utilizado aparelho de ensaio
vertical, denominado Versa Test (Mecmesin ® Versa Test, United Kingdom), de
capacitacao de tragédo de 2.500 N, acoplado a dinamémetro digital portatil AGF
(Mecmesin ® Versa Test, United Kingdom).

Na anadlise da intensidade da for¢ca de ruptura, o fragmento retangular
extraido, com dois centimetros de comprimento foi fixado pelas duas
extremidades por meio da pinga superior do dinamémetro e da pinga inferior do
Versa Teste com a cicatriz cirurgica equidistante e paralela as pingas. A
velocidade utilizada no teste de ruptura do tratamento foi de 30 mm/min
(Tognini et al., 2000).

O valor de ruptura foi expresso em Newtons.

O dinambémetro foi aferido antes de cada série de medidas. Na
determinacao da intensidade da forgca de ruptura, o observador ndo sabia a
qual grupo de animais pertencia o material em estudo.

Na figura 6 podemos observar o equipamento VERSA TEST que mede a
forca de ruptura da anastomose e sua conexao com o microcomputador que

recebe e armazena os resultados.
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FIGURA 6 — VERSA TEST ACOPLADO A DINAMOMETRO DIGITAL
LIGADO AO MICROCOMPUTADOR QUE CAPTURA A
CURVA DE TENSAO E A FORGA DE RUPTURA DA
ANASTOMOSE.

2.3.8 Concentracgao de nitrito/nitrato no soro

O sangue do animal colhido por puncgido cardiaca, centrifugado e
congelado foi enviado ao Laboratério de Farmacologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, onde foi submetido
a reagao de Greiss para a dosagem de nitrito/nitrato (Marletta et al., 1988;
Higuchi e Motomizu, 1999; Schulz et al., 2002; Murray, Bullimore e Long, 2003;
Kato et al., 2004).

2.3.9 Estudo Histopatologico

As pecas, apos fixagdo em formol tamponado a 10%, foram coradas
pelo método hematoxilina e eosina conforme a rotina do laboratério de

anatomia patoldgica LIB e Bidpsia de Brasilia. A avaliagdo da cicatrizagao foi
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realizada pela microscopia de luz, por patologista experiente que desconhecia

a que grupo de animais provinha o material.
Os seguintes indicadores foram considerados em cada peca:
congestao;

edema;

)

)

c) hemorragia focal,
) ulceragao;

) necrose;

f) infiltrado mononuclear;

g) infiltrado polimorfonuclear;
h) neoformacéo vascular;

i) granulacao;

j) fibrose.

Cada indicador foi classificado em ausente (-), leve (+), moderado (++),

marcante (+++) ou intenso (++++) conforme descrito por Sousa (1989).

2.3.10 Analise Estatistica

As variagdes dos pesos dos animais, a evolugéo clinica, os achados
histopatolégicos e as dosagens de nitrato no tecido e sangue foram analisados
do ponto de vista estatistico.

Os dados foram armazenados e processados em softwares especificos
chamados SPSS® - Special package for social sciences — versao 12.0 e
Sigma Stat versao 32.

Para a comparagao dos pesos inicias, finais e dosagem de NOx no soro
foram utilizados o t-test e 0 One Way Anova. Para a avaliagdo dos critérios

histopatolégicos foram utilizados o t-test e o Mann-Whitney.

Em todos os testes foi considerado significante um valor de p<0,05.
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2.3.11 Aprovacao pelo Comité de Etica

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal

(CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia.



RESULTADOS
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3 RESULTADOS

3.1 PESO DOS ANIMAIS

O peso inicial dos animais foi semelhante nos dois grupos, com média de
313,21g (IC 95% 304,28 — 322,14) no grupo SMT e média de 311,54g (IC 95%
303,55 — 319,54) no grupo controle, ndo havendo diferenga estatisticamente
significante entre os dois grupos (p=0,454). Na figura 7 podemos observar a

comparagao entre os pesos iniciais dos dois grupos.

FIGURA 7 - MEDIANA, MEDIA, DESVIO PADRAO E VARIANCIA DOS PESOS
EM GRAMAS, POR GRUPO PREVIO AO INiCIO DO ESTUDO.

380,00
360,00
340,00

320,00

Peso inicial (g)

300,00

280,00

260,00

T T
SMT Controle
Grupo de estudo: SMT/Controle

NOTA: Hemissulfato de S-metilisotiouréia (SMT)
p>0,05

Houve, inicialmente, queda nos pesos dos animais nos grupos SMT e
controle, que foi proporcional, havendo, ao final do estudo, o regresso dos pesos
dos animais aos niveis iniciais prévios ao inicio do estudo. A tabela 1 traz a média
dos pesos dos animais antes do inicio do estudo e a evolugdo desses com o

decorrer do periodo pds-operatorio.
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A comparagao do peso de cada subgrupo (C e S), aferido a época da

eutanasia no terceiro, sétimo e décimo quarto dia ndo mostrou diferenca

estatisticamente significante como pode ser observado na figura 8.

TABELA 1 - MEDIA DOS PESOS DOS ANIMAIS, NUMERO DE ANIMAIS
AVALIADOS E DESVIO PADRAO, POR GRUPO, ANTES DO
INiICIO DO EXPERIMENTO, AO TERCEIRO, SETIMO E DECIMO
QUARTO DIA DE POS-OPERATORIO, EM GRAMAS.

PESO PESO
INICIAL FINAL
GRUPO 3° dia 7° dia 14° dia
SMT Média 314,67 275,32 279,49 316,81
N 30 24 17 8
Desvio 19,68 14,46 21,56 20,88
padrao
Controle Média 310,86 280,54 285,43 326,12
N 30 27 20 10
Desvio 19,43 17,04 21,75 27,91
padrao
Total Média 312,76 278,08 282,70 321,98
N 60 51 37 18
Desvio 19,48 15,94 21,57 24,79
padrao
p = 0,454 0,868 0,871 0,446

NOTA: Hemisulfato de S-metilisotiouréia.
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FIGURA 8 — MEDIANA E VALORES INTERVALARES DOS PESOS DOS
ANIMAIS NOS DOIS GRUPOS E PELO DIA DE POS-
OPERATORIO. PESO EM GRAMAS.

