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RESUMO

Gastrosquise € um defeito congénito da parede abdominal anterior no qual as alcas
intestinais ficam herniadas e em contato com o liquido amnidtico (LA) cuja exposi¢do cronica
resulta em vdrias disfuncdes intestinais no periodo pds-natal. Para reduzir o efeito danoso desta
exposicdo utilizou-se em modelo animal, dosagens diferentes de S-nitrosoglutationa (GSNO),
doador de 6xido nitrico (NO) e para a concentragdo mais diluida acrescentou-se o hidrogel de
N-isopropilacrilamida (NIPAAm) copolimerizado com 4cido acrilico (Aac) para cobrir as alcas
fetais expostas fetais afim de avaliar o tratamento com NO e a prote¢do oferecida pelo
biomaterial. A gastrosquise foi induzida cirurgicamente em fetos de ratas com 18,5 dias de
gestacdo. Os fetos foram separados em dez grupos: controle externo (CE), gastrosquise (G),
controle interno (CI), Sham (S), gastrosquise + adesivo de fibrina - Beriplast® (GA),
gastrosquise + adesivo de fibrina + hidrogel seco (GAH), gastrosquise + GSNO a 50 uM
(GNOI), gastrosquise + GSNO a 5 uM (GNO?2), gastrosquise + GSNO a 0,5 uM (GNO3),
gastrosquise + GSNO a 0,05 uM (GNO4), gastrosquise + adesivo de fibrina + hidrogel seco +
GSNO a 0,05 uM (GAHNO4). Com 21,5 dias de gestacdo, os fetos foram colhidos por cesédrea
e o hidrogel foi cuidadosamente removido. Ao grupo GNOI nao foi dada continuidade, pois a
dosagem foi nociva aos animais. Dados de peso corporal e intestinal foram aferidos e algumas
amostras do intestino foram fixadas para estudo histométrico e imunoistoquimico e outras
congeladas para western blotting e quimioluminescéncia. Resultados das medidas morfolégicas
e histométricas, como peso, didmetro, espessura das camadas e da parede intestinal,
demostraram que o grau de protecdo e tratamento das algas intestinais foi eficaz nos grupos
GAH e GAHNOA4, pois apresentaram valores significamente menores, assim como 0s grupos
CE e CI e diferente dos grupos G, GA, GNO2, GNO3 e GNO4 que indicaram processo
inflamatério. A expressdo das enzimas nNOS, iNOS e eNOS por meio de western blotting e
imunoistoquimica dimunuiu principalmente nos grupos GAH, GNO4 e GAHNO4 ficando
iguais aos grupos CE e CI. A quantificacao de nitrato e nitrito (NOX) no intestino e no LA por
quimioluminescéncia nos grupos G, CI e S, mostrou que o NO se difunde do tecido intestinal
para o LA, no grupo G e isso pode ser a causa para o aumento da expressdo da enzima NOS.
Sendo assim, a aplicac@o do hidrogel aderido pelo adesivo de fibrina mostrou servir como uma
efetiva protecdo das algas herniadas e o tratamento concomitante com GSNO a 0,05 pM

também ajudou na reducao significante da inflamacao na gastrosquise.
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ABSTRACT

Gastroschisis is a congenital defect of the anterior abdominal wall in which the
herniated bowel is in contact with the amniotic fluid (LA) whose chronic exposure results in
several postnatal bowel dysfunction. To reduce the harmful effect of this exposure it was used
in an animal model, different doses of S-nitrosoglutathione (GSNO), donor of nitric oxide
(NO) and the more dilute concentration was added to the hydrogel of N-isopropylacrylamide
(NIPAAm) copolymerized acrylic acid (Aac) to cover the exposed fetal handles in order to
assess fetal treatment with NO and the protection offered by the biomaterial. Gastroschisis
was surgically induced in fetuses of female Sprague-Dawley rats at 18.5 days of
gestation. The fetuses were separated into ten groups: external control (CE), gastroschisis (G)
internal control (CI), Sham (S), gastroschisis + fibrin adhesive - Beriplast® (GA),
gastroschisis + fibrin adhesive + dry hydrogel (GAH), gastroschisis + 50 uM GSNO
(GNOL1), gastroschisis + 5 uM GSNO (GNO?2), gastroschisis + 0.5 uM GSNO (GNO3),
gastroschisis + 0.05 uM GSNO (GNO4), gastroschisis + fibrin adhesive + dry hydrogel + to
0.05 uM GSNO (GAHNO4). On day 21.5 of gestation, fetuses were collected by cesarean
section and the hydrogel was carefully removed. The group GNO1 was not given continuity,
because the dosage was harmful to the animals. Data of body weight and intestinal samples
were measured and some intestinal samples were fixed for immunohistochemical and
histometric study and the others were frozen for western blotting and
chemiluminescence. Results of morphological and histometric measures such as weight,
diameter and thickness of the intestinal wall, showed that the degree of protection and
treatment of bowel was effective in groups GAH and GAHNO4 because they showed
significantly lower values, as well as groups CE and CI and different from groups G, GA,
GNO?2, GNO3 and GNO4 that indicated inflammatory process. The expression of nNO, iNOS
and eNOS enzymes by western blotting and immunohistochemistry decreased especially in
groups GAH, GNO4 and GAHNO4, getting the same results as the CE and CI
groups. Quantification of nitrate and nitrite (NOx) by chemiluminescence in the bowel and
LA of groups G, S and CI showed that NO diffused from the intestinal tissue to LA in the
group G and this may be the cause for the increased expression of the NOS
enzymes. Therefore, the application of hydrogel joined by fibrin adhesive showed an effective
protection of the herniated bowel and concomitant treatment with GSNO at 0.05 pM, also

helped in significant reduction in inflammation in gastroschisis.
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(Grupo GHNOA4) e (F) adesao e intumescimento do hidrogel ...........c.ccccceeenennee
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Figura 6 — Em A, fotografia da disseccdo do intestino desde o piloro ao reto.
Em B, fotografia da balanca analitica, onde foram medidos todos os pesos
corporais em gramas (PC) de todos os fetos estudados, e também a pesagem
sobre papel aluminio do intestino dissecado (PI) ........cccooviiviiiiniiiiniiiinieeies
Figura 7 — Esquema das medidas em cortes histolégicos transversais de
intestino para a andlise estatistica. Em A, aumento de 20x para medida dos
diametros, observando que no D-I e D-III € desde a serosa e em D-II e D-IV é
desde a mucosa. Em B, aumento de 200x para medida das camadas, sendo 1-
Serosa, 2 — Muscular Longitudinal, 3 — Muscular Circular, 4 — Submucosa e
mucosa € 5 — Espessura total da parede ..........cccceevviiiriiiiniiiiniiiinceee
Figura 8 — Fotografias de alguns exemplares de intestinos de fetos de rato
retirados do dtero materno com 21,5 dias de gestacdo. A — Exemplo de intestino
dos fetos dos grupos CE e CI; B — Exemplo de intestino dos fetos dos grupos G
e GA; C - Exemplo de intestino dos fetos do grupo GNO4; D — Exemplo de
intestino dos fetos dos grupos S, GAH e GAHNOA4. E - Exemplo de intestino
dos fetos dos grupos GA, GNO2 e GNO3. F - Hidrogel intumescido apds ser
retirado do intestino. Nota-se inflamacdo mais intensa nos grupos representados

pelafigura SB € SE ...

Figura 9 - Fotografia dos fetos de rato apds a cesdrea com 21,5 dias de
gestacdo. A — Feto do grupo GNO4 com intestino exposto. B — Intestino do
grupo GNO4 ndo muito inflamado, mesmo apds exposi¢do ao LA. C - Feto do
grupo G com o intestino totalmente inflamado e ao seu lado o feto do grupo
GAH com o intestino ainda coberto pelo hidrogel. D — Dissecacdo do feto do

grupo GAH expondo o intestino que ndo apresenta inflamacao das alcas .............

Figura 10 - Fotomicrografia dos didmetros dos intestinos dos fetos dos dez
grupos. A — Controle Externo (CE); B — Gastrosquise (G); C — Controle Interno
(CI); D = Sham (S); E — Gastrosquise e adesivo (GA); F — Gastrosquise com
adesivo e hidrogel (GAH); G — Gastrosquise ¢ GSNO a 5 uM (GNO2); H -
Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3); I - Gastrosquise € GSNO a 0,05 uM
(GNO4); J - Gastrosquise, hidrogel, adesivo e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4).
Nota-se que os intestinos dos fetos dos grupos G, GA e GNO2 sido maiores que

dos outros grupos, enquanto que os grupos GAH, GNO4 e GAHNO4
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apresentam diametro menor igual aos grupos CE e CI. Barra de 200 pm ..............
Figura 11 - Fotomicrografia das paredes intestinais dos fetos dos dez grupos. A
— Controle Externo (CE); B — Gastrosquise (G); C — Controle Interno (CI); D —
Sham (S); E — Gastrosquise e adesivo (GA); F — Gastrosquise com adesivo e
hidrogel (GAH); G - Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO2); H - Gastrosquise e
GSNO a 0,5 uM (GNO3); I - Gastrosquise € GSNO a 0,05 uM (GNO4); J -
Gastrosquise, hidrogel, adesivo e GSNO a 0,05 uM (GAHNOA4). As paredes dos
grupos GAH e GAHNO4 sdo iguais dos grupos CE e CI. Barras de 30 ym ..........

Figura 12 - Fotomicrografia da vilosidade intestinal e da camada serosa na G.
A — Vilosidade intestinal evidenciando o epitélio prismdtico (*) e o tecido
conjuntivo com hemdéceas (seta). B — Epitélio de revestimento possui as células
com bordas estriadas, constituidas por microvilos para aumentar a absorcao
(seta). C — Célula caliciforme em evidéncia (setas). D — Na G, a camada serosa
€ a primeira que aumenta em espessura (seta). Barrade 10 pm ........ccccccoeeieenne

Figura 13 — Imunoistoquimica para andlise da expressdo de nNOS nos grupos
estudados. A — Controle Externo (CE); B — Gastrosquise (G); C — Controle
Interno (CI); D — Sham (S); E — Gastrosquise e adesivo (GA); F — Gastrosquise
com adesivo e hidrogel (GAH); G — Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO2); H -
Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3); I - Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM
(GNO4); J - Gastrosquise, hidrogel, adesivo e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4).
Barra de 30 UM c...eeeeeeeeeeeee e e e e e st e e e

Figura 14 — Imunoistoquimica para andlise da expressdo de iNOS nos grupos
estudados. A — Controle Externo (CE); B — Gastrosquise (G); C — Vilosidade
intestinal em evidéncia mostrando a forte imunomarcacdo na Gastrosquise; D -
Controle Interno (CI); E — Sham (S); F — Gastrosquise e adesivo (GA); G —
Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH); H — Gastrosquise € GSNO a 5 uM
(GNO2); I - Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3); J - Gastrosquise e GSNO
a 0,05 uM (GNO4); K - Gastrosquise, hidrogel, adesivo e GSNO a 0,05 uM
(GAHNO4); L - Vilosidade intestinal em evidéncia mostrando a fraca marcagao
no grupo GAHNO4. Barra de 30 M ..coooeveiiiiiiniiiieeeceeceeceeceeeeeee e

Figura 15 — Imunoistoquimica para anélise da expressdao de eNOS nos grupos

estudados. A — Controle Externo (CE); B — Gastrosquise (G); C — Controle
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Interno (CI); D — Sham (S); E — Gastrosquise e adesivo (GA); F — Gastrosquise
com adesivo e hidrogel (GAH); G — Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO2); H -
Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3); I - Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM
(GNO4); J - Gastrosquise, hidrogel, adesivo e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4).
Barra de 30 m ..o e

Figura 16 — Andlise da expressdo de nNOS por Western blotting para todos os
grupos estudados. A triade formada por G, CI e S correu separadamente em
outro gel, porém no mesmo dia, na mesma cuba e nas mesmas condicoes ...........

Figura 17 — Andlise da expressdo de iNOS por Western blotting para todos os
grupos estudados. A triade formada por G, CI e S correu separadamente em
outro gel, porém no mesmo dia, na mesma cuba e nas mesmas condicoes ...........

Figura 18 — Andlise da expressdo de eNOS por Western blotting para todos os
grupos estudados. A triade formada por G, CI e S correu separadamente em

outro gel, porém no mesmo dia, na mesma cuba e nas mesmas condicoes ...........
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Grafico 7 — Diametro Externo I, em um, em corte transversal dos intestinos dos
fetos dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G),
Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel
(GAH), Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO?2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM
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Grafico 8 — Didmetro Externo II, em um, em corte transversal dos intestinos dos
fetos dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G),
Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel
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H (D < 0,00T) e
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Grafico 9 — Diametro Interno I, em pum, em corte transversal dos intestinos dos
fetos dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G),
Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel
(GAH), Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM
(GNO3), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e
GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio padrio e diferenca estatistica.
H (P < 0,00T) e
Grifico 10 — Diametro Interno II, em um, em corte transversal dos intestinos dos
fetos dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G),
Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel
(GAH), Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM
(GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e
GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio padrio e diferenca estatistica.
H (P < 0,001) ettt st e b e
Grafico 11 — Espessura, em pum, da parede intestinal em corte transversal dos
intestinos dos fetos dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI),
Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com
adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise € GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise
e GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,05 uM (GNO4) e
Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio padrio e
diferenca estatistica. # (P < 0,001) cocveveriiiiiiiieiieeee e
Grafico 12 - Espessura, em pm, da camada serosa em corte transversal dos
intestinos dos fetos dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI),
Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com
adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise € GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise
e GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,05 uM (GNO4) e
Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio padrio e
diferenca estatistica. # (P < 0,001) coeevrviiiiiiiiiiiie e
Grafico 13 — Espessura, em pum, da camada muscular longitudinal em corte
transversal dos intestinos dos fetos dos grupos Controle Externo (CE), Controle
Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA),
Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e GSNO a 5 uM
(GNO2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05
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uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com
desvio padrdo e diferenca estatistica. ** (p <0,01) #(( <0,001) ................
Grafico 14 - Espessura, em pum, da camada muscular circular em corte
transversal dos intestinos dos fetos dos grupos Controle Externo (CE), Controle
Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA),
Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise € GSNO a 5 uM
(GNO2), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05
uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com
desvio padrao e diferenca estatistica. # (p < 0,001) .ccceeviiiiiiniiiiiiniieeee
Grifico 15 — Espessura, em pum, das camadas submucosa e mucosa juntas em
corte transversal dos intestinos dos fetos dos grupos Controle Externo (CE),
Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo
(GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise ¢ GSNO a 5
uM (GNO?2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise € GSNO a
0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com
desvio padrao e diferenca estatistica. # (p < 0,001) ..ooovivieviiiiniiiiiniiiiiieeeeeen,
Grafico 16 — Intensidade de marcacdo, expressa em valores arbitrarios das
médias, da expressdo de nNOS em imunoistoquimica para os fetos dos grupos:
Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S),
Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH),
Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM
(GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e
GSNO 2 0,05 UM (GAHNOM4) ..ottt
Grafico 17 — Intensidade de marcacdo, expressa em valores arbitrarios das
médias, da expressdo de iINOS em imunoistoquimica para os fetos dos grupos:
Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S),
Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH),
Gastrosquise ¢ GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM
(GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e
GSNO 2 0,05 UM (GAHNOZ) .ottt
Grafico 18 — Intensidade de marcacdo, expressa em valores arbitrarios das
médias, da expressdo de eNOS em imunoistoquimica para os fetos dos grupos:

Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S),
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Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH),
Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM
(GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e
GSNO 2 0,05 UM (GAHNOM4) ..ottt
Grafico 19 — Valores das medias de densidade dtica das bandas de western
blotting para nNOS de todos os grupos estudados: Controle Externo (CE),
Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo
(GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise ¢ GSNO a 5
uM (GNO?2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise € GSNO a
0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) .........
Grafico 20 — Valores das medias de densidade dtica das bandas de western
blotting para iNOS de todos os grupos estudados: Controle Externo (CE),
Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo
(GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise ¢ GSNO a 5
uM (GNO2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise e GSNO a
0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) .........
Grafico 21 - Valores das medias de densidade dtica das bandas de western
blotting para eNOS de todos os grupos estudados: Controle Externo (CE),
Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo
(GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise ¢ GSNO a 5
uM (GNO?2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise € GSNO a
0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) .........
Grafico 22 — Quantificagdo de NOx no intestino por Quimioluminescéncia dos
grupos G ,Cl e S, com desvio padrdo e diferenca estatistica. * p < 0,05 ..............
Grifico 23 — Quantificagdo de NOx no LA por Quimioluminescéncia dos grupos
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1.1.  Aspectos clinicos e fisiolégicos da Gastrosquise

A gastrosquise ¢ um defeito congénito da parede abdominal caracterizado por um
pequeno orificio, geralmente localizado a direita do umbigo, que permite a herniacio e exposi¢ao
permanente das alcas intestinais ao liquido amnidtico (LA) e seus componentes durante a
gestacdo (1,2).

A exposicdo permanente das algcas ao LA e seus componentes causa alteracdes da
morfologia e da histologia da parede intestinal que leva a hipomotilidade intestinal e deficiéncia
na absorcao dos nutrientes (3,4,5). A hipomotilidade e a deficiéncia absortiva intestinal, por sua
vez, obrigam a utilizacdo de nutricdo parenteral prolongada e elevam a possibilidade de ocorrer
complicagdes pds-operatdrias, o que aumenta a morbidade, a mortalidade e o custo do tratamento
médico-hospitalar (6,7).

A gastrosquise acontece devido a uma falha no retorno das algas intestinais ainda
embriondrias para dentro da cavidade abdominal quando esta inicia seu fechamento. No embrido,
o intestino médio sofre um alongamento rdapido por volta da 5° semana de gestacdo,
principalmente da por¢do cefilica (duodeno), resultando na formacdo da al¢a intestinal primdria
que penetra no celoma extra-embriondrio durante a 6° semana de gestagdo, comunicando-se com
o saco vitelino através do duto vitelino. Ao mesmo tempo em que a alca se alonga, ela gira no
sentido anti-hordrio em torno do eixo da artéria mesentérica superior, dando origem aos célons
com o ceco que ird se posicionar a direita no abdome. Por fatores ainda desconhecidos, as alcas
intestinais herniadas comecam a voltar para a cavidade abdominal por volta da 10° semana, mas
podem escapar por meio de uma fraqueza na parede localizada a direita do umbigo devido a falha
da migracdo das células musculares provenientes de miotomos dorsais nesta regido. Quando
ocorre falha no retorno das algas intestinais para a cavidade abdominal, a rota¢do anti-horaria é
incompleta e as alcas permanecem exteriorizadas em contato direto com o LA o que define
embriologicamente o defeito que € a gastrosquise (1).