Grupo de estudo
M svt
O Controle

400,00

350,00 -|_

1
300,00

250,00

Peso final (g)

200,00

Dia de posoperatorio

NOTA: 3°DPO (3), 7°DPO (7) e 14°DPO (14)
Hemissulfato de S-metilisotiouréia (SMT)
p>0,05

Os pesos iniciais e finais de cada animal e a porcentagem da perda de

podem ser observadas nos apéndices 1, 2 e 3.

3.2 EVOLUCAO CLINICA

Seis animais morreram durante o experimento (animais 15, 16, 22, 23, 24 e
44), sendo um do subgrupo SMT 3° DPO, dois do SMT 7° DPO, dois do 14° DPO,
e um do controle 3° DPO. Os o6bitos ocorreram todos no pds-operatério imediato,
na noite que se seguiu a operagao, tendo sido encontrados nas gaiolas no dia
seguinte. Todos esses animais foram submetidos a necropsia imediatamente, e
nos mesmos nao foram encontrados sinais de sangramento intra-abdominal ou
intratoracico, abscesso, deiscéncia ou peritonite. Desta forma, os animais que
morreram durante o estudo ndo foram repostos, ja os outros 54 animais

permaneceram vivos até as datas previamente estabelecidas para a eutanasia.
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O animal 31 (controle 3°dia) apresentou deiscéncia parcial da parede
abdominal no 2° DPO e foi reoperado com ressutura da parede abdominal,
sobrevivendo até o dia de sua eutanasia. No primeiro DPO o animal 38
apresentou diarréia com sangue, que cessou no dia seguinte. E o animal numero
12 apresentou ericamento de pelos no pos-operatorio inicial, sem outras

intercorréncias.

3.3 REOPERAGAO E AVALIACAO DA CAVIDADE ABDOMINAL

O evento mais comum foi a ocorréncia de aderéncias, que estiveram
presentes em 88,9% dos animais do subgrupo SMT 3 e em 100% dos outros
animais. Ja o vazamento da anastomose n&o ocorreu em nenhum animal. Tais
aderéncias eram frouxas no 3° DPO e tornavam-se mais resistentes no 7° e no
14° DPO. Na tabela 2 observa-se a frequéncia de frequéncia de aderéncias

intracavitarias, deiscéncia de anastomose e vazamento de anastomose.

Deiscéncia de anastomose ocorreu nos dois grupos e em todos os
subgrupos, porém sem significancia estatistica entre eles. Tais deiscéncias
encontravam-se todas bloqueadas por epiplon e 6rgados adjacentes sem ter sido
evidenciado nenhum caso de peritonite difusa, abscesso ou vazamento da

anastomose.

TABELA 2 - FREQUENCIA DA PRESENGA DE ADERENCIAS
INTRACAVITARIAS, DEISCENCIA DA ANASTOMOSE OU
VAZAMENTO DE CONTEUDO PELA ANASTOMOSE, EM
PORCENTAGEM E PELO GRUPO E DIA DE POS-OPERATORIO.

DIA DE EUTANASIA ACHADO
Aderéncia Deiscéncia da Vazamentos da
GRUPO intracavitarias (%) anastomose (%) anastomose
3°DPO SMT 88,9 33,3 0
CONTROLE 100,0 11,1 0
7° DPO SMT 100,0 25,0 0
CONTROLE 100,0 30,0 0
14° DPO  SMT 100,0 12,0 0
CONTROLE 100,0 30,0 0

NOTA: Dia de pds-operatério (DPO)
Hemissulfato de S-metilisotiouréia (SMT)
p>0,05
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Nos apéndices 4 e 5 podem ser observados os resultados da avaliacdo da

cavidade abdominal de todos os animais do estudo.

3.4 ANALISE DA FORGA DE TENSIL

A analise da forga de ruptura mostrou aumento em todos os grupos, com o
passar do periodo pos-operatorio do 3° para o sétimo 7° e deste para o 14° DPO
como se pode observar na figura 9, porém quando foi feita a comparagéo entre o
grupo de estudo e o grupo controle ndo houve diferenga estatisticamente
significante (tabela 3). Os resultados da medida da for¢ca de ruptura de todos os

animais constam nos apéndices 6 e 7.

TABELA 3 — MEDIAS E DESVIOS PADRAO DA FORGA DE RUPTURA POR
GRUPO E POR DIA DE POS-OPERATORIO, E O VALOR DE p
QUANDO COMPARADOS OS GRUPOS DO MESMO DPO.

DPO GRUPO MEDIA DESVIO P
PADRAO

3°DPO SMT 0,54 0,24 0,569
CONTROLE 0,43 0,03

7°DPO SMT 1,22 0,48 0,746
CONTROLE 1,35 0,37

14°DPO SMT 1,97 0,59 0,709
CONTROLE 2,01 0,56

NOTA: Dia de pos-operatério (DPO)
Hemissulfato de S-metilisotiouréia (SMT)
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FIGURA 9 — MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA FORCA DE
RUPTURA DAS ANASTOMOSES POR TRAGAO NOS GRUPOS E
SUBGRUPOS. VALORES AFERIDOS EM NEWTONS (N).
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NOTA: p>0,05

3.5 CONCENTRAGAO DE NITRITO/NITRATO NO SORO

A concentragdo do nitrito/nitrato (NOx) no soro coletado e congelado
mostrou-se semelhante nos dois grupos e seis subgrupos como € observado na
figura 10, ndo sendo identificada diferenga estatisticamente significantes quando

foram comparados os animais de cada grupo no 3°, 7° e 14° DPO (tabela 4).
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TABELA 4 — MEDIAS E DESVIOS PADRAO DA CONCENTRAGAO DE
NITRITO/NITRATO NO SORO POR GRUPO E POR DIA DE POS-
OPERATORIO, E O VALOR DE p QUANDO COMPARADOS OS
GRUPOS DO MESMO DPO.

DPO GRUPO MEDIA DESVIO P
PADRAO

3°DPO SMT 0,54 0,24 0,569
CONTROLE 0,43 ,028

7°DPO SMT 1,22 0,48 0,746
CONTROLE 1,35 0,37

14°DPO SMT 1,97 0,59 0,709
CONTROLE 2,01 0,56

NOTA: Dia de pos-operatério (DPO)
Hemissulfato de S-metilisotiouréia (SMT)

FIGURA 10 — MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA DOSAGEM DE
NITRITO NO SORO COLHIDO A EUTANASIA. VALORES
AFERIDOS EM MICROMOL (uM).
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NOTA: p>0,05.

Hemissulfato de S-metilsisotiouréia

As concentragdes de nitrito/nitrato no soro de cada animal podem ser
observadas nos Apéndices 8 e 9.
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3.6 HISTOPATOLOGICO

Estudos anteriores tém demonstrado que a analise histopatologica da area
da anastomose € de crucial importancia para a analise do reparo tecidual (Sousa,
1994), propiciando ao observador experiente a comparagao dos efeitos de
diferentes técnicas cirurgicas ou tratamentos sobre o processo de cicatrizagédo
(Reys, 2005).

Foi observada significancia estatistica para a maior presencga de infiltrado
polimorfonuclear (p=0,041) no grupo controle (tabela 5), maior neoformagao
vascular (p=0,006) e maior granulagao (p=0,002) no grupo estudo no terceiro dia

de pds-operatorio.

Podemos verificar na figura 11 o infiltrado mononuclear, assim como a

neovascularizagao na figura 12 e o tecido de granulacao na figura 13.

TABELA 5 — AVALIAGAO DA VARIAVEL HISTOLOGICA
“POLIMORFONUCLEARES” COM SUA CLASSIFICAGAO E
DISTRIBUIGAO ENTRE OS GRUPOS DE ESTUDO E CONTROLE
NAS ANASTOMOSES COLONICAS PELO DIA DE EUTANASIA.

EUTANASIA
3°DPO 7°DPO 14°DPO
p=0,041* p=0,153 p=0,822
SMT Controle SMT Controle SMT Controle
(N=9) (N=9) (N=8) (N=10) (N=8) (N=10)
Ausente 0 0 0 0 0 0
0)
Leve 1 0 1 1 6 8
(+)
Moderada 3 1 5 2 1 2
(++)
Marcante 3 1 2 7 1 0
(+++)
Intensa 2 7 0 0 0 0
(++++)
NOTAS: Dia de pds-operatorio (DPO)
Valor-p (p)

Hemissulfato de S-metilisotiouréia (SMT)
P<0,05(*)
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TABELA 6 — AVALIAGAO DA VARIAVEL HISTOLOGICA “NEOFORMAGAO

VASCULAR” COM SUA CLASSIFICAGAO E DISTRIBUIGAO
ENTRE OS GRUPOS DE ESTUDO E CONTROLE NAS
ANASTOMOSES COLONICAS PELO DIA DE EUTANASIA.

EUTANASIA
3°DPO 7°DPO 14°DPO
p=0,006* p=0,346 p=0,074
SMT Controle SMT Controle SMT Controle
(N=9) (N=9) (N=8) (N=10) (N=8) (N=10)
Ausente 2 9 0 0 0 0
(0)
Leve 7 0 0 0 1 0
(+)
Moderada 0 0 1 4 5 3
(++)
Marcante 0 0 7 6 2 6
(+++)
Intensa 0 0 0 0 0 1
(++++)
NOTAS: Dia de pds-operatorio (DPO)
Valor-p (p)
S-metilisotiouréia (SMT)
P<0,05(*)

TABELA 7 — AVALIAGAO DA VARIAVEL HISTOLOGICA “GRANULAGAOQ”

COM SUA CLASSIFICAGAO E DISTRIBUICAO ENTRE OS
GRUPOS DE ESTUDO E CONTROLE NAS ANASTOMOSES
COLONICAS PELO DIA DE EUTANASIA.

EUTANASIA
3°DPO 7°DPO 14°DPO
p=0,002* p=0,822 p=0,502
SMT Controle SMT Controle SMT Controle
(N=9) (N=9) (N=8) (N=10) (N=8) (N=10)
Ausente 1 9 0 0 0 0
(0)
Leve 5 0 0 0 0 2
(+)
Moderada 3 0 1 2 6 6
(++)
Marcante 0 0 7 8 2 2
(+++)
Intensa 0 0 0 0 0 0
(++++)

NOTAS: Dia de pds-operatorio (DPO)
Valor-p (p)
S-metilisotiouréia (SMT)
P<0,05(*)
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FIGURA 11 - INFILTRADO POLIMORFONUCLEAR NA AREA DA
ANASTOMOSE EM ANIMAL DO CRUPO CONTROLE.
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NOTA: Coloragéo hematoxilin eosina (HE) om aumento de 125x.

FIGURA 12 — NEOFORMAGAO VASCULAR NA AREA DA ANASTOMOSE EM
ANIMAL DO GRUPO ESTUDO.
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FIGURA 13 — TECIDO DE GRANULAGAO NA AREA DA ANASTOMOSE EM
ANIMAL DO GRUPO ESTUDO.

Houve também a presenca de maior edema no subgrupo S14 em relagao
ao C14, com significancia estatistica (p=0,008), o que nao se observou no 3° e no
7° DPO (figura 14).

Para as variaveis congestdo, hemorragia focal, ulceragdo, necrose,

infiltrado mononuclear e fibrose, nas diversas datas de eutanasia, a comparagao

nao mostrou diferenga com significancia estatistica.
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TABELA 8 — AVALIAGAO DA VARIAVEL HISTOLOGICA “EDEMA” COM SUA
CLASSIFICAGAO E DISTRIBUIGAO ENTRE OS GRUPOS DE
ESTUDO E CONTROLE NAS ANASTOMOSES COLONICAS
PELO DIA DE EUTANASIA.