Apesar da etiologia da gastrosquise ser ainda desconhecida (8,9,10), alguns autores
sugerem que ela ocorreria por uma regressdo ou lesdo precoce de uma das artérias
onfalomesentéricas na fase embriondria, quando estas artérias ligam o saco vitelinico a aorta

dorsal (11).

55



Outras malformacdes vasculares, como: involu¢do da veia umbilical direita, interrup¢cao
do ramo terminal da artéria mesentérica superior e/ou ruptura do corddo umbilical intra-utero
também sdo apontadas como causas da gastrosquise. Alteragdes genéticas (grupos familiares com
padrao de heranca autossOmica, de expressdo varidvel), teratog€nicas (radiacdo na fase de
implantacdo), e drogas como o 4cido acetilsalicilico, a pseudoefedrina, o acetaminofen e o
tabagismo, estariam também envolvidas na sua etiologia (12,13).

A gastrosquise ocorre em 1:5.000 a 1:10.000 nascidos vivos, acomete mais meninos que
meninas numa propor¢do aproximada de 2:1 (6,8,13,14) e incide mais em fetos de maes com
idade abaixo dos 20 anos de baixa condi¢do sécio-econdmica, baixa escolaridade, associada a
histéria obstétrica de aborto e curto intervalo de tempo entre a menarca e primeira gravidez
(12,15).

A taxa de mortalidade da gastrosquise varia de 4 a 22 % mas pode chegar a 28 %
quando associada a atresia intestinal ou perfuracdo e a 100 % quando ocorre volvo do intestino
médio (12,16,17,18). Em geral, nos paises desenvolvidos onde hd uma grande quantidade de
unidades de terapia intensiva pedidtrica e neonatal e boa assisténcia pré-natal, a mortalidade vem
diminuindo com taxas de 5 a 10 %, ja no Brasil a mortalidade passou de 52 %, taxa considerada
muito alta e explicada pelas baixas condi¢des de atendimento perinatal principalmente
(11,19,20). Porém, um estudo realizado em trés centros universitarios no Brasil verificou que a
taxa de sobrevivéncia € alta, cerca de 85,9%, apés cirurgia de fechamento da gastrosquise e seria
melhor se houvesse maior atengdo aos distirbios metabdlicos e hidroeletroliticos (21).

A gastrosquise raramente estd associada a alteracdes cromossOmicas, mas associada a
alteracOes anatOmicas, especialmente as atresias intestinais e malformagdes cardiacas, que vem
aumentando em incidéncia (13). Outras associagdes menos freqiientes sdo ainda a criptorquidia, a
hipospddia e as deformidades dos membros inferiores (8).

Gastrosquise pode ser diagnosticada no periodo pré-natal por meio da ultra-sonografia,
sendo possivel visualizar as alcas intestinais na cavidade amnidtica por volta da 18° semana
(16,22,23) e tendo como possiveis diagndsticos diferenciais a onfalocele, a extrofia vesical ou
cloacal (12).

A necessidade de repetidas cirurgias e o tempo de internagdo hospitalar agravam o
quadro, colaborando com o aumento das taxas globais de morbidade (24,25). Nas ultimas
décadas, a chance de sobrevivéncia dos neonatos portadores de gastrosquise vem aumentando
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devido a trés fatores: 1) criacdo de unidades de terapia intensiva neonatal; 2) desevolvimento de
avancos em nutri¢cdo parenteral e; 3) utilizacdo de novas drogas anestésicas que possibilitaram
uma melhor estabilidade hemodinamica e respiratéria durante o ato cirirgico (26).

H4é aproximadamente 40 anos, alguns autores (27) idealizaram a utiliza¢do de prétese de
silicone em formato cilindrico (silo), que seria ordenhada progressivamente, direcionando o
contedido intestinal de volta a cavidade abdominal. Posteriormente, o tratamento preconizado,
utilizado ainda atualmente para os neonatos com gastrosquise, ¢ o fechamento primdario do
defeito, imediatamente apds o parto (25,28). No entanto, existem casos onde o volume das alcas
intestinais € muito superior a cavidade abdominal. Consequentemente, o fechamento primario
ndo € indicado, pois acarreta grandes transtornos respiratérios e hemodinamicos (29).

A fisiopatologia dos mecanismos de lesdo da parede intestinal na gastrosquise fetal
ainda ndo estd completamente esclarecida, sabe-se que o tempo de exposi¢ao das algas intestinais
ao LA é um dos fatores freqiientemente considerados na origem do dano causado as alcas
intestinais fetais (15,22,30).

Inicialmente, a lesdo da parede intestinal da doenca era atribuida exclusivamente a
presenca de urina no LA, pois uma série dos componentes urindrios como glicose, proteinas,
eletrdlitos (Na*, Cl” e K*), uréia, creatinina, além de fosfatase alcalina e lactase poderiam ter uma
acdo toxica direta sobre as alcas (31,32,33,34). No entanto, outros autores comprovaram que a
lesdo das alcas intestinais é conseqiiéncia do contato das algas com o meconio no LA e ndo da
urina (35,36,37).

O contato do intestino com o LA e seus componentes leva a formacdo de uma fina
camada de fibrina (fibrous peel ou fibrous coating) sobre a camada serosa das algas intestinais
(38,39) e espessamento das outras camadas da parede que acaba causando encurtamento e
edemaciando o intestino (4,5,34,40). Estas alteracOes da estrutura de crescimento do 6rgdo
comprometem a organizacdo, a distribuicdo e o grau de maturidade dos ganglios e plexos
mioentéricos (41,42) com conseqiiente hipomotilidade intestinal prolongada. Devido a isso, tem
sido proposto por alguns autores, a antecipagdo do parto, em detrimento dos riscos da
prematuridade, a fim de minimizar o dano causado as alcas intestinais, apesar de ndo ser
frequente (43,44,45).

Virios modelos de experimentacdo animais vém sendo descritos para avaliar as alteragdes
histoldgicas e fisiopatoldgicas do intestino fetal na gastrosquise: ovelhas (40,46), coelhas (47),
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ratas (48), e embrides de aves (4,49). O modelo em ratos tem vdrias vantagens, pois o rato
apresenta curto periodo gestacional (termo=22 dias), oferece maior nimero de fetos por gestacdo

além de ser de baixo custo na aquisicao e manutencao (48).

1.2.  Fisiologia do 6xido nitrico (NO) e da enzima éxido nitrico sintase (NOS)

Um dos mecanismos envolvidos nas alteracdes das alcas intestinais na gastrosquise esta
relacionado ao 6xido nitrico (NO) e a sua enzima 6xido nitrico sintase (NOS). No modelo
experimental de gastrosquise em coelhos (47) e em embrides de galinha (4), o aumento da
atividade da NOS est4 relacionada a piora do aspecto inflamatério da alca e a sua diminuigdo estéd
relacionada a melhora das alcas intestinais.

O NO € um radical livre gasoso, altamente t6xico, constituindo uma molécula pequena,
com vida muito curta (de 6 a 10 segundos), pouco solivel em dgua e eletricamente neutra, o que
possibilita atravessar a membrana plasmadtica por difusdo simples e também percorrer distancias
supreendentes a partir da célula que a produz, antes da sua inativa¢do (50,51,52). O NO nao
necessita de um receptor especifico, nem de um canal protéico, estando livre para transitar e atuar
em diversos sitios. Devido a tais caracteristicas, ¢ uma molécula adequada para atura como
sinalizador intracelular e entre células vizinhas (50).

Por ser uma espécie radicalar, o NO € capaz de reagir rapidamente com outros radicais
bioldgicos, como oxigénio molecular e superéxido (O;). A reagdo com o O, € uma das mais
significantes, sendo o peroxinitrito (OONO) o produto desta reagdo, que ¢ um potente oxidante,
capaz de oxidar tidis, bases de DNA e destruir componentes celulares criticos. A meia-vida do
‘OONO, sob condi¢oes fisiolégicas, € aproximadamente 1 segundo, decompondo-se

espontaneamente para produzir nitrato (NO3’), conforme reagdo abaixo (53):

NO + 0, = "00NO = NO; (1)

Outra reagdo, na fase gasosa, que pode ocorrer in vivo € a oxida¢do do NO resultando na

producgdo de duas moléculas de outro radical paramagnético, o dioxido de nitrogénio (NO,):
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2NO + 0, = 2NO, )

Muitas células sdo capazes de sintetizar o NO através de hemeproteinas da familia
citocromo P450-like, chamadas de NO sintases (NOS). As NOS estdao presentes no citosol e sdo
dependentes de O,, NADPH, flavinas e biopterinas para exercer sua atividade. At¢ o momento,
foram isoladas e clonadas trés isoenzimas, sendo duas constitutivas em determinadas células e
uma induzivel, recebendo as siglas respectivas de cNOS e iNOS. Todas as trés isoenzimas sao
semelhantes estruturalmente, sendo homodiméricas, com pesos moleculares variando de 130.000
a 150.000 Da. Elas possuem um dominio Redutase, no qual ligam-se os cofatores NADPH, FAD
e FMN e outro dominio Oxidase, no qual ligam-se o grupo heme, o aminodcido L-arginina e a
tetrahidrobiopterina (BH4). Ligando os dois, hd a regido aonde se liga a Calmodulina (54).
Porém, elas s@o reguladas de modo diverso e induzidas a partir de genes localizados nos
cromossomos 7 (isoforma I), 12 (isoforma II) e 17 (isoforma III) (55).

A isoforma I ou 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) € constitutiva, calcio-calmodulina
dependente e estd presente em neurdnios, células epiteliais, Sistema Nervoso Central e Sistema
Nervoso Periférico e outros. A isoforma II ou 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) é uma NOS
induzida por citocinas e lipopolissacarideos, no endotélio e musculatura lisa vascular. Nao &
regulada por célcio. Produz grande quantidade de NO que tem efeito citostatico por inibi¢dao de
enzimas contendo ferro, também causando fragmentacio de DNA. Atua em parasitas e células
tumorais. Ja a isoforma III ou 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) é constitutiva, calcio-
calmodulina dependente e produz NO em endotélio vascular sob condicdes basais (54). A tabela

1 resume as principais caracteristicas das trés isoformas.

Tabela 1 — Resumo das principais caracteristicas das trés isoformas de NOS.

NOS I (nNOS) NOS II (iNOS) NOS III (eNOS)
Tipos Neuronal Induzivel Endotelial
Descoberta Neurdnios Macroéfagos Céls. Endoteliais
Expressao Constitutiva Induzida Constitutiva

Regulacao Dependente de Célcio Independente de Célcio  Dependente de Calcio

Sintese Baixa, intermitente Alta, continua Baixa, intermitente
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Em células de mamiferos, o NO ¢é gerado a partir da conversao do aminoécido L-arginina
para L-citrulina pela NOS (56,57). A sintese de NO ocorre através de uma reacdo em dois passos
formando o intermedidrio, NG-hidroxi-L-arginina (NOH-Arg) e posteriormente, através da

oxidacdo deste, sdo produzidos NO e L-citrulina (Figura 1).

COOH COOH COOH
1 ] ]
NH, - CH NH, = CH NH, = CH
] ] ]
CH, CH, CH,
1 [} [}
CH, CH, CH,
' = ' — ¢ + NO
CH, CH, CH,
] ] ]
NH NH NH
1 1 1
C = NH C = N=-OH E=0
] ] ]
NH, NH, NH,
L-arginina N- Hidroxi-L-arginina L- citrulina

Figura 1 - Estrutura quimica dos aminodcidos envolvidos na formac¢do do NO. As
representagdes graficas para cada composto estdo representadas pela mesma cor do nome e

abaixo de cada férmula.

Esta reacdo ocorre com a participagdo de co-fatores redox necessarios para a atividadade
da NOS (58,59), tais como: 1) NADPH, que € o verdadeiro doador de elétrons da reacdo; 2) FAD
e FMN, cofatores que canalizam os eletrons do NADPH para o grupamento heme, onde o ferro
reduzido pela transferéncia de um elétron vindo do NADPH se liga ao oxigénio molecular, que é
entdo clivado, liberando um dtomo de oxigénio como dgua, sendo o outro incorporado em um dos
nitrogénios guanidinicos terminais da arginina para produzir o intermedidrio NOH-Arg; em
seguida, a ativacdo de outra molécula de oxigénio facilita a oxidacdo do NOH-Arg, produzindo
agua, NO e L-citrulina; 3) calmodulina (CaM), que tem o papel de desencadear a transferéncia de
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eletréns das flavinas para o grupo heme e finalmente 4) tetrahidrobiopterina (BH4), com fungao

ainda pouco esclarecida, mas de grande importincia para a catdlise da reagdo de sintese de NO

(60) (Figura 2).

Figura 2 — Formagao de NO pelas enzimas nNOS e eNOS, dependentes de célcio. No citosol, o
doador de elétrons NADPH libera um elétron no Dominio Redutase da NOS, liberando NADP*.
O elétron € conduzido passando pelas flavinas FAD e FMN, pela Calmodulina contendo ions
Ca”* ligados até seu destino final, o Dominio Oxidase, onde o grupo heme contendo Fe’* serd
reduzido a Fe**. O oxigénio molecular é clivado em dois dtomos de oxigénio, no qual um dard
origem a dgua e o outro se liga a por¢do guanidinica do aminodcido L-arginina (vermelho),
formando o composto intermedidrio NOH-Arg (azul) que ao se ligar novamente a um oxigénio

molecular, dard origem ao NO, H,0 e L-citrulina (lilas).
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NO ¢é uma molécula endégena importante na regulacdo do tdnus vasomotor, nas
interacdes com parede de vasos, na replicacdo de células musculares lisas e na resposta imune
(61). Ela € vital na fisiologia gastrointestinal normal e importante na modulagdo da
permeabilidade da mucosa e na motilidade de musculos lisos, sendo critico para a viabilidade de
células epiteliais no sistema (47).

Ele pode agir beneficamente (mensageiro) e maleficamente (toxina). Como mensageiro,
ele pode agir no fluxo sanguineo (tamponamento de d4cidos e diluicio de toxinas), no
peritaltismo, na secre¢do exdcrina, como antimicrobiano (ativacdo de iNOS por macréfagos —
Helicobacter pylori), na protecao da mucosa (efeito antiinflamatério pela inibicdo de mastdcitos),
como antiparasitario e no impedimento de lesdes celulares por radicais livres. Como toxina, pode
provocar danos na mucosa (hemorragia digestiva), mutagénese e superexpressdo da iNOS
(diminui¢do do transporte de eletrélitos) (62,63).

A simplicidade da estrutura quimica do NO sugere que ela seja um agente terapéutico
promissor com efeitos bioldgicos que podem depender da sua concentracdo, dos seus sitios de
recepg¢do e de suas fontes de producdo (64).

Doadores de NO para fins terapéuticos vém sendo cada vez mais estudados em pacientes
e um exemplo bem conhecido da sua utilizagdo sdo os compostos nitrosotiéis (RSNOs), que sdo
mais estaveis que o NO e sdo metabdlitos endégenos de NO detectados no meio intra e extra
celular e apresentam muitas das propriedades bioldgicas atribuidas ao NO, como a vasodilata¢do
de veias e artérias e a inibicdo de agregacdo plaquetdria (59). Os compostos RSNOs tém
ocorréncia natural no corpo humano e sdo doadores ou armazéns de NO, sendo considerados
espécies fundamentais no mecanismo de transferéncia de NO, in vivo (65) e capazes de liberar
NO espontaneamente por processos térmicos.

Estes compostos podem ser utilizados em vdrias aplicacdes biomédicas quando
incorporados em matrizes que atuem como veiculo de liberagdo de NO (61). Dentro desta classe
de veiculo de liberacio de NO se destaca a S-nitrosoglutationa (GSNO) (66). A GSNO
juntamente com S-nitrosoproteinas (67) e S-nitroso-derivados de hemoglobina (68) ja foram
identificados como compostos endogenos fundamentais no armazenamento e transporte de NO
(67). A matriz de liberagdo GNSO, que também € encontrada in vivo, € uma matriz estavel devido
a existéncia de interagdes entre hidrogénios intra-moleculares na sua composicao e tem sido bem
estudada na pele humana, pois atua como um facilitador do fluxo sangiiineo local (69).
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1.3.  Aspectos bioquimicos dos biomaterias

Além do GSNO, ha biomateriais que podem ser utilizados como locais de armazenamento
e liberacdo de NO e que também sdo utilizados em procedimentos cirtrgicos e em técnicas
relacionadas a engenharia de tecidos, como os hidrogéis (70,71).

Recentemente foi demonstrado que a utilizagdo de hidrogéis (biomaterial) como protecao
das alcas intestinais fetais contra o LA pode diminuir a inflamag¢do do intestino em fetos de ratos
(72).

A adequagdo das propriedades fisicas e mecanicas dos hidrogéis para a viabilizagdao
destas aplicacOes depende fortemente da sua flexibilidade quando hidratado e da sua resisténcia
a compressdo. Estas propriedades, por sua vez, estdo associadas ao grau de intumescimento do
hidrogel e dependem diretamente do grau de reticulacio da sua rede polimérica devido a
presenca de grupamentos quimicos como os de dcidos carboxilicos, amidas, hidroxilas, entre
outros na sua estrutura (70,71,73).

Um polimero termo-sensivel bastante estudado é o poli(N-isopropilacrilamida)
(P(NIPAAm)). Em solu¢d@o aquosa, este polimero apresenta separacdo de fases quando a solucao
é aquecida acima de 32 °C (temperatura consoluta inferior, LCST) (74). A adicdo de grupos
acidos como, por exemplo, o 4cido acrilico, aumenta a temperatura de transicao de fase com o
aumento do pH da solucdo.

Baseado neste conceito quimico, o desenvolvimento de redes de P(NIPPAm-co-AAc)
densamente reticuladas podem funcionar como biomaterial para cirurgias, pois quando
intumescido constitui um material macio e biocompativel (75).

Os hidrogéis podem ser quimicamente estaveis ou degraddveis e eventualmente
desintegrados e dissolvidos (70,71). Sdo muito utilizados no controle da liberacdo de drogas
ingeridas via oral ao longo do trato digestivo, pois ndo sO interagem com a mucosa
gastrointestinal, mas também interagem com célon, vagina e cartilagem nasal, pois sdo leves e
ricos em dgua (76).