EUTANASIA
3°DPO 7°DPO 14°DPO
p=0,329 p=0,928 p=0,008*

SMT Controle SMT Controle SMT Controle
(N=9) (N=9) (N=8) (N=10) (N=8) (N=10)

Ausente 0 0 0 0 2 10
0)
Leve 0 1 6 7 5 0
(+)
EDEMA Moderada 2 3 1 2 1 0
(++)
Marcante 5 4 1 1 0 0
(+++)
Intensa 2 1 0 0 0 0
(++++)
NOTAS: Dia de pds-operatério (DPO)
Valor-p (p)
S-metilisotiouréia (SMT)
P<0,05(*)

FIGURA 14 — EDEMA NA AREA DE ANASTOMOSE EM ANIMAL DO GRUPO
ESTUDO.
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4 DISCUSSAO

O animal escolhido para o presente estudo foi o rato (Rattus
norvergicus), ja que este animal tem sido utilizado em diversos estudos com
bons resultados na avaliacdo da cicatrizacdo das anastomoses intestinais
(Cronin, Jackson e Dunphy, 1968a; Cronin, Jackson e Dunphy, 1968b; Jiborn,
Ahonen e Zederfeldt, 1978a; Jiborn, Ahonen e Zederfeldt, 1978b; Hogstrom e
Haglund, 1985; Oliveira, 1989; Oliveira, 1995; Sirimarco, 2000; Reys, 2005).

Além das vantagens no que tange a facilidade de obtencdo dos
mesmos, de manutencdo no alojamento de animais, custo de aquisigao,
padronizacdo em termos de raga, peso e género e de sua resisténcia as
infecgdes bacterianas, o que torna o animal eletivo para tais pesquisas
(Sirimarco, 2000).

O local da secgao intestinal a 2,5 cm da reflexdo peritoneal com
anastomose a este segmento foi escolhido baseado na sua realizagdo em
estudos prévios com bons resultados e padronizagéo (Oliveira, 1989; Oliveira,
1995; Reys, 2005; Queiroz, 2005). Além do fato de que o mecanismo da
cicatrizagcdo pode mudar ao longo do trato digestivo do animal (Sirimarco,
2000).

A sutura continua em plano unico e com fio de polipropileno
monofilamentar 6-0, tem sido utilizada em estudos de anastomoses colénicas
com bons resultados, seguranga e baixos indices de complicagao, além de ser
de mais facil confecgdo que a sutura em pontos separados (Cronin, Jackson e
Dunphy, 1968a; Cronin, Jackson e Dunphy, 1968b; Sirimarco, 2000; Reys,
2005).

A SMT foi eleita para ser utilizada como inibidor da enzima ONSi por ser
droga com extensa literatura a seu respeito nesta linha de pesquisa, inclusive
no colon, assim como pelo fato de ser droga considerada como uma das mais
seletivas para a ONSi (Adawi et al., 1996; Aranow et al., 1996; Arkovitz et al.,
1996; Angele et al., 1998; Bing e Suzuki, 1996; Chan et al., 2002; Cronin,
Jackson e Dunphy, 1968a; Cronin, Jackson e Dunphy, 1968b; Tani et al., 1990;
Szabd, Southan e Thiemermann, 1994; Mitani, Maruyama e Sakurai, 1997;
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Shindoh et al., 1998; Haberstroh et al., 1998; Takahashi et al., 2001; Xu et al.,
2001; Thomas et al., 2001; Iravani et al., 2002).

Existem varias vias de administracdo para a SMT, intraperitoneal (i.p.),
intravenosa (i.v.), oral, intra-dérmica e subcutédnea. Todas as vias de
administragcao foram consideradas, porém a escolha da via intraperitoneal foi
feita devido ao fato de ser a via mais utilizada na literatura, com as dosagens
bem determinadas, inclusive a que foi adotada em nosso estudo, e pela
facilidade de aplicagéo, ja que a via intravenosa n&o € possivel, pois no rato
nao temos disponivel bomba de infusdo, e sem esta ndo ha como se
administrar a medicagdo por pungado venosa nos intervalos e pelo periodo
proposto. Em relagédo a via oral, o controle da quantidade de droga que cada
animal recebera diariamente n&o sera tao rigoroso quanto ao administrado por
via i.p., no caso de a droga estar misturada a agua. Quanto a via subcutanea,
sé encontramos um trabalho utilizando essa via e tivemos receio da
biodisponibilidade da droga ser diversa a da via i.p., que € consagrada. Pelos
motivos expostos, escolhemos a via intraperitoneal para a administracdo da
SMT (Aranow et al., 1996; Arkovitz et al., 1996; Handy, Wallace e Moore 1996;
Bazzani, Bertolini, Guarini 1997; luvone et al., 1997; Chen et al., 1998; luvone
et al., 1998; Bazzani et al., 1999; Chen et al., 1999; Cochran et al., 1999; Chen
et al., 2001; Chen et al., 2003; Chen et al., 2004; Basaran et al., 2005; Chen et
al., 2005; Sartorio et al., 2005).

Existem diversos estudos com a SMT em doses que variam de 3
mg/Kg/dia a 200 mg/Kg/dia, em injecdes por via i.p. de 12/12h ou em bomba de
infusdo continua como € o caso do trabalho que usou a dosagem maior
(Aranow et al., 1996; Arkovitz et al., 1996; Chen et al., 1998; Chen et al., 1999;
Efron et al., 1999; Chen et al., 2001; Xu, Cubeddu e Malave, 2001; Chan et al.,
2002; Hallemeesch et al., 2002; Iravani et al., 2002; Tejero-Taldo et al., 2002;
Chen et al., 2003).

Arkovitz et al. em 1996 realizaram estudo no qual a SMT foi
administrada por via intraperitoneal na vigéncia de processo inflamatério
peritoneal, sem fazer mengao a possivel aumento da dor e do estresse dos

animais (Arkovitz et al., 1996).
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Chen e cols em 1998 usaram inje¢cdes de SMT i.p. em alguns casos de
12/12h, em modelo de ratos com queimadura de 35% da superficie corporal.

Em outro trabalho realizado por Furuta et al. em 2004, a SMT foi
administrada por via i.p. em animais submetidos a procedimento cirurgico com
cauterizagao da artéria epigastrica na parede abdominal.

O tempo de administracdo da SMT foi de 72 horas devido ao fato de que
a ONSi encontra-se mais ativa nos primeiros dias apds o trauma cirurgico
tendo o seu pico nas primeiras 24 horas e ficando ainda ativa por até 14 dias
(Lee et al., 2001).