O hidrogel de P(NIPAAm-co-AAc) é uma rede tridimensional de polimeros hidrofilicos
capaz de absorver de 10 a 20 % de 4gua ou fluidos biolégicos a mais que seu peso seco € sdo 0s

polimeros que mais produzem hidrogéis para uso medicinal. Ele possui a capacidade de ser
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reversivel, pois, dependendo da temperatura em que ele se encontra, pode ficar sélido ou aquoso
(70,77).

Os hidrogéis em uso terapéutico sao atéxicos e bons candidatos a sistemas de entrega de
drogas, além de servir como uma cobertura para ferimentos e protecdo contra micrébios. Para
servir como cobertura é necessario que o hidrogel se mantenha aderido a serosa quando aplicado
sobre a alca intestinal, para isso, utilizam-se adesivos naturais a base de fibrina ou fibrinogénio
(64).

A utilizacdo de substincias contendo fibrina ou fibrinogénio para homeostasia em
cirurgias iniciou em 1915 e varios métodos vém sendo desenvolvidos utilizando altas
concentragdes de fibrinogénio combinadas com fator XIII (78).

O Beriplast® P é uma substincia sintética usada em procedimentos cirtrgicos. E
constituido de um sistema de formacgao de selante de fibrina que simula a fase final do processo
de coagulaciao sanguinea, possibilitando adesdo de tecidos, suporte para sutura, hemostasia local
e selagem de cavidades corporais. Neste adesivo sintético, o fibrinogénio humano € altamente
purificado, concentrado, pasteurizado e converte-se em fibrina pela a¢do da trombina humana.
Estes dois principais componentes na presenga de ions de célcio e fator XIII humano levam a
formacdo de um codgulo de fibrina mecanicamente estavel e com boas propriedades adesivas.

Para evitar uma fibrindlise excessivamente rdpida, a aprotinina, derivada de tecido
pulmonar bovino, é adicionada ao Beriplast® e o composto é metabolizado da mesma maneira
que a fibrina enddgena, por fibrindlise e fagocitose. Resultados clinicos mostraram que o
Beriplast® P tem tido bom desempenho em procedimentos como cirurgia gastrointestinal,
hepdtica, pancredtica, biliar, pldstica e neurocirdrgica (78,79).

Portanto, a utilizacio do hidrogel associado ao tratamento de NO no modelo de
gastrosquise experimental em ratas poderia trazer subsidios para a possivel aplicacdo do
tratamento pré-natal na gastrosquise em humanos e contribuir para diminuir a morbi-mortalidade

e o custo da doenca.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Geral

Avaliar a eficicia do tratamento com GSNO e a sua combinagdo com hidrogel de
P(NIPAAm-co-AAc) como protetores das algas intestinais contra o LA no modelo experimental

de gastrosquise em fetos de rato.

2.2. Especifico

Avaliar:

a) O grau de protecdo das algas intestinas pelas medidas morfoldgicas e histométricas
intestinais.

b) A expressio das enzimas nNOS, iINOS e eNOS por western blotting e
imunoistoquimica.

c) A quantificacao de nitrato e nitrito no intestino e no LA.
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3. MATERIAL E METODO
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3.1. Avaliaciio da Comissio de Etica em Experimentaciio Animal

O estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal

da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-UNICAMP) como projeto de pesquisa n°® 1452-1.

3.2. Sintese de GSNO

O GSNO foi sintetizado no Laboratério de Fisico Quimica do Instituto de Quimica, de
acordo com de Oliveira (80). Conforme protocolo, 1,50 g de glutationa (GSH) foram adicionados
a uma solucdo de HCI 0,5 M e esta solugdo foi mantida sob agitacdo constante até a completa
dissolucdo da GSH. Em seguida, adicionou-se 0,35 g de nitrito de sédio a esta solucdo,
mantendo-se a agitacao constante por mais 40 min, em banho de gelo. A formagdo da GSNO foi
constatada pelo desenvolvimento de cor vermelha alaranjada na solu¢do. A GSNO foi entdo
precipitada com a adi¢do de 20 mL de acetona, lavada com pequenas quantidades de dgua gelada
e acetona, filtrada a vacuo e seca por liofilizagdo por 24h. A concentracdo final foi de 336 g/mol

e a GSNO seca foi armazenada a -20 °C.

3.3. Dilui¢do do GSNO

O composto foi diluido em solucdo de cloreto de cdlcio, de modo que a
concentracdo final foi de 0,1 mM. Para as outras concentracdes usadas no presente estudo, a
solug¢do foi diluida em 4dgua de injecdo, na propor¢ao de 1:10, 1:100 e 1:1000 resultando nas
concentragdes de 0,01 mM, 0,001 mM e 0,0001 mM, respectivamente. Para cada feto, foram
aplicados 15 pL da solu¢do com GSNO e mais 15 puL somente de solucdo de cloreto de célcio.
Como o volume final € de 30 puL, a concentragdo final do GSNO aplicado no intestino foi de 50
UM para a solugdo-mae. Ja para as outras diluicdes citadas anteriomente, as concentracdes finais

foram de 5 uM, 0,5 uM e 0,05 uM, respectivamente.
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3.4. Preparacao do Selante de Fibrina com GSNO

O Beriplast® P foi preparado pela juncdo de dois conjuntos: a) fibrinogénio humano e
fator XIII humano de coagulacdo diluidos em solucao de aprotinina bovina e b) trombina humana
diluida em solugdo de cloreto de cdlcio ja adicionada da concentra¢do de 0,0001 mM GSNO que
foi a tnica usada. A trombina é ativada pelos fons Ca** que sdo ativadores dessa proteina
plasmadtica. A dose de 15 uL de cada conjunto foi aplicada com auxilio de pipetas analiticas
Gilson®, porém misturadas somente no momento da aplicagdo na alca intestinal. Como o volume
final é de 30 puL, a concentragdo final do GSNO aplicado no intestino com adesivo foi de 0,05

uM.

3.5. Preparaciao do Hidrogel de P(NIPAAm-co-AAc)

A preparagdo dos hidrogéis foi baseada no pH 9,0 do LA que foi medido antes do
procedimento cirtrgico e foi caracterizada pela determinagdo de suas propriedades térmicas de
gelificacdo e de separacdo de fases em solugdes aquosas.

Os hidrogéis de P(NIPAAm-co-AAc) foram sintetizados no Laboratério de Fisico
Quimica do Instituto de Quimica, em solucdo aquosa contendo 80 mol % dos mondmeros totais
de N-isopropilacrilamida (NIPAAm) previamente purificada com hexano, 20 mol % dos
mondmeros totais de Acido acrilico (AAc) purificado por destilacdo, 5 mol % dos mondémeros
totais de N,N-metileno-bisacrilamida (MBAAm) que € agente reticulante, todos na presenca de
persulfato de sodio (NaS,0g) (43 mmol L'l) e N,N,N-Tetrametilenodiamina (TEMED) (2,5
mmol L) que foram mantidos sob agitacio constante em presenca de N, gasoso por 1 hora a
temperatura ambiente e depois somente sob agitacao por 24 horas.

A sintese e a purificacdo foram realizadas em dgua deionizada (pH 6,4) e em solugdo
tampao fosfato (PBS) pH 7,4 para eliminar todos os mondmeros e reagentes de membrana em
€XCesso.

Os hidrogéis foram intumescidos em solucdo de persulfato de sédio e liofilizados para

secagem. As membranas foram sintetizadas com tamanho de 10 x 15 cm e 0,4 cm de espessura,
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porém as peliculas de hidrogel para insercdo na cavidade abdominal dos fetos foram recortadas

com tamanho de 1 x 1 cm e 5 mg de massa.

3.6. Animais

Fémeas de ratos Sprague-Dawley provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigacdao Biol6gica (CEMIB - UNICAMP, Campinas) com peso ao redor de 250 g foram
submetidas ao acasalamento. O casal foi mantido em conjunto durante o periodo escuro do ciclo.
No dia seguinte, a regido genital da fémea foi examinada para verificacdo da mancha vaginal de
esperma e realizado esfregaco vaginal para observacdo de espermatozdides. A presenca da
mancha e de espermatozéides configurou o acasalamento e foi considerado dia zero de prenhez
(o tempo de gestacdo normal de ratas até o termo € de 22 dias). Os animais foram mantidos em
gaiolas com oferecimento de ragdo e dgua ad libitum, em condicdes controladas de luminosidade
(12 horas de luz/ 12 horas de escuro), temperatura (média de 23 °C) e umidade relativa préxima

de 55%.

3.7. Constituicao dos Grupos

Para as anédlises morfométrica, histoldgica e imunoistoquimica foram operadas 38 ratas,
para western blotting e quimioluminescéncia 16, perfazendo um total de 54 ratas prenhas. Foram
comparados 11 grupos no total, cada um contendo 12 fetos. A seguir, a descri¢io dos onze
grupos:

Grupo Controle Externo (CE) — Feto controle no qual nem ele e nem a rata mde sofrem
procedimento cirtrgico.

Grupo Gastrosquise (G) - Feto operado com gastrosquise.

Grupo Controle Interno (CI) - Feto controle interno (sem a realizagdo de procedimento
cirdrgico, mas dentro da rata mae operada).

Grupo Sham (S) — Feto sham (manipulado, porém sem incisdo da parede abdominal).
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Grupo Gastrosquise + Adesivo de Fibrina (GA) - Feto operado com gastrosquise e cobertura
com adesivo de fibrina (Beriplast®).

Grupo Gastrosquise + Adesivo de Fibrina + Hidrogel (GAH) - Feto operado com gastrosquise
e cobertura com adesivo de fibrina (Beriplast®) mais hidrogel.

Grupo Gastrosquise + GSNO a 50 uM (GNO1) - Feto operado com gastrosquise e aplicacdo
de GSNO a 50 uM.

Grupo Gastrosquise + GSNO a 5 uM (GNQ2) - Feto operado com gastrosquise e aplicacdo de
GSNO a 5 uM.

Grupo Gastrosquise + GSNO a 0,5 pM (GNO3) - Feto operado com gastrosquise e aplicagao
de GSNO a 0,5 uM.

Grupo Gastrosquise + GSNO a 0,05 pM (GNO4) - Feto operado com gastrosquise e aplicagao
de GSNO a 0,005 uM.

Grupo Gastrosquise + Adesivo de Fibrina + Hidrogel + GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) - Feto
operado com gastrosquise e cobertura com adesivo de fibrina (Beriplast®) misturado com 0,005

uM de GSNO mais hidrogel.
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3.8. Esquema de estudo do experimento

Grupo CE

Grupo G Procedimento Cirurgico
(18,5 dias)

Grupo Cl '

Grupo S

Coletado LA e 6rgdo
Grupo GA (21,5 dias)

Quantificagdode NOx

Grupo GAH Western blotting

Grupo GNO1 Coleta, pesagem e
fixacdodos érgaos

Grupo GNO2 (21,5 dias)

Analise Morfométrica

Imunoistoquimica

GrupoGNO3

Pesagem dos fetos - o £
Grupo GNO4 (21,5 dias) Analise Morfologica

Grupo GAHNO4

3.9. Cirurgia

Os procedimentos cirdrgicos ocorreram pela manha, com idade gestacional de 18,5 dias
de gestacdo. Apos aclimatacdo no laboratoério, as ratas gravidas foram submetidas a anestesia
geral com injecdo intramuscular de ketamina base — 50 mg/mL (Ketamina® - Pfizer do Brasil)
associada com xilazina 10 mg/mL (Rompum®— Bayer do Brasil Ltda) na dose de 0,6 mL por
animal via intra-muscular aplicado na musculatura lateral da coxa com seringa de insulina e

agulha de calibre 20 G. Esta composicdo anestésica (180 mg/kg de ketamina e 1,25 mg/kg de
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xilazina) mantém o animal sob anestesia profunda durante um periodo de trés horas e o pds-
operatdrio transcorre de maneira indolor durante o periodo compreendido entre 6 e 12 horas.

O abdome foi submetido 2 raspagem dos pélos com tosquiadeira elétrica Sunbeam® com
cuidado para ndo ferir os mamilos. Os animais foram colocados sobre placa aquecida por
resisténcia elétrica, marca Harvard Apparatus®, e previamente regulada na temperatura de 38 °C.
Ap6s assepsia com clorohexidina (Chlorohex®) solugdo aquosa e colocagdo de campos estéreis, o
animal foi submetido a laparotomia mediana em dois planos (pele e aponeurose/peritoneo). Em
seguida, o ttero bicorno foi delicadamente exposto e protegido com gaze estéril embebida em
solugdo salina fisioldgica aquecida a 38 °C (Figura 3). Os fetos foram contados da regidao
proximal para distal em relacdo ao colo uterino, iniciando-se a contagem pelo corno direito. O
primeiro e o ultimo feto de cada corno ndo foram utilizados no experimento pelo risco de
abortamento relacionado a manipulacdo desses animais. Nas ratas dos grupos GA, GAH, GNOI,
GNO2, GNO3, GNO4 e GAHNO4, o segundo feto, contado a partir do istmo uterino direito, foi
considerado o primeiro feto da numeracio, sendo submetido a gastrosquise e a aplicacdo de NO
e/ou adesivo de fibrina e/ou hidrogel, o feto seguinte foi controle, seguido de novamente
gastrosquise nas mesmas condicdes anteriores. Nas ratas que continham os grupos G, Cl e S, o
segundo feto foi submetido a gastrosquise apenas, o terceiro foi controle e o quarto foi sham,
formando uma triade que era repetida caso houvesse quantidade de fetos suficientes. Este cuidado
prévio na decisdo da numeracdo dos fetos permite que ndo haja viés na decisdo do feto a ser
operado. Esta seqii€ncia foi sucessivamente repetida, para o corno direito e para o corno esquerdo
(Figura 4). Em geral, ratas Sprague-Dawley concebem de 8 a 10 filhotes por gestacdo. O nimero
de fetos submetidos a realizacdo da gastrosquise foi de 3 a 4 fetos por rata gravida, sendo
divididos em tratados (aplicacdio do GSNO e/ou biomaterial) e ndo-tratados (apenas
gastrosquise).

A confeccdo da gastrosquise foi realizada de acordo com Correia-Pinto (48). Sob
microscopia optica estereoscopica (microscopio JF-Vasconcellos® - 4,5 X), uma sutura em bolsa
com fio de Prolene® calibre 6-0 foi realizada na parede uterina. Em seguida, o ttero foi aberto em
suas duas camadas, muscular e membrana amnidtica. O feto foi exposto pela incisdo uterina até a
altura da inser¢do do corddao umbilical e mantido com o abdome superior e o térax no interior do
utero materno. Em seguida, foi realizada a retirada parcial do membro inferior direito e do

membro inferior esquerdo, para facilitar a exposicdo da regido abdominal a ser incisada. Esta
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manobra técnica diminui o risco de lesdo dos vasos umbilicais durante o procedimento da
gastrosquise.

Por meio de uma incisdo de laparotomia para-umbilical direita, com extensao aproximada

de 3 mm, abriu-se a cavidade abdominal fetal, com o cuidado de nédo lesar os vasos umbilicais € o
figado. As alcas intestinais foram expostas com facilidade pela compressdo delicada do abdome
fetal com hastes flexiveis de algoddo esterilizadas (cotonetes® “Johnson & Johnson do Brasil).
Ap6s a realizagdo da gastrosquise, o feto foi cuidadosamente recolocado na cavidade uterina e o
utero foi fechado pela sutura em bolsa previamente realizada. O feto seguinte, denominado
controle, ndo foi submetido a cirurgia e nem retirado do ttero. Os fetos que receberam o adesivo
de fibrina foram submetidos a0 mesmo procedimento de gastrosquise, mas sobre o intestino
exposto foram aplicados 30 uL, sendo 15 uL. do conjunto I e 15 puL do conjunto II. O feto que
recebeu o adesivo de fibrina com ou sem GSNO e o hidrogel também foi submetido ao mesmo
procedimento de gastrosquise, mas sobre o intestino exposto foram aplicados 15 uL do conjunto
Il e no biomaterial foram aplicados 15 uL do conjunto I, de modo que a mistura dos dois
conjuntos se deu imediatamente apds a cobertura das algcas pelo hidrogel. O feto que recebeu
apenas doses de GSNO, teve 30 uL de solucio de cloreto de cdlcio aplicado sobre o intestino,
sendo 15 pL contendo GSNO e 15 pL sem GSNO (Figura 5). Antes de retornar o feto na
cavidade uterina, o hidrogel foi mantido por aproximadamente 1 minuto na drea de aplicacdo para
permitir a reacdo de polimerizacdo da fibrina e o intumescimento parcial do biomaterial. Para
todos os casos, o adesivo foi aplicado com auxilio de pipetas analiticas Gilson®.

Durante o procedimento, o ttero materno e a por¢do exposta do feto foram mantidos
aquecidos com solugdo salina (NaCl 0,9 %) a 38 °C gotejada com seringa de 5 mL.