Mastboom et al. em 1991 relatou que a perda de peso que ocorre no
pos-operatorio € recuperada ao se alcancar o sétimo dia. No presente estudo,

0 peso inicial s6 foi alcangado no 14° DPO.

No periodo pds-operatdrio ocorreu perda de peso nos grupos estudo e
controle, sem diferenca estatisticamente significante no terceiro, sétimo ou
décimo quarto dia de pds-operatdrio, o que € condizente com a literatura onde
se observa a perda de peso inicialmente, sendo recuperado em seguida
atingindo os niveis iniciais com o decorrer da pesquisa, e que tal perda deve
estar relacionada ao estresse cirurgico (Herrmann et al., 1964; Sirimarco, 2000;
Reys, 2005).

Estudos prévios de cicatrizagdo de anastomoses intestinais em ratos
tém mostrado taxas de mortalidade que variam de 0 a 11,4%, por diversos
motivos, desde os efeitos diretos das drogas utilizadas até a deiscéncia da
anastomose, a peritonite e as intercorréncias anestésicas (Mastboom et al.,
1991; Phillips et al., 1992; Cali et al., 1993; Kim et al., 1993; Furst et al., 1994,
Oliveira et al, 1994; Del Rio, Beck e Opelka, 1996; Eubanks et al., 1997;
Houston e Hotstein, 1998; Sirimarco, Zucoloto e Aprilli, 1999; Sirimarco, 2000;

Queiroz, 2005). A taxa de mortalidade no presente estudo foi de 10%.

Os obitos ocorridos no pés-operatério ndo foram associados ao
procedimento realizado no célon, pois ndo foram evidenciados sinais de
sangramento intra-abdominal ou toracico, assim como sinais de deiscéncia ou
peritonite, tais Obitos provavelmente ocorreram devido a intercorréncias
anestésicas, sendo assim os animais mortos foram excluidos do estudo e nao

foram repostos.
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A cicatrizacdo de uma ferida, seja cutdnea ou col6nica, obedece a
sucessao de fases distintas, porém que se entrelagam em alguns momentos
(Oliveira, 1989).

A cicatrizacao inicia-se pela fase inflamatoéria que é dada pela formagao
do coagulo de fibrina que oclui o ferimento. Nessa fase ocorre a migragao de
neutroéfilos, que através da liberagdo de enzimas como a colagenase, ocorre a
limpeza do ferimento com a retirada de microorganismos. Também nessa fase
existe liberacdo de substancias pelos macrofagos, incluindo o ON (Oliveira,
1989; Sousa, 1989).

A segunda fase, que é a de granulacéao, € caracterizada pelo estimulo a
migragcdo dos fibroblastos para o ambiente da ferida, para que proliferem e
produzam os constituintes da matriz. Nesta fase inicia-se a neoformacao
vascular e tecido conectivo solto € depositado na ferida (Oliveira, 1989; Sousa,
1989).

A terceira fase se caracteriza pela sintese e remodelacdo de colageno

através das colagenases secretadas no ambiente da ferida (Oliveira, 1989).

A formagéao de feixes de fibras de colageno, o entrecruzamento delas, a
degradacédo e a remodelagédo estrutural conferem o aumento da resisténcia
ténsil que ocorre na ferida e gradativamente a cicatriz formada assume a
responsabilidade pela manutencdo da tensdo no ferimento superando a

importancia do material de sutura (Queiroz, 2005).

No presente estudo a resisténcia ténsil da anastomose foi avaliada pelo
Versa Teste, este método tem sido utilizado na literatura vigente e em diversos

estudos em nosso meio (Reys, 2005; Queiroz, 2005).

Os resultados obtidos forgca de ruptura da anastomose nao evidenciaram
diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos, o SMT e o
controle, quando comparados no terceiro, sétimo e décimo quarto dia de pos-
operatorio. Existe sim o ganho de resisténcia ténsil dentro dos dois grupos
quando o pds-operatério avanga, o que € condizente com outros estudos de
anastomoses colbnicas em ratos. O fato de nao ter havido diferenca

estatisticamente significante no terceiro dia provalmente tenha se dado pelo
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fato de que neste periodo a regido operada se mantém unida pela agdo do
material de sutura (Sirimarco, 2000; Reys, 2005; Queiroz, 2005).

A analise histopatologica foi realizada sob microscopia Optica por
examinador que desconhecia a qual grupo ou subgrupo pertencia o material
examinado, e os dados foram submetidos a andlise estatistica, obtendo-se
assim importante critério para a avaliagao da evolugao cicatricial (Sousa et al.,
1991; Oliveira et al., 1994; Sirimarco 2000).

No presente estudo foram utilizados como parametros na avaliagao
histolégica a congestdo, edema, hemorragia focal, ulceragao, necrose, infiltrado
mononuclear, infiltrado polimorfonuclear, neoformacéo vascular, granulagédo e
fibrose. Tais parametros tém sido utilizados na avaliagdo da cicatrizagcdo de

anastomose colbnicas (Sousa, 1989; Reys, 2005; Queiroz, 2005).

A biossintese de nitrito e nitrato representa uma via ndo usual de
oxidagdo em mamiferos (Marletta et al., 1988). Na caracterizagéo inicial desta
reacao foi demonstrada que a via é expressa pela imunoestimulagao de
macrofagos pelo lipopolissacarideo de E. coli exdgeno (Stuehr e Marletta,
1985) e pela linfocina enddgena interferon N-gama (IFN-Y) (Stuehr e Marletta,
1987a).

Posteriormente houve a caracterizagdo em cultura de células onde o
precursor para nitrito e nitrato era o aminoacido L-arginina (Stuehr e Marletta,
1987b).

Em seguida muitos outros estudos demonstraram que o nitrito e o nitrato
seriam os metabdlitos estaveis do consumo de L-arginina e da produgéo de
ON, sendo a sua dosagem plasmatica ou urinaria, a expressao da produgao do
ON (Marletta et al., 1988; Higuchi e Motomizu, 1999; Schulz et al., 2002;
Murray, Bullimore e Long, 2003; Scuteri et al., 2003; Valenti et al. 2003a;
Valenti, Fazzuoli e Giusti, 2003b; Carini et al., 2004; Kato et al., 2004; Khattab
et al., 2004; Wu, Wilson e Tyml, 2004; Cakir et al., 2005; Chida et al., 2005; EI
Kebir, 2005; Rytlewski et al., 2005; Sousa et al, 2005; Valenti et al., 2005).

No presente estudo a dosagem de nitrito/nitrato no plasma ndo mostrou
diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos no terceiro, sétimo

ou décimo - quarto dias de pds-operatério, ou entre si.
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O esperado seria que houvesse uma dosagem maior no terceiro dia e
que ela decaisse com o passar do tempo, e que no grupo que recebeu a droga
inibidora da ONSi a dosagem do NOx também fosse menor que no grupo

controle.

Dos fatores citados houve significancia estatistica para a maior presenca
de neoformacao vascular e granulagdo no grupo SMT e maior necrose no
grupo controle no 3° dia, e maior edema no grupo SMT no 14° dia, baseado no
que se pode inferir que a inibicdo da ONSi pela SMT foi favoravel a melhor

cicatrizagao.
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Nas condicdes em que este estudo foi realizado, o uso do hemissulfato
de S-metilisotiouréia influenciou a cicatrizacdo de anastomoses colbnicas em
ratos acelerando o processo cicatricial no 3° DPO, por ter elementos da fase

proliferativa da cicatrizagdo no grupo estudo.

Nao ha interferéncia do SMT sobre a perda de peso, a avaliacido da

cavidade abdominal, a forga ténsil e a concentragao de nitrito/nitrato no soro.



GLOSSARIO

DPO - Dia de Pds-operataotio

ON - Oxido Nitrico

ONS - Enzima Oxido Nitrico Sintase

ONSe - Enzima Oxido Nitrico Sintase Endotelial
ONSi - Enzima Oxido Nitrico Sintase Induzivel

ONSn - Enzima Oxido Nitrico Sintase Neuronal

SMT - Hemissulfato de S-metilisotiouréia
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APENDICE1 — EVOLUGAO DOS PESOS DOS ANIMAIS, COM OS PESOS
INICIAIS E FINAIS, MEDIDOS NO 3° DPO. EM GRAMAS.

PESO DIF %
ANIMAL GRUPO INICIAL 3° DIA PESO PERDA
6 Controle 309,71 261,92 -47,79 15,43
11 Controle 290,69 264,00 -26,69 9,18
15 Controle 292,98 obito
21 Controle 317,56 287,29 -30,27 9,53
31 Controle 294,21 267,79 -26,42 8,98
33 Controle 283,76 258,25 -25,51 8,99
dado
41 Controle 312,13 perdido
dado
45 Controle 308,91 perdido
52 Controle 360,83 316,69 -44 14 12,23
57 Controle 314,95 274,54 -40,41 12,83
3 SMT 300,20 263,36 -36,84 12,27
12 SMT 276,86 248,88 -27,98 10,11
18 SMT 317,66 282,98 -34,68 10,92
24 SMT 335,41 obito
32 SMT 285,39 254,22 -31,17 10,92
36 SMT 316,58 290,43 -26,15 8,26
dado
42 SMT 311,84 perdido
dado
47 SMT 344,30 perdido
51 SMT 329,88 297,01 -32,87 9,96
59 SMT 319,47 281,15 -38,32 11,99

Notas: Grupo de estudo (smt)
Terceiro dia de pds-operatério (3° dia)
Diferenga em gramas entre o peso inicial e o final (difpeso)
Percentagem da perda de peso entre o inicio e a eutanasia (%perda)




64

APENDICE 2- TABELA DE EVOLUCAO DOS PESOS DOS ANIMAIS, COM
OS PESOS INICIAIS E FINAIS, MEDIDOS NO 7° DPO. EM
GRAMAS.

ANIMAL GRUPO PESO INICIAL 7°DIA DIF PESO % PERDA
4 Controle 278,44 279,99 1,55 -0,56
7 Controle 291,96 277,62 -14,34 4,91
13 Controle 308,64 266,96 -41,68 13,50
19 Controle 297,24 301,62 4,38 -1,47

26 Controle 301,78 292,72 -9,06 3,00
29 Controle 318,05 255,45 -62,60 19,68
37 Controle 304,44 264,86 -39,58 13,00
48 Controle 270,32 268,04 -2,28 0,84
50 Controle 321,89 265,69 -56,20 17,46
55 Controle 323,41 324,93 1,52 -0,47
1 SMT 306,74 251,12 -55,62 18,13
10 SMT 305,96 279,87 -26,09 8,53
16 SMT 306,81 obito

22 SMT 309,10 obito

25 SMT 299,29 279,82 -19,47 6,51
30 SMT 285,20 248,71 -36,49 12,79
40 SMT 324,47 264,72 -59,75 18,41
46 SMT 312,96 293,41 -19,55 6,25
49 SMT 304,84 280,60 -24,24 7,95
56 SMT 364,84 325,79 -39,05 10,70

Notas: Grupo de estudo (smt)
Sétimo dia de pds-operatorio (7° dia)
Diferenga em gramas entre o peso inicial e o final (difpeso)
Percentagem da perda de peso entre o inicio e a eutanasia (%perda)
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APENDICE 3— TABELA DE EVOLUGCAO DOS PESOS DOS ANIMAIS, COM OS
PESOS INICIAIS E FINAIS, MEDIDOS NO 14° DPO. EM GRAMAS.