Ao final da realiza¢do do procedimento nos fetos disponiveis, a parede abdominal da rata
mae foi fechada em 2 planos, com utilizacdo de fio mononylon 4-0 com sutura continua. As
ratas foram recuperadas com oxigénio inalado em mdscara apropriadamente adaptada a
1L/minuto, até estarem completamente acordadas e movimentando-se sem problemas. O
periodo pos-operatério se deu nas gaiolas de acrilico, em baias individuais, com 4gua e ragcao

oferecidas ad libitum.
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Figura 3 — Em A, fotografia da rata Sprague-Dawley prenha ja anestesiada para inicio do

procedimento cirdrgico. Em B, fotografia do tdtero bicorno exposto.
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Figura 4 — Seqiiéncia para coleta dos fetos no ttero, sendo cada figura representante de uma rata
diferente. (A) rata controle que ndo sofre interven¢do cirdrgica. (B) triade formada pelos grupos
G, Ce S. (C - fetos de ratas que receberam biomateriais ¢ GSNO, sendo C e D, adesivo de
fibrina e hidrogel; E, F, G e H, dosagens diferentes de GSNO e I, adesivo de fibrina, hidrogel e

GSNO juntos no mesmo feto.
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Figura 5 — Procedimento cirtrgico realizado com 18,5 dias de gestac@o. (A) Exposi¢do do feto
apods abertura da cavidade uterina, (B) incisdo a direita do cordao umbilical, (C) exposi¢ao das
alcas intestinais como na gastrosquise (Grupo G), (D) aplicagdo do adesivo de fibrina Beriplast®
e/ou GSNO (Grupos GA, GAH, GNO1, GNO2, GNO3 e GNO4), (E) aplicacdo do hidrogel seco
(Grupo GHNOA4) e (F) adesdo e intumescimento do hidrogel.
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3.10. Coleta de Dados

No dia 21,5 de gestagdo, as ratas foram novamente anestesiadas (mesma dose previamente
descrita) e submetidas a operacdo cesariana, por laparotomia mediana. Os fetos previamente
operados e seus controles foram removidos do utero, sacrificados através de injecdo letal do
mesmo anestésico ja descrito e pungdo occipital, sendo entdo, pesados em balanga de precisio,
modelo OHAUS 360 (Denver Instruments, Denver, CO) e obtidos os pesos corporais (PC) em
mg. O abdome fetal foi aberto por incisdo mediana e dissecado sob foco de luz e com auxilio de
lupa, expondo as alcas. As algas intestinais foram removidas desde o piloro até a regido do reto
superior, na reflexdo peritoneal. O hidrogel que recobria as algas intestinais dos grupos GAH e
GAHNO4 foi retirado com auxilio de hastes flexiveis de algodao embebidas com soro fisioldgico
gelado. O intestino de todos os grupos foi removido e pesado (g) para andlise do peso intestinal
(PI) e da relagdo peso intestinal / peso corporal (PI/PC) e em seguida foi fixado para estudo

microscépico ou congelado em nitrogénio liquido para anélise molecular (Figura 6).
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Figura 6 — Em A, fotografia da dissec¢d@o do intestino desde o piloro ao reto. Em B, fotografia da
balanca analitica, onde foram medidos todos os pesos corporais em gramas (PC) de todos os fetos

estudados, e também a pesagem sobre papel aluminio do intestino dissecado (PI).

3.11. Coleta de LA para analise por quimioluminescéncia

O LA foi coletado nos grupos G, C e S para andlise de quimioluminescéncia. A coleta foi
realizada no dia 21,5 de gestacdo da rata, antes da abertura total da cavidade uterina para coleta
dos fetos. O LA foi colhido com seringa de 5 mL e agulha de calibre 20 G e estocado a — 80 °C

para futura anélise.

3.12. Avaliacao morfoldgica dos intestinos

A obtencdo do PC e do PI permitiu o estudo estatistico dessas varidveis nos onze grupos.
A relagao PI/PC foi criada entre estes dois pardmetros com o objetivo de se excluir a varidvel do

PC sobre a avaliagdo do PI (81).
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3.13. Processamento para analise morfométrica e imunoistoquimica

O intestino foi dividido em quatro segmentos a partir do angulo de Treitz em direcdo ao
ileo distal, cada segmento com aproximadamente 2 a 3 cm de comprimento. O primeiro segmento
compreendeu a por¢do de jejuno proximal. O segundo segmento compreendeu a por¢ao de jejuno
distal. O terceiro, de ileo e o quarto da regido da valvula ileocecal e intestino grosso, até o reto
extra-peritoneal. Todos os segmentos foram numerados, acomodados paralelamente em
seqiiéncia, da esquerda para a direita, da por¢do proximal para a distal, em molduras préprias de
histologia. Apés a fixagdo em solugdo de paraformaldeido 4 % as amostras foram desidratadas
em um gradiente crescente de etanol, sendo 70 %, 80 %, 90 % e 100 % respectivamente,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina histolégica. Os cortes histoldgicos foram realizados
em micrétomo Leica - Modelo RM 2145, no sentido transversal, com espessura de 5 um para os
segmentos intestinais e posteriormente coletados em laminas histoldgicas pré-tatadas com Poli-L-
lisina para melhor aderéncia. Os cortes foram corados por Hematoxilina de Erlich/Eosina (H/E)
para identificacdo histolégica e as laminas foram montadas em Entellan®.

Foi convencionada a andlise dos segmentos intestinais intermedidrios (jejuno-ileal), desta
forma assegurando que, nos casos de fetos com gastrosquise, o segmento exposto ao LA fosse
analisado comparando com os respectivos: controle, sham, e os tratamentos com GSNO e/ou

hidrogel.

3.14. Analise da morfometria intestinal

Os cortes histolégicos intestinais transversais corados com H/E foram fotografados
utilizando o fotomicroscopio Nikon Eclipse E800, com ampliagdo de 20 vezes para a avaliagdo
do didmetro intestinal externo I (medida externa vertical desde a serosa), didmetro intestinal
interno I (medida interna vertical desde a mucosa), didmetro intestinal externo II (medida externa
horizontal desde a serosa) e didmetro intestinal interno II (medida interna horizontal desde a
mucosa) e 200 vezes para a medida das camadas da parede intestinal. As imagens foram
digitalizadas, possibilitando a medida dos didmetros intestinais, espessura total da parede,
camadas mucosa e submucosa, muscular circular, muscular longitudinal e serosa por meio do
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programa Image Pro Plus® (72,82,83). As medidas, em pm, foram realizadas em orientacio
radial, nos quatro quadrantes de cinco cortes seqiienciais, de cada varidvel para cada feto (Figura

7.

Figura 7 — Esquema das medidas em cortes histolégicos transversais de intestino para a andlise
estatistica. Em A, aumento de 20x para medida dos didmetros, observando que no D-I e D-III é
desde a serosa e em D-II e D-IV € desde a mucosa. Em B, aumento de 200x para medida das
camadas, sendo 1- Serosa, 2 — Muscular Longitudinal, 3 — Muscular Circular, 4 — Submucosa e

mucosa e 5 — Espessura total da parede.

3.15. Imunoistoquimica para as enzimas nNOS, iNOS e eNOS.

Cortes histolégicos obtidos em parafina foram desparafinizados em xilol e re-hidratados
em série decrescente de etanol. Em seguida, os cortes foram incubados em borato de s6dio 0,1M
em PBS 0,01 M (pH 7,4) por uma hora em temperatura ambiente para exposi¢do dos epitopos.
Posteriormente, os cortes foram separados e tratados com peréxido de hidrogénio a 10% em PBS

0,01 M (pH 7,4) por 30 minutos, visando eliminar as peroxidases enddgenas, seguido pela
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incubacdo com albumina bovina sérica (BSA) a 1% em PBS por uma hora. Apds lavagem em
PBS, os cortes foram incubados a 4 °C por 12 horas com o anticorpo primdrio anti-nNOS (sc-
648, Santa Cruz Biotechnology, California), anti-iNOS (sc-651, Santa Cruz Biotechnology,
California) ou anti-eNOS (sc-654, Santa Cruz Biotechnology, California) diluidos 1:200 em
PBS/BSA 3%. Com o término desta etapa os cortes foram lavados em PBS e incubados em
anticorpo secunddrio conjugado com peroxidase anti-rabbit feito em cabra (sc-2004, Santa Cruz
Biotechnology, California) diluido 1:200 em PBS/BSA 1% por uma hora. Apds a incubacgdo os
cortes foram lavados em TBS 0,05 M pH 7.4 e tratados com avidina-biotina (Vectastain ABC kit,
Vector Labs, California) diluido 1:20 em TBS 0,05M pH 7,4 por 45 minutos. A revelacdo foi
realizada com solucdo de tetrahidrocloreto de diaminobenzidina 0,01% (Sigma Aldrich) e
peréxido de hidrogénio 0,03% em TBS 0,05M pH 7,4 por 25 minutos. Em seguida, os cortes
foram lavados, contra corados com Hematoxilina de Harris, desidratados e montados com

Entellan®.

3.16. Analise semiquantitativa da imunoistoquimica

Foram analisados trés cortes por feto de trés fetos por grupo. Os cortes histologicos que
receberam tratamento imunoistoquimico, foram analisados em microscépio de luz em
magnificacdo de 200X quanto a intensidade da marcacio. De acordo com a intensidade foi feita
pontuacdo de 0 a 4, sendo 0 = negativo, 1 = marcagdo fraca, 2 = marcacdo moderada, 3 =
marcacdo forte e 4 = marcacdo muito forte. As laminas foram analisadas por dois avaliadores

cegos e independentes.

3.17. Extracdo de proteina total das amostras de intestino para western blotting e

quimioluminescéncia

Foram utilizados seis fetos por grupo para cada andlise molecular, no qual os intestinos
coletados foram homogenizados em tampao de extragdo contendo: Tris 100 mM (pH 7.4),
pirofosfato de sédio 100 mM, fluoreto de s6dio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de s6dio
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10 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil 2 mM, 0,1 mg de aprotinina e Triton-X100 1 % a 4°C com
homogenizador para pequenas amostras TE-103 (Tecnal, Paulinia) a 30000 rpm por 30s. Para as
amostras destinadas a quimioluminescéncia, nao foi acrescentado o detergente Triton-X100, pois
as bolhas formadas prejudicam a leitura do aparelho. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas em centrifuga Mikro 200R (Hettich, Alemanha) por 12000 rpm a 4 °C por 30
minutos e entdo foram realizadas leituras da concentragdo de proteinas de cada amostra pelo

método de Bradford (84).

3.18. Quantificacio de proteinas pelo método de Bradford para western blotting e

quimioluminescéncia

O reagente de Bradford foi preparado dissolvendo 0,1 g de Coomassie Brilliant Blue G-
250 em 50 mL de etanol 95 % e em seguida, adicionando 100 mL de 4cido fosférico 85 %. Apds
completar o volume para 1 L, a solucdo foi filtrada em papel de filtro e guardada em frasco
ambar.

Para a realizagdo do macroensaio foi preparada uma curva de calibragdio com uma
solu¢do de BSA (soro de albumina bovina) 2,0 mg/mL. As diluicdes foram realizadas conforme

a tabela abaixo:

Tabela 2 — Diluic@o da curva de calibragdo com BSA para andlise da concentracdo de proteinas

pelo método de Bradford (84).

Concentracio Fator de Volume BSA Volume de agua
(mg/mL) Diluicao 1,0mg/mL. (ML) (uL)
0,00 - 0 1000
0,10 20 50 950
0,20 10 100 900
0,40 5 200 800
0,60 3,3 300 700
0,80 2,5 400 600
1,00 2,0 500 500
2,00 1 1000 0
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Ap6s a confeccao da curva de calibragdo, as amostras de LA (grupos G, C e S) e intestino
(todos os dez grupos estudados) foram medidas em triplicata, transferindo 20 uL de cada amostra
para microtubos e adicionando 1000 uL do reagente de Bradford. Em seguida, esperou-se 10
minutos para a reacdo ocorrer. A leitura foi feita em espectrofotometro (Hewlett-Packard, model

8453, Palo Alto, CA, USA) em comprimento de onda de 595 nm com cubetas de pléstico.

3.19. Expressao das enzimas nNOS, iNOS e eNOS por western blotting

Para a andlise por western blotting, um volume de amostra dos homogenatos de intestino
de cada grupo contendo 120 pg de proteina de cada grupo foi diluido com 12 ul de tampao de
Laemmli (0.0625 M de Tris-HCI, pH 6,8 contendo 2 % de SDS, 10 % de glicerol, 0.001 % de
azul de bromofenol e 5 % de 2-mercaptoetanol) e fervido durante 5 minutos. Apds rdpida
centrifuga¢do a 10.000 x g (30 s), as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 8 %
contendo 0,1 % de lauril sulfato de sédio (SDS - PAGE) e tampao de corrida. A composi¢do do
tampao utilizado na corrida eletroforética foi: Tris (25 mM), glicina (192 mM) e SDS (0,1%)
ajustado para pH 8,3. A separacdo eletroforética das proteinas foi realizada com uma intensidade
de corrente constante (100 V), durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos. Posteriormente, as
bandas protéicas foram transferidas eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose em
tampao de transferéncia a 120 V durante 90 minutos. A composicao do tampdo empregado para a
transferéncia eletroforética das proteinas para a membrana de nitrocelulose foi: Tris (25 mM),
glicina (192 mM), SDS (0,1%) e metanol (20%).

Para comprovar a transferéncia, os géis foram corados com corante azul de Commassie
(solug@o a 0,1 % em solug@o aquosa de acido acético 5 % contendo 25 % de etanol). Os sitios
inespecificos de ligagdo do anticorpo primdrio a membrana foram bloqueados por incubagdo da
mesma em solucdo a 0,2 % de albumina bovina sérica em tampao PBS 0,01 M pH 7,4 sob
agitacdo constante durante uma hora. A seguir, as membranas foram incubadas durante 12 horas
a 4 °C com os anticorpos primdrios anti-nNOS (sc-648, Santa Cruz Biotechnology, California),
anti-iNOS (sc-651, Santa Cruz Biotechnology, California) ou anti-eNOS (sc-654, Santa Cruz
Biotechnology, California) diluidos 1:200 em PBS/BSA 3 %.
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Ap6s o término da incubag@o, as membranas foram lavadas com tampao PBS 0,01M pH
7,4 e incubadas com anticorpos secunddrios conjugados com peroxidase anti-rabbit feito em
cabra (sc-2004, Santa Cruz Biotechnology, California) diluido em 1:5000 PBS/BSA 3 %, por
duas horas. Em seguida, as membranas foram submetidas a uma nova série de lavagens e foi
adicionado kit de Quimioluminescéncia (Pierce, EUA) por 5 minutos. As membranas foram

expostas a filmes radiograficos (Kodak, EUA) por 15 minutos, os quais foram revelados.

3.20. Quantificacao de nitrito e nitrato no intestino e no LA por quimiluminescéncia

O nitrito e o nitrato presentes em homogenato de intestino e LA dos grupos G, C e S
foram quantificados, apds sua reducdo a NO, pela técnica de quimiluminescéncia, como
marcadores indiretos dos niveis de NO. Apds a quantificagc@o inicial de proteinas, as amostras
foram centrifugadas em dois ciclos de 12.000 rpm a 4 °C por 50 minutos cada, a fim de eliminar
quaisquer particulas que poderiam prejudicar a andlise das amostras. O sobrenadante foi
armazenado a -80 °C.

As amostras descongeladas foram injetadas no frasco de reacdo do aparelho Nitric Oxide
Analyzer NOA™ 280i da Sievers, preenchido com solucdo redutora de cloreto de vanddio (III)
em 4acido cloridrico que reduz o nitrito e nitrato a NO. O NO liberado € arrastado por um fluxo de
nitrogénio para a unidade de detec¢do quimioluminescente, onde o NO reage rapidamente com o

0z6nio (0O3), gerando NO," em um estado excitado, segundo as equacdes (3) e (4).

NO + O; - NO, + 0, (3)

NO, — NO, +hv 4)

Quando o elétron excitado retorna ao estado fundamental, um féton é emitido e esse é
detectado por uma célula fotomultiplicadora. A corrente gerada € proporcional a quantidade de
NO e, portanto, a quantidade inicial de nitrito ou nitrato. A calibracdo do aparelho foi feita
utilizando solug¢do de nitrato de sédio. Os dados obtidos foram corrigidos pela quantidade de

proteinas totais da amostra.
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4. ANALISE ESTATISTICA
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Os valores obtidos através das pesagens e da morfometria foram avaliados pelo método de
ANOVA com po6s-teste Tukey-Kramer considerando as diferengas significativas para p < 0,05. Os
resultados foram expressos em média + desvio-padrdo. Os cdlculos foram feitos por meio do

programa GraphPad Prism 3.02.
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RESULTADO
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As primeiras ratas operadas do grupo GNOI1 apds o primeiro dia da aplicacdo do GSNO
apresentaram-se muito doentes, com olhos e focinho com aspectos um pouco hemorrigicos, o
que na maior parte resultou em 6bito dos animais. Aquelas que sobreviveram até 21,5 dias,
estavam bastante debilitadas e a maioria dos fetos mortos. Sendo assim, decidiu-se ndo continuar
com o grupo, trabalhando a partir do grupo GNO2. Das 59 ratas utilizadas 5 (8,48 %)
apresentaram o Utero muito hemorragico com 18,5 dias de gestagdo e sendo assim no dia da
coleta, todos os fetos estavam mortos. As 54 ratas que gestaram até o fim da gravidez sem
problemas, forneceram 264 fetos, dos quais 49 (18,56 %) morreram e foram excluidos, sendo 13
fetos do grupo G, 2 fetos do grupo sham, 6 fetos do grupo GA, 4 fetos do grupo GAH, 8 fetos do
grupo GNO?2, 6 fetos do grupo GNO3, 5 fetos do grupo GNO4 e 4 fetos do grupo GAHNO4. Dos
216 fetos vivos (81,82 %), 132 foram direcionados para o estudo da morfometria, histologia e
imunoistoquimica com 12 fetos em cada grupo e 84 fetos foram direcionados para o estudo de
biologia molecular, sendo 66 para andlise por western blotting e 18 para andlise por
quimioluminescéncia.

Durante a coleta, no dia do sacrificio, observou-se que, macroscopicamente, 0s intestinos
dos fetos dos grupos G, GA, GNO2, GNO3 e alguns do grupo GNO4 eram edemaciados,
avermelhados, aderidos e recobertos por uma pelicula esbranquicada, muito similar ao defeito
observado em humanos. Ja os fetos dos grupos GAH, GAHNO4 e a maioria do grupo GNO4
quando retirados do utero materno apresentaram o hidrogel intumescido (com exce¢do do grupo
GNO4), com aspecto gelatinoso diferente da consisténcia original recobrindo quase ou totalmente
as algas intestinais que estavam parecidas com as do grupo CE e CI, sendo em poucos casos, um
pouco mais edemaciadas e avermelhadas. Os fetos do grupo S apresentaram o intestino parecido

também com os dltimos grupos citados (Figuras 8 e 9).
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Figura 8 — Fotografias de alguns exemplares de intestinos de fetos de rato retirados do ttero
materno com 21,5 dias de gestacdo. A — Exemplo de intestino dos fetos dos grupos CE e CI; B -
Exemplo de intestino dos fetos dos grupos G e GA; C — Exemplo de intestino dos fetos do grupo
GNO4; D - Exemplo de intestino dos fetos dos grupos S, GAH e GAHNOA4. E - Exemplo de
intestino dos fetos dos grupos GA, GNO2 e GNO3. F - Hidrogel intumescido apds ser retirado

do intestino. Nota-se inflamag@o mais intensa nos grupos representados pela figura 8B e 8E.
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Figura 9 — Fotografia dos fetos de rato apds a cesdrea com 21,5 dias de gestacdo. A — Feto do
grupo GNO4 com intestino exposto. B — Intestino do grupo GNO4 nao muito inflamado, mesmo
apos exposicao ao LA. C - Feto do grupo G com o intestino totalmente inflamado e ao seu lado o
feto do grupo GAH com o intestino ainda coberto pelo hidrogel. D — Dissecacdo do feto do grupo

GAH expondo o intestino que ndo apresenta inflamacao das algas.
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5.1. Analise morfolégica

Primeiro, foram realizadas as comparacdes entre o feto dos grupos G, CE e CI com os
fetos controle de cada grupo com dosagens diferentes de GSNO, ou seja, fetos GNO2C, GNO3C,
GNO4C e GAHNOA4C. Para esta andlise, o texto faz referencia somente entre as diferencas dos
grupos CE, CI e G com os demais, pois se trata de grupos com fetos sauddveis e doentes, para
assim verificar se o tratamento foi eficiente ou ndo. O resultado da estatistica entre todos os
grupos estudados encontra-se na Tabela 3. O método utilizado também foi ANOVA seguido de
pos-teste de Tukey-Kramer e o nivel de significincia foi estabelecido em 0,05.