14°

ANIMAL GRUPO PESO INICIAL DIA DIF PESO % PERDA
5 Controle 323,29 350,90 27,61 -8,54
9 Controle 310,70 337,81 27,11 -8,73
14 Controle 324,68 330,79 6,11 -1,88
20 Controle 312,93 259,98 -52,95 16,92
28 Controle 302,36 322,26 19,90 -6,58
35 Controle 338,12 313,43 -24,69 7,30
39 Controle 328,07 346,39 18,32 -5,58
43 Controle 308,04 319,32 11,28 -3,66
54 Controle 341,15 360,67 19,52 -5,72
60 Controle 334,59 319,70 -14,89 4,45
2 SMT 322,97 339,07 16,10 -4,98
8 SMT 301,80 336,91 35,11 -11,63
17 SMT 291,08 303,99 12,91 -4,44
23 SMT 300,14 obito
27 SMT 301,08 287,71 -13,37 4,44
34 SMT 327,90 308,26 -19,64 5,99
38 SMT 329,63 316,34 -13,29 4,03
44 SMT 328,60 obito
53 SMT 332,76 343,86 11,10 -3,34
58 SMT 346,40 298,40 -48,00 13,86

Notas: Grupo de estudo (smt)

Terceiro dia de pds-operatério (3° dia)
Diferenga em gramas entre o peso inicial e o final (difpeso)
Percentagem da perda de peso entre o inicio e a eutanasia (%perda)



APENDICE 4 - INVENTARIOﬂDA CAVIDADE ABDOMINAL A
REOPERAGCAO DOS ANIMAIS DE 1 A 30.

ANIMAL ADERENCIAS DEISCENCIA VAZAMENTO

1 presente ausente ausente
2 presente ausente ausente
3 presente presente ausente
4 presente ausente ausente
5 presente ausente ausente
6 presente ausente ausente
7 presente ausente ausente
8 presente ausente ausente
9 presente ausente ausente
10 presente ausente ausente
11 presente ausente ausente
12 ausente ausente ausente
13 presente ausente ausente
14 presente ausente ausente
15 ausente ausente ausente
16 ausente ausente ausente
17 presente ausente ausente
18 presente ausente ausente
19 presente ausente ausente
20 presente presente ausente
21 presente presente ausente
22 ausente ausente ausente
23 ausente ausente ausente
24 ausente ausente ausente
25 presente ausente ausente
26 presente ausente ausente
27 presente ausente ausente
28 presente ausente ausente
29 presente presente ausente
30 presente presente ausente

Notas: Numero do animal (ANIMAL)
Deiscéncia anastomética (DEISCENCIA)
Vazamento anastomaético (VAZAMENTO)



APENDICE 5 - INVENTARIOﬂDA CAVIDADE ABDOMINAL A
REOPERAGCAO DOS ANIMAIS DE 31 A 60.

ANIMAL ADERENCIAS DEISCENCIA VAZAMENTO

31 presente ausente ausente
32 presente presente ausente
33 presente ausente ausente
34 presente ausente ausente
35 presente presente ausente
36 presente ausente ausente
37 presente presente ausente
38 presente presente ausente
39 presente ausente ausente
40 presente presente ausente
41 presente ausente ausente
42 presente ausente ausente
43 presente ausente ausente
44 ausente ausente ausente
45 presente ausente ausente
46 presente ausente ausente
47 presente presente ausente
48 presente ausente ausente
49 presente ausente ausente
50 presente presente ausente
51 presente ausente ausente
52 presente ausente ausente
53 presente ausente ausente
54 presente ausente ausente
55 presente ausente ausente
56 presente ausente ausente
57 presente ausente ausente
58 presente ausente ausente
59 presente ausente ausente
60 presente presente ausente

Notas: Numero do animal (ANIMAL)
Deiscéncia anastomética (DEISCENCIA)
Vazamento anastomaético (VAZAMENTO)
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APENDICE 6 — FORGA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE DOS ANIMAIS DE

1 A 30 AVALIADO EM NEWTONS.

FORCA DE
ANIMAL DROGA DIA EUTAN RUPTURA
1 SMT 7 1,23
2 SMT 14 1,23
3 SMT 3 0,78
4 Controle 7 1,76
5 Controle 14 1,27
6 Controle 3 1,03
7 Controle 7 1,55
8 SMT 14 2,13
9 Controle 14 2,45
10 SMT 7 1,03
11 Controle 3 0,31
12 SMT 3 0,49
13 Controle 7 1,58
14 Controle 14 2,45
15 Controle 3 0,00
16 SMT 7 0,00
17 SMT 14 1,15
18 SMT 3 0,11
19 Controle 7 1,55
20 Controle 14 2,68
21 Controle 3 0,72
22 SMT 7 0,00
23 SMT 14 0,00
24 SMT 3 0,00
25 SMT 7 0,94
26 Controle 7 0,88
27 SMT 14 2,17
28 Controle 14 2,70
29 Controle 7 1,13
30 SMT 7 0,94

Notas: Numero do animal (ANIMAL)
Grupo estudo (SMT)
Grupo controle (Controle)
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APENDICE 7 — FORGA DE RUPTURA DAS ANASTOMOSES DOS ANIMAIS
DE 31 A 60 AVALIADO EM NEWTONS.

FORCA DE
ANIMAL DROGA DIA EUTAN RUPTURA
31 Controle 3 0,49
32 SMT 3 0,45
33 Controle 3 0,11
34 SMT 14 2,33
35 Controle 14 1,60
36 SMT 3 0,49
37 Controle 7 1,29
38 SMT 14 1,96
39 Controle 14 1,33
40 SMT 7 1,64
41 Controle 3 0,41
42 SMT 3 0,58
43 Controle 14 2,04
44 SMT 14 0,00
45 Controle 3 0,45
46 SMT 7 2,25
47 SMT 3 0,49
48 Controle 7 0,94
49 SMT 7 0,86
50 Controle 7 0,92
51 SMT 3 0,54
52 Controle 3 0,15
53 SMT 14 1,82
54 Controle 14 1,44
55 Controle 7 1,96
56 SMT 7 0,92
57 Controle 3 0,27
58 SMT 14 2,99
59 SMT 3 1,00
60 Controle 14 2,23

Notas: Numero do animal (ANIMAL)

Grupo estudo (SMT)

Grupo controle (Controle)



APENDICE 8 —- CONCENTRAGAO DE NITRITO/NITRATO NO SORO DOS
ANIMAIS DE 1 A 30. RESULDADO EXPRESSO EM pM

ANIMAL DOSAGEM DE NO3

1

2 17.05
3 46.94
4 88.59
5 16.92
6 95.64
7 21.23
8 20.70
9 19.66
10 33.50
11 37.81
12 24.88
13 28.02
14 17.18
15

16

17 16.79
18 23.45
19 28.54
20 15.35
21 15.74
22

23

24

25 24.23
26 28.93
27 23.84
28 21.23
29 22.66

26.58

(%)
[e)




APENDICE 9 - CONCENTRAGAO DE NITRITO/NITRATO NO SORO DOS
ANIMAIS DE 31 A 60. RESULDADO EXPRESSO EM pM.