As médias de PC, em miligramas, para os fetos dos sete grupos foram: CE = 5916 =+
506,89, variando de 5070 a 6603; CI = 5126 + 1019, variando de 3355 a 6490; G = 4386 + 842,
variando de 3237 a 5776; GNO2C = 4899 + 738,44, variando de 4149 a 6010; GNO3C = 5355 +
603,34, variando de 4583 a 6128; GNO4C = 4538 =+ 809,06, variando de 3529 a 5521;
GAHNO4C = 4036 + 588,28, variando de 3160 a 4912. Existe diferenca estatistica entre os
grupos (p < 0,0001).

O grupo CE foi maior que os grupos G, GNO4C, GAHNOA4C (p < 0,001, em relacdo a
todos) e GNO2C (p < 0,05). Além de menor que o grupo CE, o grupo G também foi menor que o
grupo GNO3C (p < 0,05), porém semelhante aos demais (p > 0,05). Por outro lado, o grupo CI
foi maior apenas que o grupo GAHNO4C (p < 0,05). O gréafico a seguir mostra a diferencga
estatistica somente entre os grupos CE e G e os demais grupos, a fim de facilitar a visualiza¢do

do resultado (Grafico 1).
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Grafico 1 — Comparacio entre as medidas do peso corporal dos fetos dos grupos Controle
Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Controle do feto com Gastrosquise e
GSNO a 5 uM (GNO2C), Controle do feto com Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5 uM (GNO3C),
Controle do feto com Gastrosquise € GSNO a 0,05 uM (GNO4C) e Controle do feto com
Gastrosquise, hidrogel ¢ GSNO a 0,05 uM (GAHNO4C), com desvio padrio e diferenca
estatistica. Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. Tragado azul, diferenca do

grupo G com demais grupos. * (p < 0,05), # (p < 0,001).

As médias de PI, em miligramas, para os fetos dos sete grupos foram: CE = 177 + 21,56
variando de 155 a 216; CI = 148 + 36,72 variando de 90 a 199; G = 207 + 38,80, variando de
139 a 272; GNO2C = 156 + 28,86, variando de 127 a 213; GNO3C = 172 =+ 35,41, variando de
122 a 231; GNO4C = 150 * 27,86, variando de 94 a 200; GAHNO4C = 132 + 11,08, variando de
107 a 145. Existe diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,0001).

O grupo CE foi maior que o grupo GAHNOA4C (p < 0,01) e semelhante aos demais grupos
(p > 0,05). O grupo CI foi menor que o grupo G (p < 0,001) e este por sua vez, foi maior que os
grupos GNO2C (p <0,01), GNO4C e GAHNOA4C (p < 0,001, em relagdo a ambos). O grifico a
seguir mostra a diferenca estatistica somente entre os grupos CE e G e os demais grupos, a fim de

facilitar a visualizag¢do do resultado (Gréfico 2).
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Griafico 2 — Comparagdo entre as medidas do peso intestinal dos fetos dos grupos Controle
Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Controle do feto com Gastrosquise e
GSNO a 5 uM (GNO2C), Controle do feto com Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5 uM (GNO3C),
Controle do feto com Gastrosquise ¢ GSNO a 0,05 uM (GNO4C) e Controle do feto com
Gastrosquise, hidrogel ¢ GSNO a 0,05 uM (GAHNO4C), com desvio padrao e diferenca
estatistica. Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. Tragado azul, diferenca do

grupo G com demais grupos. ** (p < 0,01), # (p <0,001).

As médias das relagdes PI/PC, em porcentagem, para os fetos dos sete grupos foram: CE
= 3,00 + 0,24 variando de 2,61 a 3,31; CI = 2,89 =+ 0,38 variando de 2,10 a 3,42; G = 4,80 +
0,86, variando de 3,32 a 5,51; GNO2C = 3,17 + 0,29, variando de 2,81 a 3,66; GNO3C = 3,22 +
0,63, variando de 2,64 a 4,93; GNO4C = 3,33 + 0,43, variando de 2,80 a 4,13; GAHNO4C = 3,33
+ 0,55, variando de 2,81 a 4,51. Existe diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,0001).

Ao fazer a relacdo, o grupo G apresentou-se maior que os fetos controles de todos os
grupos (p < 0,001, em relagdo a todos). O grafico a seguir mostra a diferenga estatistica do grupo

G com os demais grupos (Gréfico 3).
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Griéfico 3 — Comparagdo entre as medidas da relagdo do peso intestinal/peso corporal dos fetos
dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Controle do feto com
Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO2C), Controle do feto com Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5 uM
(GNO3C), Controle do feto com Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM (GNO4C) e Controle do feto
com Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4C), com desvio padrao e diferenca

estatistica. Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. # (p < 0,001).
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Tabela 3— Distribuicdo dos valores de PC, PI e da relagcdo PI/PC para os grupos CE, CI, G e
todos os controles dos grupos com diferentes dosagens de GSNO, expressos por médias + desvio-
padrdao. PC: Peso Corporal; PI: Peso Intestinal; PI/PC: relacio de Peso Intestinal pelo Peso
Corporal; CE: Controle Externo; G: Gastrosquise; CI: Controle Interno; GNO2C: feto vizinho ao
feto operado (Gastrosquise + 5 uM de GSNO); GNO3C: feto vizinho ao feto operado
(Gastrosquise + 0,5 uM de GSNO); GNO4C: feto vizinho ao feto operado (Gastrosquise + 0,05
uM de GSNO); GAHNOA4C: feto vizinho ao feto operado (Gastrosquise + Adesivo + Hidrogel +
0,05 uM de GSNO).

PC (2) P (g) PI/PC (%)
CE 5,92 +0,51 0,18 +0,02 3,00 +£0,24

G 4,39 +0,84 0,21 £0,04 4,80 + 0,86

CI 5,13 +1,02 0,15 +0,04 2,89 +0,38
GNO2C 4,90 +£0,74 0,16 £0,03 3,17 +£0,29
GNO3C 5,36 £ 0,60 0,17 £0,04 3,22 £0,63
GNO4C 4,54 +0,81 0,15 +0,03 3,33 +£0,43
GAHNO4C 4,04 +0,59 0,13 +£0,01 3,33 +£0,55

Grupos de comparagdo: 1 = CE x G; 2 = CE x GNO4C; 3 =CE x GAHNO4C;4=GxC;5=G
x GNO2C; 6 = G x GNO3C; 7 = G x GNOAC; 8 = G x GAHNOA4C; 9 = CI x GAHNOA4C; 10 =
GNOA4C x GAHNOAC.

Valores de p: PC: < 0,001 ¢ < 0,05*%; PI: < 0,001"*>*"%; PI/PCL: < 0,001*"® ¢ <
0,01°7e <0,05".

Apo6s a comparagdo realizada entre os fetos controles de todos os grupos com aplicagdo de
GSNO, procedeu-se a andlise das mesmas varidveis, porém com todos os grupos participantes do
estudo. Neste caso também, o texto destaca a diferenca entre CE, CI e G com os demais grupos
para verificar a eficicia ou ndo dos tratamentos utilizados. O resultado da estatistica na sua

totalidade encontra-se na Tabela 4.
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As médias de PC, em miligramas, para os fetos dos dez grupos foram: CE = 5916 +
506,89, variando de 5070 a 6603; G = 4386 + 842, variando de 3237 a 5776; CI1 = 5126 + 1019,
variando de 3355 a 6490; S = 4473 + 929,29, variando de 3350 a 6138; GA = 4135 + 448,77,
variando de 3631 a 4562; GAH = 4461 + 705,38, variando de 3422 a 5719; GNO2 = 4554 +
726,63, variando de 3348 a 5120; GNO3 = 4533 + 730,85, variando de 3348 a 5828; GNO4 =
4086 =+ 638,75, variando de 3053 a 5110; GAHNO4 = 3715 + 401,29, variando de 3055 a 4749.
Existe diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,0001).

O grupo CE foi maior que os grupos G, S, GA, GAH, GNO2, GNO3, GNO4, GAHNO4
(p < 0,001, em relacdo a todos). O grupo CI também foi maior dos grupos GA, GNO4 (p < 0,05,
em relacdo a ambos) e GAHNO4 (p < 0,001). O grupo G foi semelhante a todos os grupos (p >
0,05). Sendo assim, apenas CE se mostrou com maior peso com relacdo aos outros grupos. O
grafico a seguir mostra a diferenga estatistica somente entre os grupos CE e G e os demais

grupos, a fim de facilitar a visualizag¢do do resultado (Gréfico 4).
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Grafico 4 — Comparacdo entre as medidas do peso corporal dos fetos dos grupos Controle
Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo
(GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise ¢ GSNO a 5 uM (GNO2),
Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,05 uM (GNO4) e
Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4), com desvio padrdo e diferenca

estatistica. Tragado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. # (p < 0,001).

As médias de PI, em miligramas, para os fetos dos dez grupos foram: CE = 177 £ 21,56,
variando de 155 a 216; G = 207 + 38,80, variando de 139 a 272; CI = 148 =+ 36,72, variando de
90a199; S =141 + 31,68, variando de 99 a 185; GA = 143 + 30,19, variando de 88 a 188; GAH
=169 + 28,17 variando de 128 a 213; GNO2 = 218 + 38,90, variando de 137 a 259; GNO3 = 181
+ 47,96, variando de 134 a 278; GNO4 = 167 + 52,74, variando de 94 a 261; GAHNO4 = 140 +
24,89, variando de 99 a 176. Existe diferenga estatistica entre os grupos (p < 0,0001).

O grupo CE foi semelhante a todos os grupos (p > 0,05). J4 o grupo G foi maior que os
grupos CI, GA (p < 0,01, em relagdo a ambos), S e GAHNO4 (p < 0,001, em relagcdo a ambos). O
grupo CI foi diferente apenas do grupo GNO2 (p < 0,001). O grafico a seguir mostra a diferenca
estatistica somente entre o grupo G e os demais grupos, uma vez que CE nao teve diferenca com

nenhum (Gréfico 5).
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Grafico 5 — Comparagdo entre as medidas do peso intestinal dos fetos dos grupos Controle
Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo
(GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise ¢ GSNO a 5 uM (GNO2),
Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM (GNO4) e
Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4), com desvio padrdo e diferenca
estatistica. Tracado azul, diferenca do grupo G com demais grupos. **(p < 0,01) # (p < 0,001).

As médias das relacdes PI/PC, em porcentagem, para os fetos dos dez grupos foram: CE =
3,00 # 0,24 variando de 2,61 a 3,31; G = 4,80 + 0,86, variando de 3,32 a 5,51; CI = 2,89 =+ 0,38
variando de 2,10 a 3,42; S = 3,22 + 0,85, variando de 2,47 a 4,43; GA = 3,46 + 0,67, variando de
2,22 a4,61; GAH = 3,75 + 1,17 variando de 2,24 a 6,24; GNO2 = 4,83 + (0,88, variando de 3,79 a
6,77; GNO3 = 4,02 #+ 0,95, variando de 2,87 a 5,79; GNO4 = 4,04 =+ 0,85, variando de 2,89 a
5,94; GAHNO4 = 3,76 + 0,54, variando de 2,93 a 4,56. Existe diferenca estatistica entre os
grupos (p < 0,0001).

A relac@o PI/PC do grupo CE foi menor que dos grupos G, GNO2 (p < 0,001) e GNO4 (p
< 0,05). O grupo G foi maior que os grupos CI, S, (p < 0,001, em relagdo a ambos), GA (p <
0,01), GAH e GAHNO4 (p < 0,05). Ja o grupo CI também foi menor que os grupos GNO2 (p <
0,001), GNO3 e GNO4 (p < 0,05, em relacdo a ambos). Os tnicos grupos tratados que foram
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iguais a CE e CI e ao mesmo tempo diferente de G, foram os grupos GA, GAH e GAHNO4. O
grifico a seguir mostra a diferenga estatistica somente entre os grupos CE e G e os demais

grupos, a fim de facilitar a visualizagcao do resultado (Gréfico 6).
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Griéfico 6 — Comparacgdo entre as medidas da relacdo peso intestinal/peso corporal dos fetos dos
grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise
com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e GSNO a 5 uM
(GNO2), Gastrosquise € GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise € GSNO a 0,05 uM (GNO4) e
Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4), com desvio padrdo e diferenca
estatistica. Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. Tragcado azul, diferenca do

grupo G com demais grupos. * (p < 0,05) ** (p <0,01) # (p <0,001).
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Tabela 4 — Distribuic¢do dos valores de PC, PI e da relacdo PI/PC para todos os grupos de estudo,
expressos por médias + desvio-padrdo. PC: Peso Corporal; PI: Peso Intestinal; PI/PC: relacdo de
Peso Intestinal pelo Peso Corporal; CE: Controle Externo; G: Gastrosquise; CI: Controle Interno;
S: Sham; GA: Gastrosquise + Adesivo; GAH: Gastrosquise + Adesivo + Hidrogel; GNO2:
Gastrosquise + 5 uM de GSNO; GNO3: Gastrosquise + 0,5 uM de GSNO; GNO4: Gastrosquise
+ 0,05 uM de GSNO; GAHNOA4: Gastrosquise + Adesivo + Hidrogel + 0,05 uM de GSNO.

PC (g) PI (g) PI/PC (%)

CE 5,92 +£0,51 0,18 £0,02 3,00 £0,24
G 4,39 + 0,84 0,21 £ 0,04 4,80 + 0,86
CI 5,13 +1,02 0,15 +0,04 2,89 +£0,38

S 4,47 +£0,93 0,14 £ 0,03 3,22 +0,85
GA 4,14 £ 0,45 0,14 £ 0,03 3,46 £ 0,67
GAH 4,46 £0,71 0,17 0,03 3,75+1,17
GNO2 4,55 +0,73 0,22 £ 0,04 4,83 +0,88
GNO3 4,53 £0,73 0,18 £0,05 4,02 +0,95
GNO4 4,09 £ 0,64 0,17 £0,05 4,04 +0,85
GAHNO4 3,72 +0,40 0,14 £ 0,02 3,76 £ 0,54

Grupos de comparagdo: 1 =CExG;2=CExCI;3=CEx S;4=CE x GA;5=CE x GAH; 6 =
CE x GNO2; 7 = CE x GNO3; 8 = CE x GNO4; 9 = CE x GAHNO4; 10=GxC[; 11=G x S;
12 =G x GA; 13 =G x GAH; 14 = G x GAHNO4; 15 = CI x GA; 16 = CI x GNO2; 17 = CI x
GNO3; 18 = CI x GNO4; 19 = CI x GAHNO4; 20 = S x GNO2; 21 = GA x GNO2; 22 = GAH x
GNO2; 23 = GNO2 x GNO4; 24 = GNO2 x GAHNOA4.

Valores de p: PC: < 0,001'224207821 ¢ < 0,05™>1% PI: < 0,001'11#1920212 ¢ < 0,01'*"2 ¢
<0,05%2%: PI/PC: < 0,001"0101116204 ¢ 0 011221 ¢ 05%!3: 1417182224
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5.2. Analise da morfometria intestinal

Para esta andlise, o texto faz referencia somente entre as diferencas dos grupos CE, Cl e G
com os demais, pois se trata de grupos com fetos sauddveis e doentes, para assim verificar se o
tratamento foi eficiente ou ndao. O resultado da estatistica entre todos os grupos estudados
encontra-se na Tabela 5. O método utilizado também foi ANOVA seguido de pos-teste de Tukey-
Kramer e o nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.

As medidas em micrometros (um) obtidas para as quatro medidas do didmetro nos fetos
dos dez grupos estudados foram: Didmetro Externo I: CE = 749,34 + 111,85 variando de 630,32 a
963,94; G = 1314,00 + 72,03 variando de 1210,82 a 1432,82; CI = 812,23 + 80,94 variando de
703,97 a 917,04; S = 897,38 + 123,59 variando de 691,96 a 1025,71; GA = 1220,12 + 324,73
variando de 1155,69 a 1450,79; GAH = 817,51 + 94,68 variando de 692,93 a 965,85; GNO2 =
1275,57 = 177,64 variando de 1032,50 a 1562,30; GNO3 = 1101,52 * 190,53 variando de 821,41
a 1309,64; GNO4 = 816,20 £ 98,55 variando de 706,85 a 1078,71 e GAHNO4 = 815,42 + 126,34
variando de 632,38 a 1042,61. H4 diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,0001).

O Diametro Externo I do grupo CE foi menor que dos grupos G, GA, GNO2 e GNO3 (p <
0,001, em relacdo a todos). O grupo CI se apresentou menor que os grupos GA, GNO2 e GNO3
(p < 0,001, em relagdo a todos). Entretanto, o Diametro Externo I do grupo G foi maior que dos
grupos CI, S, GAH, GANO4 ¢ GAHNO4 (p < 0,001, em relacdo a todos). Sendo assim, os
grupos tratados que possuem menor didmetro e semelhantes aos controles CE e CI sao GAH,

GNO4 e GAHNO4 (Grafico 7).
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Griéfico 7 — Didmetro Externo I, em um, em corte transversal dos intestinos dos fetos dos grupos
Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com
adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e GSNO a 5 uM
(GNO2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,05 uM (GNO4) e
Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio padrio e diferenca estatistica.
Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. Tracado azul, diferenca do grupo G

com demais grupos. # (p < 0,001).

Os valores de Diametro Externo II foram: CE = 657,30 + 89,79 variando de 597,22 a
857,20; G = 1206,38 + 46,81 variando de 1126,46 a 1287,17; CI = 759,20 + 35,13 variando de
699,08 a 803,34; S = 792,53 £ 77,65 variando de 681,62 a 883,94; GA = 1196,57 + 123,80
variando de 990,75 a 1391,87; GAH = 769,03 + 64,60 variando de 677,65 a 911,81; GNO2 =
1087,34 + 123,88 variando de 959,20 a 1393,77; GNO3 = 891,05 + 132,30 variando de 694,32 a
1202,33; GNO4 = 690,94 + 80,66 variando de 583,85 a 855,26 e GAHNO4 = 650,87 + 127,97
variando de 485,72 a 890,10. Ha diferenga estatistica entre os grupos (p < 0,0001).

O Diametro Externo II dos grupos CE e CI foi menor que dos grupos G, GA, GNO2 e
GNO3 (p < 0,001, em relagdo a todos). Além dos grupos CE e CI, o grupo G também foi maior
que os grupos S, GAH, GNO3, GNO4 e GAHNO4 (p < 0,001, em relagdo a todos). Sendo assim,
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os grupos tratados que possuem menor diametro e semelhantes aos controles CE e CI sdo GAH,

GNO4 e GAHNO4 (Grafico 8).
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Griéfico 8 — Didmetro Externo II, em um, em corte transversal dos intestinos dos fetos dos grupos
Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com
adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e GSNO a 5 uM
(GNO2), Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,05 uM (GNO4) e
Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio padrio e diferenca estatistica.
Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. Tracado azul, diferenca do grupo G

com demais grupos. # (p < 0,001).

Os valores de Didmetro Interno I foram: CE = 652,95 + 106,68 variando de 527,70 a
833,42; G = 1109,44 + 86,02 variando de 1007,01 a 1247,77; CI = 711,68 + 86,16 variando de
600,93 a 813,03; S = 771,95 £ 120,24 variando de 576,78 a 892,90; GA = 1057,41 + 57,14
variando de 950,79 a 1187,34; GAH = 702,57 + 70,32 variando de 602,79 a 821,23; GNO2 =
1124,69 + 167,83 variando de 911,11 a 1384,49; GNO3 = 892,35 + 191,87 variando de 667,70 a
1230,32; GNO4 = 684,05 + 74,09 variando de 593,61 a 817,17 e GAHNO4 = 724,00 + 103,92
variando de 583,94 a 919,16. Ha diferenga estatistica entre os grupos (p < 0,0001).
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O Diametro Interno I do grupo CE foi menor que dos grupos G, GA, GNO2 e GNO3 (p <
0,001, em relacdo a todos). O grupo CI também foi menor que os mesmos grupos (p < 0,001, em
relacdo a todos), com excecdo do grupo GNO3, ao qual foi semelhante (p < 0,05). Por sua vez, o
grupo G também foi maior que os grupos S, GAH, GNO2, GNO3, GNO4 ¢ GAHNO4 (p <
0,001, em relacdo a todos). Sendo assim, por mais uma vez, 0os grupos tratados que possuem

menor didmetro e semelhantes aos controles CE e CI sio GAH, GNO4 e GAHNO4 (Grafico 9).
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Griafico 9 — Didmetro Interno I, em um, em corte transversal dos intestinos dos fetos dos grupos
Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com
adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e GSNO a 5 uM
(GNO2), Gastrosquise € GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise € GSNO a 0,05 uM (GNO4) e
Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio padrio e diferenca estatistica.
Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. Tragcado azul, diferenga do grupo G

com demais grupos. # (p < 0,001).

Os valores de Didmetro Interno II foram: CE = 576,39 + 69,80 variando de 529,07 a
746,88; G = 1013,62 + 78,39 variando de 865,99 a 1112,40; CI = 682,00 + 55,75 variando de
615,50 a 786,46; S = 691,58 + 94,84 variando de 543,35 a 797,73; GA = 999,95 + 92,02 variando

de 829,00 a 1163,03; GAH = 661,15 + 65,95 variando de 576,71 a 789,80; GNO2 = 957,28 +
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135,90 variando de 814,35 a 1254,48; GNO3 = 711,57 + 144,76 variando de 532,94 a 1023,24;
GNO4 = 593,15 + 99,73 variando de 492,30 a 878,40 e GAHNO4 = 546,80 + 82,09 variando de
424,22 a 654,30. H4 diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,0001).

O Diametro Interno II do grupo CE foi menor que dos grupos S (p < 0,05), G, GA, GNO2
(p < 0,001, em relacdo a todos) e GNO3 (p < 0,01). O grupo CI foi menor que os grupos G, GA,
GNO2 (p < 0,001, em relagdo a todos) e GAHNO4 (p < 0,01). Por sua vez, o grupo G também foi
maior que os grupos S, GAH, GNO3, GNO4 e GAHNO4 (p < 0,001, em relagdo a todos). Sendo
assim, novamente, os grupos tratados que possuem menor didmetro e semelhantes aos controles

CE e CI sao GAH, GNO4 e GAHNO4 (Grafico 10).
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Grafico 10 — Diametro Interno II, em pm, em corte transversal dos intestinos dos fetos dos
grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise
com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e GSNO a 5 uM
(GNO2), Gastrosquise € GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise € GSNO a 0,05 uM (GNO4) e
Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio padrio e diferenca estatistica.

Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. Tracado azul, diferenca do grupo G

com demais grupos. # (p <0,001).

A figura 10 mostra os didmetros dos cortes histologicos dos dez grupos.
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Figura 10 - Fotomicrografia dos didmetros dos intestinos dos fetos dos dez grupos. A — Controle Externo (CE); B — Gastrosquise (G); C
— Controle Interno (CI); D — Sham (S); E — Gastrosquise e adesivo (GA); F — Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH); G -
Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO2); H - Gastrosquise € GSNO a 0,5 uM (GNO3); I - Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM (GNO4); J -
Gastrosquise, hidrogel, adesivo e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4). Nota-se que os intestinos dos fetos dos grupos G, GA e GNO2 sao

maiores que dos outros grupos, enquanto que os grupos GAH, GNO4 e GAHNO4 apresentam didmetro menor igual aos grupos CE e CIL.
Barra de 200 um.

107



As medidas, em pm, obtidas para a espessura total da parede intestinal foram: CE = 52,39
+ 9,64 variando de 39,22 a 73,54; G = 122,95 + 20,04 variando de 88,57 a 154,16; CI = 58,64 +
10,67 variando de 35,90 a 80,76; S = 60,57 + 12,59 variando de 36,80 a 90,32; GA = 99,67 +
12,26 variando de 80,38 a 126,48; GAH = 59,52 + 11,02 variando de 32,71 a 59,49; GNO2 =
91,25 + 22,33 variando de 57,17 a 143,91; GNO3 = 93,70 + 22,13 variando de 53,79 a 136,72;
GNO4 = 95,23 + 32,99 variando de 56,13 a 193,56 ¢ GAHNO4 = 64,11 + 14,03 variando de
43,03 a 90,92. Ha diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,0001).

A espessura total da parede dos grupos CE e CI foi menor que dos grupos G, GA, GNO2,
GNO3 e GNO4 (p < 0,001, em relacao a todos). O grupo G se mostrou diferente de todos os
grupos envolvidos no estudo (p < 0,001, em relagcdo a todos). Todas as camadas na G tiveram
aumento na espessura, comeg¢ando pela serosa, uma vez que a inflamagdo comeca de fora para

dentro (Gréfico 11 e Figura 11).
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Figura 11 - Fotomicrografia das paredes intestinais dos fetos dos dez grupos. A — Controle
Externo (CE); B — Gastrosquise (G); C — Controle Interno (CI); D — Sham (S); E — Gastrosquise e
adesivo (GA); F — Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH); G — Gastrosquise e GSNO a 5 uM
(GNO2); H - Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3); I - Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM
(GNO4); J - Gastrosquise, hidrogel, adesivo e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4). As paredes dos

grupos GAH e GAHNO4 sao iguais dos grupos CE e CI. Barras de 30 pum.
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Griéfico 11 — Espessura, em pm, da parede intestinal em corte transversal dos intestinos dos fetos
dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S),
Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e
GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,05
uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio padrio e
diferenca estatistica. Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. Tragado azul,

diferenca do grupo G com demais grupos. # (p < 0,001).

As medidas, em um, obtidas para a espessura da serosa foram: CE = 3,07 + 0,74 variando
de 1,16 a4,06; G =4,98 + 1,32 variando de 3,34 a 8,86; CI = 2,47 + 0,46 variando de 1,80 a 3,40;
S =3,42 + 1,06 variando de 1,33 a 5,21; GA = 4,58 + 0,85 variando de 3,40 a 6,55; GAH = 3,48
+ (0,66 variando de 2,53 a 4,95; GNO2 = 4,78 + 1,28 variando de 2,54 a 7,61; GNO3 = 4,60 +
1,36 variando de 2,83 a 6,75; GNO4 = 4,01 + 1,12 variando de 2,11 a 6,70 e GAHNO4 = 3,16 +
1,08 variando de 1,89 a 5,68. H4 diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,0001).

A espessura da serosa do grupo CE foi menor que dos grupos G, GA, GNO2 e GNO3 (p <
0,001, em relagdo a todos). O grupo CI se mostrou menor que 0s mesmos grupos acima e também
do grupo GNO4 (p < 0,001, em relacdo a todos). O grupo G se mostrou maior também aos

grupos S, GAH e GAHNO4 (p < 0,001, em relagdo a todos) (Gréfico 12 e Figura 12).

110



7.5 i I#
| T
1 #
250l | ]
3 2V
N’
®
g T =2
o
2]
w2 2.5 ﬂ
0.0
CE G Cl S GA GAH GNO2 GNO3 GNO4 GAHNO4
Grupos

Grafico 12 — Espessura, em pum, da camada serosa em corte transversal dos intestinos dos fetos
dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S),
Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e
GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05
uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio padrio e
diferenca estatistica. Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. Tragado azul,

diferenca do grupo G com demais grupos. # (p < 0,001).

111



Figura 12 - Fotomicrografia da vilosidade intestinal e da camada serosa na G. A — Vilosidade
intestinal evidenciando o epitélio prismdtico (*) e o tecido conjuntivo com hemadceas (seta). B —
Epitélio de revestimento possui as células com bordas estriadas, constituidas por microvilos para
aumentar a absorcdo (seta). C — Célula caliciforme em evidéncia (setas). D — Na G, a camada

serosa € a primeira que aumenta em espessura (seta). Barra de 10 um.

As medidas, em pm, obtidas para a espessura da muscular longitudinal foram: CE = 6,45
+ 1,40 variando de 4,35 a 10,35; G = 16,60 + 3,43 variando de 10,03 a 24,25; CI = 5,62 + 0,98
variando de 4,03 a 7,61; S = 7,65 + 2,32 variando de 4,86 a 13,58; GA = 12,67 + 2,11 variando
de 8,12 a 17,17; GAH = 8,08 + 1,46 variando de 4,86 a 11,05; GNO2 = 13,75 + 4,04 variando de
6,60 a 21,53; GNO3 = 12,81 + 3,82 variando de 5,19 a 18,89; GNO4 = 11,56 + 3,15 variando de
5,97 a 17,90 e GAHNO4 = 8,10 £ 3,39 variando de 3,40 a 14,65. Ha diferenca estatistica entre os
grupos (p < 0,0001).
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A espessura da camada muscular longitudinal dos grupos CE e CI foi menor que dos
grupos G, GA, GNO2, GNO3 e GNO4 (p < 0,001, em relagdo a todos). Entretanto, o grupo G se
mostrou maior também aos grupos S, GA, GAH e GAHNO4 (p < 0,001, em relacdo a todos)
(Grafico 13).
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Grafico 13 — Espessura, em um, da camada muscular longitudinal em corte transversal dos
intestinos dos fetos dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G),
Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH),
Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO?2), Gastrosquise € GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise e
GSNO a 0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio
padrao e diferenca estatistica. Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos.

Tracado azul, diferenca do grupo G com demais grupos. ** (p <0,01) # (p <0,001).

As medidas em um obtidas para a espessura da muscular circular foram: CE = 11,34 +
3,02 variando de 8,50 a 19,75; G = 38,16 + 9,36 variando de 20,60 a 51,64; CI = 11,84 + 1,98
variando de 8,14 a 16,35; S = 14,11 + 5,18 variando de 8,06 a 31,28; GA = 26,58 + 4,06 variando
de 19,35 a 37,76; GAH = 13,97 + 3,04 variando de 6,55 a 18,78; GNO2 = 20,91 + 6,67 variando
de 9,68 a 37,08; GNO3 = 24,87 + 9,64 variando de 10,38 a 47,93; GNO4 = 23,91 + 8,33 variando
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de 9,92 a 40,38 e GAHNO4 = 13,92 + 4,82 variando de 8,00 a 29,34. Ha diferenca estatistica
entre os grupos (p < 0,0001).

A espessura da camada circular dos grupos CE e CI foi menor que dos grupos G, GA,
GNO2, GNO3 e GNO4 (p < 0,001, em relagdao a ambos). J4 o grupo G também apresentou-se
maior que os grupos S, GA, GAH, GNO4, GAHNO4 (p < 0,001, em relagdo a ambos) e GNO3 (p
< 0,01) (Gréfico 14).
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Grifico 14 — Espessura, em pm, da camada muscular circular em corte transversal dos intestinos
dos fetos dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S),
Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e
GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05
uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio padrio e
diferenca estatistica. Tragado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. Tracado azul,

diferenca do grupo G com demais grupos. # (p < 0,001).

As medidas, em pm, obtidas para a espessura da submucosa e mucosa foram: CE = 31,38
+ 8,13 variando de 18,40 a 55,23; G = 58,33 + 19,22 variando de 23,70 a 99,40; CI = 36,81 +
8,53 variando de 14,53 a 63,50; S = 35,68 + 10,23 variando de 18,20 a 53,63; GA = 53,85 + 7,40
variando de 34,92 a 68,68; GAH = 32,45 + 4,66 variando de 23,88 a 40,59; GNO2 = 50,98 +
17,13 variando de 20,88 a 81,46; GNO3 = 50,27 + 15,46 variando de 31,26 a 86,82; GNO4 =
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51,22 + 17,06 variando de 22,84 a 90,98 e GAHNO4 = 39,35 + 10,19 variando de 21,74 a 61,11.
Ha diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,0001).

A espessura da mucosa e submucosa do grupo CE foi menor que dos grupos G, GA,
GNO2, GNO3 e GNO4 (p < 0,001, em relagdo a todos). O grupo CI também foi menor que os
grupos G (p < 0,001), GA (p < 0,01), GNO2, GNO3 e GNO4 (p < 0,05, em relagdo a todos).
Entretanto, o grupo G foi, além de CE e CI, maior que os grupos S, GAH e GAHNO4 (p < 0,001,

em relagdo a todos) (Grafico 15).
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Griafico 15 — Espessura, em um, das camadas submucosa e mucosa juntas em corte transversal
dos intestinos dos fetos dos grupos Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise
(G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH),
Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO?2), Gastrosquise € GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise e
GSNO a 0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4) com desvio
padrao e diferenca estatistica. Tracado preto, diferenca do grupo CE com demais grupos. Tracado

azul, diferenca do grupo G com demais grupos. # (p < 0,001).

A tabela 5 apresenta todos os resultados morfométricos dos didmetros e das camadas dos
grupos estudados. O método utilizado foi ANOVA seguido de pos-teste de Tukey-Kramer e o
nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.
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Tabela 5 — Distribuicao dos valores de DE-I, DE-II, DI-I, DI-II, ETP, SE, CML, CMC e CMS
para todos os grupos de estudo, expressos por médias + desvio-padrao.

CE: Controle Externo; G: Gastrosquise; CI: Controle Interno; S: Sham; GA: Gastrosquise +
Adesivo; GAH: Gastrosquise + Adesivo + Hidrogel; GNO2: Gastrosquise + 5 uM de GSNO;
GNO3: Gastrosquise + 0,5 uM de GSNO; GNO4: Gastrosquise + 0,05 uM de GSNO; GAHNO4:
Gastrosquise + Adesivo + Hidrogel + 0,05 uM de GSNO;

DE-I: Diametro Externo I; DI-I: Didmetro Interno I; DE-II: Didmetro Externo II; DI-II: Didmetro
Interno 2; ETP: Espessura Total da Parede; SE: Serosa; CML: Camada Muscular Longitudinal;

CMC: Camada Muscular Circular; CMS: Camadas Mucosa e Submucosa.

Grupos de comparagdo: 1 = CE x G; 2 = CE x GA; 3 = CE x GNO2; 4 = CE x GNO3; 5§ = CE x
GNO4;6=GxCL;7=GxS;8=GxGA;9=Gx GAH; 10 = G x GNO2; 11 = G x GNO3; 12
=G x GNO4; 13 =G x GAHNO4; 14 =CI x S; 15 =CI x GA; 16 = CI x GAH; 17 = CI x GNO2;
18 = CI x GNO3; 19 = CI x GNO4; 20 = CI x GAHNO4; 21 =S x GA; 22 =S x GNO3; 23 =S x
GNO4; 24 = S x GAHNO4; 25 = GA x GAH; 26 = GA x GNO2; 27 = GA x GNO3; 28 = GA x
GNO4; 29 = GA x GAHNO4; 30 = GAH x GNO2; 31 = GAH x GNO3; 32 = GAH x GNO4; 33
= GAH x GAHNO4; 34 = GNO2 x GNO3; 35 = GNO2 x GNO4; 36 = GNO2 x GAHNO4; 37 =
GNO3 x GNO4; 38 = GNO3 x GAHNO4; 39 = GNO4 x GAHNOA4.