ANIMAL DOSAGEM DE NO3
31 20.97
32 14.18
33 11.30
34 15.87
35 20.44
36 16.66
37 15.48
38 25.27
39 18.75
40 21.88
41 15.61
42 12.61
43 24.75
44
45 15.22
46 20.31
47 18.49
48 20.44
49 18.75
50 14.57
51 20.57
52 34.80
53 26.97
54 23.71
55 14.96
56 13.52
57 16.62
58
59 15.61

60 2540
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APENDICE 10 - INDICADORES HISTOPATOL()GICOS DOS ANIMAIS DO GRUPO
CONTROLE COM EUTANASIA NO 3° DPO (N=9)

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Congestao +++ +++  ++ -+ ++ +++  +++  +++
Edema +++  ++ -+ 4+ ++ + +++  +++
Hemorragia + 44+ + ++++ + + + + +++
Ulceragao 0 + 0 +++ 44 0 +++ 0 0
Necrose 0 ++  +++ + ++++ ++++ ++++
Polimorfonuclear ++ ++++ 4+ A e e
Mononuclear ++ 4+ + + + ++ + + +
Vasos neoformados 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Granulagao 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fibrose 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NOTA: Dia de pés-operatério (DPO)

Leve(+)

Moderada(++)

Marcante(+++)

Intensa(++++)

APENDICE 11 - INDICADORES HISTOPA:I'OL()GICOS DOS ANIMAIS DO
GRUPO SMT COM EUTANASIA NO 3° DPO

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Congestao s T R o o e e R & SR S S
Edema ++ ++++ +++ A+ -+ A+
Hemorragia +  +++ o+ 0 + FH+  +++ ++ 4+
Ulceragao +  +++ 0 + + + + 0 ++
Necrose +++ ++++ 0 + ++ 4+ At
Polimorfonuclear ++  ++++ 4+ I = = S = = o S o S o S S A
Mononuclear ++  ++ 4+ + + + + + +
Vasos neoformados 0 + + + + + + + 0
Granulagao +  ++ + + + + ++  ++ 0
Fibrose 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NOTA: Dia de pds-operatério (DPO)

Leve(+)

Moderada(++)

Marcante(+++)

Intensa(++++)
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APENDICE 12 - INDICADORES HISTOPATOL()GICOS DOS ANIMAIS DO GRUPO
CONTROLE COM EUTANASIA NO 7° DPO

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Congestao + + + + + + ++ + + +
Edema + + ++ + +++ + + + ++ +
Hemorragia 0 + 0 0 0 0 + 0 0 0
Ulceragao +++ + ++ 44+ + ++++  +++ 0 ++  ++++
Necrose ++ + +++ 4+ ++ +++ ++++ 0 + +++
Polimorfonuclear +++ +++ -+ + ++ 44+
Mononuclear + + + ++ + + + +++  ++ +
Vasos neoformados +++ ++  +++  +++  +++ HH+ +H++ 0+ ++ ++
Granulacao +++ +++  +++ -+ ++
Fibrose + + + ++ ++ ++ ++  +++ 4+
NOTA: Dia de pés-operatério (DPO)

Leve(+)

Moderada(++)

Marcante(+++)

Intensa(++++)

APENDICE 13 - INDICADORES HISTOPATQLOGICOS DOS ANIMAIS DO
GRUPO SMT COM EUTANASIA NO 7° DPO

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Congestao +  ++ + + + +++ + +
Edema + o+ O+ + + + + ++
Hemorragia 0 0 0 0 0 + + 0
Ulceragao 0 ++ + ++ 4+t e+
Necrose 0 ++  +++ 4+ + ++ ++
Polimorfonuclear + 4+t 4+ ++ ++  ++
Mononuclear +++ o+ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Vasos neoformados ++ +++ +++ +++  +++ +H++ HH+ HH+
Granulagao ++  +++  +++ e+ A
Fibrose +++ + ++ + + + 4+ 4+
NOTA: Dia de pos-operatério (DPO)

Leve(+)

Moderada(++)

Marcante(+++)

Intensa(++++)
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APENDICE 14 - INDICADORES HISTOPA'I"OL()GICOS DOS ANIMAIS DO GRUPO
CONTROLE COM EUTANASIA NO 14° DPO

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Congestao ++ 4+ 0 0 + ++ 0 0 +
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hemorragia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ulceragao 0 0 0 0 0 + 0 0 + +
Necrose 0 0 0 0 0 + 0 0 + +
Polimorfonuclear ++ o+ + + + ++ + + + +
Mononuclear ++  +++  +++ .+ A+
Vasos neoformados ++ +++ ++  +++  ++ +++ 4+
Granulagdo + ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +++ +++
Fibrose ++ ++++ + -
NOTA: Dia de pés-operatério (DPO)

Leve(+)

Moderada(++)

Marcante(+++)

Intensa(++++)
APENDICE 15 - INDICADORES HISTOPATOLOGICOS DOS ANIMAIS DO

GRUPO SMT COM EUTANASIA NO 14° DPO

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Congestao ++  ++ ++ + + + + +
Edema + ++ + + + 0 + 0
Hemorragia 0 + 0 0 0 0 0 0
Ulceragao ++ 0 0 0 0 0 ++ 0
Necrose ++ 0 0 0 0 0 +++ 0
Polimorfonuclear +++  + + + + + ++ +
Mononuclear +++ +++ A+ + +++  +++
Vasos neoformados ++ + ++  +++ ++ ++ +++  ++
Granulagao ++  ++ ++  +++ ++ +++  ++
Fibrose N e = = + +++ -+
NOTA: Dia de pds-operatério (DPO)

Leve(+)

Moderada(++)

Marcante(+++)

Intensa(++++)
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