. 1,3,4,5,7,8,10,13,14,16,19,20,22, 24,28,31,32,33,34,38,39,40,41 ,
Valores de p: DE-I: < 0,001 ;

13.4,5,7,15,16,17,18,19,20,21, 22,24,28,31,32,33,34,37,38,39 3041,
DI-I: < 0,001 e <0,01°™";

13,4,5.7.8,10,12,13,14,16,18,19, 22,28,30,31,32,33,37,38,39.41 27 34,36,
DE-II: < 0,001 e <0,017e <0,05™7;

1,3,4,7,8,10,12,13,14,16,18, 22,24,28 30,31,32,33,37,38,39,41 52127 52,36,40
DI-II: <0,001 e <0,01 e <0,05

1,34,5,6,7,8,10,11,12,13,14,16,18,19, 20,22,24,25,26,28,32,33,34,35,39,41,42 9
ETP:<0,001 3.4,5,6,7,8,10. 3 6,18,19, 20 5,26,28,32,33,34,35,3 e<0,01

1,3,4,5,7,8,10,14,16,18,19,20,39,41 243233 22252834
SE: <0,001 e <0,01 e <0,05

1,3,4,5,6,7,8,9,10,13,14,16,18,19, 20,22,24,25,26,32,33,34,39,41 12,3542
CML: <0,001 e <0,01

134,5.6,7,89,10,13,14,16,18,19, 20,22,25,26,28,32,34,35,30,41 42 24 3339
CMC: <0,001 e <0,01™ e <0,05

1,34 7,8,10,14,22.2 16,24,2 18,19,20,2
CMS: <0,001 ,3:4,5,6,7,8,10,14,22,28 e <0,01 6,24,26 e <0’05 8,19,20,25,36
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CE G CI S GA GAH GNO2 GNO3 GNO4 GAHNO4
749 + 1314,00 812,2+ 897,38 £ 1220,12 817,51 + 1275,57 + 1101,52 + 816,20 £ 815,42 +
DE-I
111,85 72,03 80,94 123,59 324,73 94,68 177,64 190,53 98,55 126,34
DLI 652,95 £ 1109,44 + 711,68 + 771,95 + 1057,41 702,57 + 1124,69 + 892,35 + 684,05 £ 724,00 +
) 106,68 86,02 86,16 120,24 57,14 70,32 167,83 191,87 74,09 103,92
DE.IL 657,30 £ 1206,38 + 759,20 + 792,53 + 1196,57 + 769,03 + 1087,34 + 891,05 + 690,94 + 650,87 +
) 89,79 46,81 35,13 77,65 123,80 64,60 123,88 132,30 80,66 127,97
DLII 576,39 + 1013,62 + 682,00 + 691,58 + 999,95 + 661,15 + 957,28 + 711,57 + 593,15+ 546,80 +
) 69,80 78,39 55,75 94,84 92,02 65,95 135,90 144,76 99,73 82,09
ETP 52,39 + 122,95 + 58,64 £ 60,57 £ 99,67 £ 59,52 + 91,25 + 93,70 + 95,23 + 64,11
9,64 20,04 10,67 12,59 12,26 11,02 22,33 22,13 32,99 14,03
SE 3,07+ 4,98 + 2,47 + 342+ 4,58 + 348 + 4,78 + 4,60 + 4,01+ 3,16 +
0,74 1,32 0,46 1,06 0,85 0,66 1,28 1,36 1,12 1,08
CML 6,45 + 16,60 + 5,62 + 7,65 + 12,67 + 8,08 + 13,75+ 12,81 + 11,56 + 8,10 +
1,40 3,43 0,98 2,32 2,11 1,46 4,04 3,82 3,15 3,39
CMC 11,34 + 38,16 £ 11,84 + 14,11 + 26,58 £ 13,97 £ 2091 + 24,87 + 2391 + 13,92 +
M
3,02 9,36 1,98 5,18 4,06 3,04 6,67 9,64 8,33 4,82
CMS 31,38+ 58,33 + 36,81 + 35,68 + 53,85+ 32,45+ 50,98 + 50,27 + 51,22+ 39,35+
M
8,13 19,22 8,53 10,23 7,40 4,66 17,13 15,46 17,06 10,19
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5.3. Anailise por imunoistoquimica

A pontuagdo baseada na intensidade de marcacdo gerou valores arbitrdrios expressos nos
gréficos a seguir.

Na avaliacdo da expressdao de nNOS por imunoistoquimica os fetos tratados do grupo
GAH apresentaram diminuicdo em relacdo aos grupos G, GA, GNO2 e GNO3, sendo iguais aos
grupos CE e CI. O tratamento com GSNO s6 foi satisfatério na concentragdo de 0,05 uM (grupo
GNO4), sendo melhor quando associado ao biomaterial (grupo GAHNO4), apresentando baixa
intensidade da imunomarcacao em relacdo aos fetos com alta inflamagdo intestinal, no caso, dos

grupos G e GA (Figura 13 e Grafico 16).
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Griéfico 16 — Intensidade de marcacdo, expressa em valores arbitrarios das médias, da expressdo
de nNOS em imunoistoquimica para os fetos dos grupos: Controle Externo (CE), Controle
Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com
adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise € GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5
uM (GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05
UM (GAHNOA4).
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Figura 13 - Imunoistoquimica para andlise da expressdo de nNOS nos grupos estudados. A -
Controle Externo (CE); B — Gastrosquise (G); C — Controle Interno (CI); D — Sham (S); E -
Gastrosquise e adesivo (GA); F — Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH); G — Gastrosquise e
GSNO a 5 uM (GNO2); H - Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3); I - Gastrosquise e GSNO a
0,05 uM (GNO4); J — Gastrosquise, hidrogel, adesivo e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4). Barra de
30 um.
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Da mesma forma, na avaliacio da expressdo de iNOS por imunoistoquimica houve
diferenca entre os grupos estudados. O grupo GAH apresentou diminui¢do da imunomarcagao,
sendo diferente dos grupos G e GA, mas ndo chegou a ser igual aos grupos CE e CI. O tratamento
com GSNO s6 foi significativo na concentracdo de 0,05 uM e mesmo assim, somente quando
combinado com o uso de hidrogel (grupo GAHNO4) apresentando baixa intensidade da
imunomarcagdo em relagcdo aos fetos com intensa inflamacao intestinal, no caso, dos grupos G e

GA. (Figura 14 e Gréfico 17).
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Griéfico 17 — Intensidade de marcacdo, expressa em valores arbitrarios das médias, da expressdo
de iNOS em imunoistoquimica para os fetos dos grupos: Controle Externo (CE), Controle Interno
(CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e
hidrogel (GAH), Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5 uM
(GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM
(GAHNO4).
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Figura 14 — Imunoistoquimica para andlise da expressdo de iNOS nos grupos estudados. A —
Controle Externo (CE); B — Gastrosquise (G); C — Vilosidade intestinal em evidéncia mostrando a
forte imunomarcacao na Gastrosquise; D - Controle Interno (CI); E — Sham (S); F - Gastrosquise
e adesivo (GA); G — Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH); H — Gastrosquise ¢ GSNO a 5
uM (GNO2); I - Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3); J - Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM
(GNO4); K - Gastrosquise, hidrogel, adesivo e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4); L — Vilosidade

intestinal em evidéncia mostrando a fraca marca¢do no grupo GAHNOA4. Barra de 30 um.

121



Na avaliac@o da expressdao de eNOS por imunoistoquimica também houve diferenca entre
os grupos estudados. O resultado foi semelhante ao apresentado pela expressdo da eNOS. O
grupo GAH apresentou diminui¢do em relacdo aos grupos G, GA, GNO2 e GNO3, sendo igual
aos grupos CE e CI. O tratamento com GSNO s6 foi significativo na concentra¢do de 0,05 uM
(grupo GNO4), sendo melhor quando associado ao biomaterial (grupo GAHNO4), apresentando
baixa intensidade da imunomarcagcdo em relacdo aos fetos com alta inflamacdo intestinal, no

caso, dos grupos G e GA. (Figura 15 e Gréfico 18).
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Griéfico 18 - Intensidade de marcacdo, expressa em valores arbitrarios das médias, da expressdo
de eNOS em imunoistoquimica para os fetos dos grupos: Controle Externo (CE), Controle
Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham (S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com
adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise ¢ GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5
uM (GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05 uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05
UM (GAHNOA4).
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Figura 15 — Imunoistoquimica para andlise da expressao de eNOS nos grupos estudados. A — Controle Externo (CE); B — Gastrosquise
(G); C = Controle Interno (CI); D — Sham (S); E — Gastrosquise e adesivo (GA); F — Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH); G -
Gastrosquise e GSNO a 5 uM (GNO2); H - Gastrosquise e GSNO a 0,5 uM (GNO3); I - Gastrosquise € GSNO a 0,05 uM (GNO4); J —
Gastrosquise, hidrogel, adesivo e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4). Barra de 30 um.
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5.4. Analise por western blotting

Na andlise da expressao de nNOS por western blotting observou-se que os tratamentos com
GSNO a 0,05 uM e o mesmo combinado com hidrogel foram aqueles que apresentaram menor
expressdo da nNOS, semelhante os controles externo e interno. O uso de apenas o adesivo e das
outras concentracdoes de GSNO nao foi suficiente para manter a baixa expressdao da enzima, que

ficou parecida com o grupo G (Figura 16 e Grafico 19).

G Cl S CE GAH GA GNO2 GNO3 GNO4 GAHNO4

G
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Figura 16 — Andlise da expressdo de nNOS por Western blotting para todos os grupos estudados.

A triade formada por G, CI e S correu separadamente em outro gel, porém no mesmo dia, na

mesma cuba e nas mesmas condigdes.
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Grafico 19 — Valores das medias de densidade 6tica das bandas de western blotting para nNOS de
todos os grupos estudados: Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham
(S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e
GSNO a 5 uM (GNO?2), Gastrosquise € GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05
uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4).

Na andlise da expressdo da iNOS, foi observada diminuicdo da expressdo apenas nos
grupos que receberam o hidrogel e o biomaterial combinado com GSNO a 0,05 uM. A enzima
teve alta expressao na gastrosquise e nos grupos que receberam as dosagens diferentes de GSNO

(Figura 17 e Gréfico 20).

G Cl S GNO2 GNO3 GNO4 GAHNO4
r g
N e

Figura 17 — Andlise da expressdo de iNOS por Western blotting para todos os grupos estudados.

A triade formada por G, CI e S correu separadamente em outro gel, porém no mesmo dia, na

mesma cuba e nas mesmas condigdes.
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Griafico 20 — Valores das medias de densidade 6tica das bandas de western blotting para iNOS de
todos os grupos estudados: Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham
(S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e
GSNO a 5 uM (GNO2), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise ¢ GSNO a 0,05
uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4).

Ja para a enzima eNOS, todos os grupos apresentaram expressao da enzima menor que o
grupo com gastrosquise, porém os grupos contendo apenas GSNO a 0,05 uM e o mesmo
combinado com hidrogel foram aqueles que apresentaram menor expressdao da eNOS, semelhante
os controles. O restante dos grupos apresentou um ligeiro aumento na expressdo quando

comparados com os tratamentos citados acima (Figura 18 e Gréfico 21).

G Cl ) CE G GA GAH GNO2 GNO3 GNO4 GAHNO4

Figura 18 — Andlise da expressdao de eNOS por Western blotting para todos os grupos estudados.

A triade formada por G, CI e S correu separadamente em outro gel, porém no mesmo dia, na

mesma cuba e nas mesmas condigdes.
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Griéfico 21 — Valores das medias de densidade 6tica das bandas de western blotting para eNOS de
todos os grupos estudados: Controle Externo (CE), Controle Interno (CI), Gastrosquise (G), Sham
(S), Gastrosquise com adesivo (GA), Gastrosquise com adesivo e hidrogel (GAH), Gastrosquise e

GSNO a 5 uM (GNO?2), Gastrosquise € GSNO a 0,5 uM (GNO3), Gastrosquise e GSNO a 0,05

uM (GNO4) e Gastrosquise, hidrogel e GSNO a 0,05 uM (GAHNO4).

5.5. Analise por quimioluminescéncia

O intestino do grupo G apresentou menor nivel de NOx em relagdo aos grupos CI e S
(p <0,05). No entanto, no LA, houve uma maior quantidade de NOx do grupo G em relacdo aos

grupos Cl e S (p <0,001). Nao houve diferenca significativa entre os grupos CI e S da quantidade

de NOx nos intestinos ou no LA (Tabela 6 e Graficos 22 e 23).
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Griéfico 22 — Quantificacdo de NOx no intestino por Quimioluminescéncia dos grupos G ,Cl e S,

com desvio padrao e diferenca estatistica. * p < 0,05
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Griafico 23 — Quantificacdo de NOx no LA por Quimioluminescéncia dos grupos G ,Cl e S, com

desvio padrdo e diferenca estatistica. # p < 0,001
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Tabela 6 - Distribuicdo dos valores de quantificagdo de NOx no intestino e no LA de fetos de
ratos dos grupos G, Cl e S, expressos por médias + desvio-padrao. G: Gastrosquise; CI: Controle

Interno; S: Sham.

Intestino LA
G 0,85+ 0,28 161,87 £52,11
CI 1,86 + 0,82 6,99 + 5,45
S 1,80 £ 0,69 48,73 £ 13,18

Grupos de comparacdo: 1=GxC[;2=Gx S.
Valores de p: Intestino: < 0,05'; LA: < 0,001
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5. DISCUSSAO
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Gastrosquise ¢ uma doenga congénita rara e de etiologia ndo esclarecida na qual as alcas
intestinais expostas ao LA levam a alteragdes funcionais no periodo neonatal causando
hipomotilidade e distirbios da capacidade de absorcao de nutrientes (5,85).

O dano intestinal € responsdvel pela elevada morbidade e eventualmente pela mortalidade
destes neonatos. Os fatores que contribuem para a morbi-mortalidade da doenca sdo
conseqiiéncias diretas ou indiretas do processo inflamatdrio iniciado intra-utero, decorrente da
prolongada exposicao das alcas intestinais ao LA (5,26,86).

Acredita-se que a inflamacdo intestinal é conseqiiéncia do contato com componentes do
LA e ndo uma lesdo primariamente isquémica pela compressdo das al¢as na saida do 6stio na
parede abdominal (48,85,87,88,89,90).

Na gastrosquise ocorre encurtamento, dilatacdo e espessamento intestinal principalmente
no udltimo trimestre da gestacdo. Neste periodo o LA sofre modificacdes na sua composi¢ao
relacionada a fun¢do renal fetal, com isso os niveis de uréia, creatinina e meconio no LA se
elevam, enquanto que a osmolaridade e o sédio diminuem (15,40,91).

Tais alteracdes na composicdo do LA desempenham papel importante na génese do
processo inflamatério intestinal da gastrosquise (15,32). Estudos experimentais comprovam que a
presenca de meconio no LA estd relacionada ao dano intestinal, 0 mesmo nao ocorrendo em
relacdo a presencga de urina (34,48).

A compreensdo da fisiopatologia do dano intestinal causado pela exposicdo das alcas ao
LA, especialmente no final da gestacdo, é de fundamental importancia para tracar estratégias no
tratamento deste defeito congénito. Varios autores ja demonstraram que as alcas intestinais
apresentam-se inflamadas, com conseqiientes alteragdes funcionais, como perda da
contratilidade, diminui¢do da atividade enzimdtica das vilosidades e alteracdes da sintese de
coldgeno da regido submucosa (15,92,93).

Sendo assim, uma forma de evitar tais alteracdes e diminuir as complica¢des pOs-
operatdrias seria impedir que as alcas intestinais entrassem em contato com o LA, desta forma,
utilizando um biomaterial como o hidrogel, contribui para proteger o intestino da acdo lesiva do
LA. Isso ja foi feito previamente relatado em nosso estudo (72) destacando os aspectos
histolégicos desta protecdo e dando continuidade a esta linha de investiga¢do nds associamos o
6xido nitrico ao hidrogel e focamos nas suas mudangas bioquimicas para ajudar na comprovagao
da eficdcia do biomaterial.
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Os hidrogéis sdo redes poliméricas capazes de absorver grande quantidade de dgua sem
se dissolver. Devido ao seu alto cardter hidrofilico os hidrogéis apresentam consisténcia macia
semelhante aos tecidos bioldgicos e biocompatibilidade. O hidrogel de P(NIPAAm-co-AAc)
ofereceu uma protecdo mecanica com fécil remocdo da parede do intestino sem causar lesdo a
serosa. Além disso, o hidrogel apds intumescimento apresentou-se 26 vezes menor que O peso
corporal do feto apds o nascimento, demonstrando que o aumento proporcional do biomaterial
foi pequeno e possibilitou um recobrimento fixo, suave e macio as alcas do intestino sem
impedir os movimentos fetais e sem que houvesse desprendimento do hidrogel e possivel risco
de embolia pulmonar.

O adesivo de fibrina ndo proporcionou uma protecdo adequada sendo absorvido pelo
organismo. E importante ressaltar que o hidrogel ndo aderiu por si sé as algas do intestino sendo
necessério o uso de um adesivo ciriirgico. O adesivo de fibrina utilizado da marca Beriplast® P
teve como fung¢do colar o hidrogel a parede intestinal mantendo um contato intimo com o 6rgao
(72).

Com relacao as dosagens de GSNO utilizadas, a principio, a dose inicial seria de 50 uM.
Porém, apds a administracio de GSNO no intestino fetal com 18,5 dias de gestacdo, a rata mae
apresentou-se doente, com olhos e focinho com aspecto hemorrdgico e as poucas sobreviventes
tiveram seus fetos mortos. Neste caso, a dosagem inicial de GSNO que difundiu pelo intestino
fetal, como também atingiu a circulacdo placentdria e do organismo materno, foi muito alta.
Quando a quantidade de NO € muito grande, ha vasodilatagdao pronunciada, choque e redugdo da
atividade plaquetdria, ficando a homeostase prejudicada (94). Por outro lado, qualquer NO
difundido para o sangue € rapidamente inativado pela hemoglobina, formando
metahemoglobina. Essa conversio impede um efeito vasodilatador sist€émico. Entretanto, a
formacdo excessiva de metahemoglobina pode comprometer seriamente a capacidade de
transporte de oxigénio no sangue. Em seres humanos, pelo menos, os niveis maximos de
seguranca de metahemoglobina no sangue sdo de apenas 3% da hemoglobina total (95). As
outras dosagens de GSNO nao foram suficientes para causar alteragdes no organismo materno,
mesmo sabendo que a difusdo pode ocorrer.

Neste estudo, verificamos ndo sé a relacdo PI/PC entre os dez grupos estudados, mas
também entre os controles internos de cada grupo que recebeu dosagens de GSNO. Essa anélise

entre os controles foram realizadas para verificar se hd diferenca entre os controles com os
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grupos CE e CI. Caso nao houvesse diferenca, signifca que as dosagens de NO nao alteraram o
intestino ou qualquer outro 6rgdo dos fetos vizinhos considerados saudaveis. Ao verificarmos a
relacdo PI/PC entre os grupos CE, G, CI, GNO2C, GNO3C, GNO4C e GAHNO4C notamos que
o peso intestinal de todos os fetos controles foi estatisticamente igual ao dos fetos CE e CI (p >
0,05) e diferente de G (p < 0,001), logo todos os grupos tratados foram comparados sempre com
os grupos CE e CI.

Quando comparada a relacdo PI/PC entre todos os grupos estudados, notamos que os
unicos grupos que foram estatisticamente iguais aos fetos CE e CI foram GA e GAH (p > 0,05).
O grupo GAHNO4 também foi diferente estatisticamente do grupo G, mas ndo chegou a ser
similar aos controles.

A primeira vez que os grupos GA e GAH foram estudados (72) houve diferenca entre
eles, mas desta vez o mesmo ndo ocorreu. Talvez porque os dados de PI e PC para estes grupos
foram novamente obtidos, ji se notou que a nova ninhada de ratos apresentou menor peso e
tamanho dos fetos, seja de qualquer grupo estudado. Sendo assim, as outras andlises serviram
para comprovar se o grupo GA poderia ter apresentado alguma melhora somente com adi¢ao do
adesivo. Mas, de qualquer forma, o hidrogel pareceu continuar melhorando a relacido PI/PC.

O intestino inflamado dos fetos G € mais curto e mais pesado do que o controle, pois
ocorrem dois efeitos: constricdo do intestino pelo 6stio da parede abdominal que ocasiona
dilatacdo e espessamento da mucosa e acdo toxica direta do LA que ocasiona formagao de uma
camada fibrosa com edema e espessamento da camada serosa. Alguns autores acreditam que
ambos os efeitos s@o independentes (88).

Pudemos verificar na andlise histologica que os didmetros intestinais externos I e II dos
fetos GAH, GANO4 e GAHNO4 ficaram iguais aos grupos CE e CI, diferentes dos grupos G,
GA e GNO2 (p <0,001). Ao medirmos os didmetros internos I e II, verificamos que a luz
intestinal dos fetos G também aumenta, assim como dos fetos GA e GNO2 (p < 0,001), nao
havendo qualquer modificagdo nos fetos CE, CI, S, GAH, GNO4 ¢ GAHNO4 (p > 0,05). O
grupo GNO3 foi estatisticamente diferente de G, mas ndo chegou a ser igual estatisticamente aos
grupos CE e CI, considerados saudaveis.

Em todas as medidas da parede intestinal: espessura total, mucosa e submucosa, camada
muscular longitudinal, camada muscular circular e serosa os resultados mostraram diferenca
significativa entre os grupos. Na camada serosa, 0s grupos que mantiveram a espessura igual ao
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grupos CE e CI foram S, GAH, GNO4 e GAHNO4 (p > 0,05). Ja os grupos G, GA, GNO2 e
GNO3 aumentaram em espessura da serosa (p < 0,001). Neste caso, dentre as dosagens, a
concentracdo de GSNO de 0,05 uM foi a tnica que conseguiu ajudar no processo inflamatério
das alcas intestinais, j4 0 mesmo acontece de fora para dentro. O mesmo ocorreu no uso do
hidrogel com ou sem GSNO.

Nas outras camadas, também se obteve resultado semelhante, sendo que os tinicos grupos
que apresentaram as camadas estatisticamente iguais ao CE e CI foram S, GAH e GAHNO4 (p >
0,05). Os grupos que aumentaram nas medidas das camadas foram G, GA e GNO?2,
principalmente (p < 0,001). O grupo GAHNO4 apresentou um leve declinio em relacdo ao grupo
GAH, mas ndo chegou a ser diferente estatisticamente. O grupo GNO3 nao apresentou melhoras
nas espessuras medidas, sendo igual ao grupo G ns medidas das camadas mucosa e submucosa e
serosa (p > 0,05). Achados semelhantes para os fetos G foram encontrados nos modelos de
coelhos e embrides de galinhas, reforcando o efeito nocivo do LA na evolucdo da gestacdo sobre
as alcas intestinais (34,90). Portanto, mais uma vez, os tratamentos eficazes até o momento sao
aqueles que usamos o hidrogel como protecdo e também com o uso concomitante de GSNO a
0,05 uM.

Para avaliar estes tratamentos, também foi analisada a expressdao das enzimas nNOS,
iNOS e eNOS para todos os grupos, doentes, sauddveis e tratados, por meio de
imunoistoquimica e western blotting. Na gastrosquise, estas enzimas estdo muito expressas, logo
a avaliacdo da expressdo destas enzimas pode ser indicio de que a inflamacdo nos grupos
tratados melhorou ou nao (4,47).

Pela andlise de imunoistoquimica e western blotting, a enzima nNOS foi mais expressa
nos grupos G, GA, principalmente e nos grupos GNO2 e GNO3 também. E foi menos expressa
nos grupos S, GAH, GNO4 e GAHNOA4. A outra enzima constitutiva, a eNOS, também foi mais
expressa nos grupos G e GA e menos nos grupos S, GAH, GNO4 e GAHNO4. A enzima iNOS,
que ¢ induzivel e produzida em processos inflamatdrios, teve alta expressao nos grupos G e GA,
principalmente e nos grupos S, GNO2, GNO3 e GNO4. A baixa expressao foi mais evidenciada
nos grupos GAH e GAHNOA4, que chegou a ser mais baixa que nos grupos CE e CIL.

Pela andlise de todos os resultados encontrados, os tratamentos mais eficazes para melhora
da inflamacao das algas intestinais na gastrosquise foram GAH, GNO4 ¢ GAHNO4, sendo que o
grupo que teve a associagdo do hidrogel e GSNO a 0,05 uM, o mais diluido, foi aquele cujo
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intestino se mostrou menos inflamado. H4 evidéncias na literatura que a ligacdo de NO auto-
gerado ao grupo heme da iNOS leva a inibicdo catalitica desta enzima e € um mecanismo
negativo provdvel de feed-back para reduzir a inflamacdo mediada por NO (96). Logo, esta
concentracdo de NO doado pelo GSNO foi suficiente para causar uma inibi¢ao principalmente da
enzima iNOS, reduzindo consideravelmente a inflamacdo das al¢as intestinais.

As outras dosagens de GSNO ndo mostraram serem eficazes no tratamento e isso pode ser
em decorréncia da alta concentragdo de NO doado, que mesmo que inibisse a enzima iNOS de
alguma forma, foi suficiente ainda para causar os efeitos mais téxicos do NO, como danos na
mucosa (97).

Esses resultados mostram que usando um doador de NO em baixa concentracio, pode-se
também ajudar no tratamento da inflamacdo na gastrosquise, tanto quanto ou até melhor que o
uso apenas do biomaterial e inclusive pode ser até melhor que o uso de inibidores, como o L-
NAME (NG-nitro-L-arginina éster metilico) que € ndo seletivo da NOS ou o NG
(aminoguanidina), que ¢ inibidor da iNOS. E possivel que os inibidores da iNOS sio eficazes
como agentes de protecdo somente quando administrados no momento da indugdo da inflamacgao
intestinal e ndo exerca substancial atividade antiinflamatérias quando administrados apds a
inflamac@o j4 estiver se estabelecido e a iNOS expressa (98).

A expressao da NOS pode ser diretamente correlacionada com os niveis dos principais
metabolitos primdrios de NO, isto é, nitrito (NO;) e nitrato (NOj3) que pode ser medido
coletivamente como NOX, através de ensaio de quimioluminescéncia. Para este estudo, somente a
triade formada por G, ClI e S foi analisada, pois queriamos saber se a técnica seria eficiente com o
LA, uma vez que € viscoso e dificil de ser coletado principalmente no ultimo dia de gestacdo e
nos grupos operados, ja que ndo podia ficar em contato direto com o ar.

Traumas em tecidos devido a incisdo no utero (grupos G e S) e na parede abdominal para
a externalizacdo das algas intestinais (grupo G) sdo esperados para levar ao aumento do nivel de
NOx no LA. Esse aumento nos niveis de NOx pode ser entendida como resultante do aumento da
producdo de NO pelos tecidos traumatizados, seguido por sua oxidagdo a NO, e NOs3, que, por
sua vez, difundem-se rapidamente ao LA.Pode-se considerar que em trés dias apds o
procedimento cirdrgico, o LA permanece basicamente inalterado quanto ao seu teor de proteina
em um volume de cerca de 0,5-0,6 mL por dia (99,100,101,102,103). Este fluxo € suficiente para

alterar a concentracdo de NOx durante o periodo de trés dias.No entanto, deve-se considerar que
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as concentragdes de NOx estdo num "estado estaciondrio” dentro de um ambiente dinamico. O
aumento significativo da concentragdo de NOx no grupo G, em comparagdao com os grupos Cl e
S, mostra que mesmo em tal situagao de renovagdo do LA, a persisténcia da inflamagdo ao longo
deste periodo, € responsdvel pela manuten¢do de um aumento da produc¢do de NO e, portanto, a
concentracao de NOx aumenta no LA.

No grupo CI os niveis de NOx t€ém a mesma ordem de magnitude no tecido intestinal e no
LA, o que reflete o nivel basal de NOx devido as atividades constitutivas da NOS. No entanto, os
niveis de NOx no LA sdo 200 e 30 vezes maior do que no tecido intestinal dos grupos G e S,
respectivamente, o que reflete a difusdo de NOx do ttero inflamado, parede abdominal e al¢as
intestinais expostas para o LA. Este resultado estd de acordo com o fato de que a difusdo passiva
de NOx do tecido para o LA deve ser ampla e rdpida, uma vez NO, e NO;3 sdo totalmente
espécies soliveis de dgua.

Foi verificado também uma diminuicao inesperada do nivel de NOx no tecido intestinal
do grupo G, em comparagdo com os tecidos do intestino dos grupos CI e S, que ndo tém
correlac@o direta com os niveis de NOS, visto que a expressdo das trés isoformas foi maior no
grupo G. E sabido que os mediadores pré-inflamatérios, incluindo a bradicinina, a histamina,
complemento e derivados do NO, associados a infiltrado inflamatério leva ao aumento da
permeabilidade vascular (104). Sabe-se também que o aumento da producdo de NO estd
diretamente relacionada com a inflamacdo e com fendmenos vasculares mediados principalmente
pela histamina (105).

Por conseguinte, a diminuicao do nivel de NOx no tecido intestinal do grupo G pode ser
devido ao aumento da permeabilidade vascular associada com a inflamacgdo do tecido intestinal
neste grupo, o que proporciona uma maior difusdo e escape de NOx para o LA, com a qual o
tecido do intestino estd em contato direto. Esse contato nao existe nos grupos Cl e S, que acabam
exibindo maiores niveis intestinais de NOx basal. Como citado anteriormente, ha evidéncias na
literatura de que o NO pode se ligar a iNOS gerando um mecanismo de feed-back para reduzir a
inflamacdo mediada por NO (96). Assim, a diminui¢do do nivel de NOx no tecido intestinal do
grupo G pode também contribuir para manter a maior expressio das NOS constitutivas na
inflamacao neste modelo animal.

Em resumo, verificou-se que a inflamagao intestinal na gastrosquise € associado com a
difusdo do NO para a LA, que pode ser a causa do aumento da expressao da NOS no intestino.
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Sendo assim, o hidrogel P(NIPAAm-co-AAc) pode ser utilizado como matriz para a
reducdo da espessura da alca intestinal e que associado ao uso de doador de NO ajuda no
processo antiinflamatério no tecido. A utilizac@o deste biomaterial com ou sem doador de NO no
mesmo modelo da doenca em animais de grande porte poderd aumentar a validacdo e a aplicagdo
do hidrogel na prética clinica. Além disso, quantificando NOx no tecido intestinal e no LA,
concluimos que a difusdo do NO contribui para o aumento da expressdo das NOS e que a anélise
de NO e de outras substancias pode refletir o grau de exposi¢do e inflamacdo do intestino em
gastrosquise, contribuindo para a compreensio da fisiopatologia de gastrosquise e até mesmo

como possivel fator progndstico em recém-nascidos com esta doenga.
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6. CONCLUSOES
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7.1. Geral

No modelo experimental de gastrosquise em fetos de rato, o uso de GSNO na
concentracdo de 0,05 um combinado com hidrogel de P(NIPAAm-co-AAc) mostrou ser um bom
tratamento, sendo uma boa opc¢do para proteger as alcas intestinais contra os danos causados pelo

LA no modelo experimental de gastrosquise em fetos de rato.

7.2. Especifico

a) O grau de protecdo e tratamento das alcas intestinas pelas medidas morfoldgicas e
histométricas intestinais foi eficaz, com as medidas da relagdo PI/PC e espessura de todas as
camadas da parede intestinal similares especialmente entre os fetos CE, CI, S, GAH e GAHNO4 e
diferentes dos fetos G, GA, GNO2, GNO3 e GNO4.

b) A expressdo das enzimas nNOS, iNOS e eNOS por meio de western blotting e
imunoistoquimica aumentou principalmente para os grupos G e GA e para as altas dosagens como
GNO2 e GNO3 e dimunuiu nos grupos S, GAH, GNO4 e GAHNO4, ficando iguais aos grupos CE
e CI. Atencdo especial € dada ao resultado da iNOS, que teve alta expressao nos grupos S, G, GA,
GNO2, GNO3 e GNO4 e baixa apenas nos grupos GAH e GAHNO4, que chegaram a expressar
menos que nos grupos CE e CIL.

c) A quantificacdo de nitrato e nitrito (NOx) no intestino € no LA por
quimioluminescéncia, mostrou que o NO se difunde do tecido intestinal para o LA, no grupo G e

isso pode ser a causa para o aumento da expressao da enzima NOS.
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Tabela 7 - Resultado das aferi¢des do Peso Corporal (PC) (g), Peso Intestinal (PI) (g) e Relagcdo

Peso Intestinal/Peso Corporal para os 14 grupos comparados.

Feto Grupo PC PI PI/PC
1 CE 6,6029 0,1790 0,0271

2 CE 6,3040 0,1893 0,0300

3 CE 5,9308 0,1593 0,0269
4 CE 5,9436 0,1551 0,0261

5 CE 5,9773 0,1917 0,0321

6 CE 5,2566 0,1587 0,0302

7 CE 5,3992 0,1596 0,0296

8 CE 5,7513 0,1661 0,0289

9 CE 5,0698 0,1575 0,0311
10 CE 5,7270 0,1851 0,0323
11 CE 6,5230 0,2125 0,0326
12 CE 6,5076 0,2156 0,0331
MEDIA CE 5,9161 0,1775 0,0299
DP CE 0,5069 0,0216 0,0016
MIN CE 5,0698 0,1551 0,0278
MAX CE 6,6029 0,2156 0,0327
13 G 4,8096 0,2163 0,0450
14 G 5,7755 0,2411 0,0418
15 G 5,5097 0,1828 0,0332
16 G 4,995 0,2716 0,0544
17 G 3,237 0,1552 0,0480
18 G 3,4934 0,1923 0,0551
19 G 42611 0,224 0,0526
20 G 3,7250 0,1394 0,0374
21 G 4,6543 0,2565 0,0551
22 G 4,9087 0,1923 0,0392
23 G 3,6543 0,2009 0,0550
24 G 3,6108 0,2167 0,0600
MEDIA G 4,3862 0,2074 0,0474
DP G 0,8418 0,0388 0,0029
MIN G 3,2470 0,1394 0,0431
MAX G 5,7755 0,2716 0,0526
25 CI 6,4900 0,1945 0,0300
26 CI 5,3756 0,1836 0,0342
27 CI 5,6507 0,1189 0,0210
28 CI 5,8241 0,1605 0,0276
29 CI 6,3586 0,1873 0,0295
30 CI 5,9295 0,1991 0,0336
31 CI 4,7925 0,1151 0,0240
32 CI 4,8867 0,138 0,0282
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33 CI 3,6526 0,1115 0,0305
34 CI 3,3554 0,0898 0,0268
35 CI 4,0824 0,1298 0,0318
36 CI 5,1170 0,151 0,0295

MEDIA CI 5,1263 0,1483 0,0289
DP CI 1,0186 0,0367 0,0038

MIN CI 3,3554 0,0898 0,0248
MAX CI 6,4900 0,1991 0,0316
37 S 5,7375 0,1787 0,0311
38 S 3,8857 0,1720 0,0443
39 S 4,0371 0,1324 0,0328
40 S 4,0552 0,1081 0,0267
41 S 3,4275 0,1115 0,0325
42 S 4,6791 0,1401 0,0299
43 S 3,8381 0,1053 0,0274
44 S 5,1158 0,1441 0,0282
45 S 3,3504 0,1803 0,0538
46 S 3,9626 0,0986 0,0249
47 S 5,4465 0,1347 0,0247
48 S 6,1375 0,1853 0,0302

MEDIA S 4,4728 0,1409 0,0314

DP S 0,9293 0,0317 0,0021
MIN S 3,3504 0,0986 0,0282
MAX S 6,1375 0,1853 0,0345

49 GA 3,6309 0,1387 0,0382

50 GA 42107 0,1318 0,0313

51 GA 4,0739 0,1877 0,0461

52 GA 4,5616 0,1397 0,0306

53 GA 3,2368 0,0875 0,0270

54 GA 4,4898 0,1726 0,0384

55 GA 5,0117 0,1474 0,0294

56 GA 4,1147 0,1499 0,0364

57 GA 4,1622 0,1475 0,0354

58 GA 3,9302 0,1574 0,0400

59 GA 3,9923 0,0887 0,0222

60 GA 4,2060 0,1689 0,0402

MEDIA GA 4,1351 0,1432 0,0343

DP GA 0,4488 0,0302 0,0043
MIN GA 3,2368 0,0875 0,0244
MAX GA 5,0117 0,1877 0,0378

61 GAH 4,2883 0,1489 0,0347

62 GAH 45718 0,1606 0,0351

63 GAH 4,0168 0,1894 0,0472

64 GAH 3,4219 0,2134 0,0624

65 GAH 3,9656 0,1814 0,0457

66 GAH 4,388 0,1975 0,0450
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67 GAH 5,3604 0,1414 0,0264
68 GAH 3,9882 0,2090 0,0524
69 GAH 3,8797 0,1620 0,0418
70 GAH 4,4936 0,1441 0,0321
71 GAH 5,4354 0,1547 0,0285
72 GAH 5,7189 0,1282 0,0224
MEDIA GAH 4,4607 0,1692 0,0379
DP GAH 0,7054 0,0282 0,0016
MIN GAH 3,4219 0,1282 0,0363
MAX GAH 5,7189 0,2134 0,0414
73 GNO2 3,6032 0,1367 0,0379
74 GNO2 3,3481 0,1476 0,0441
75 GNO2 5,0034 0,1986 0,0397
76 GNO2 5,1195 0,2073 0,0405
77 GNO2 4,8549 0,2287 0,0471
78 GNO2 4,7767 0,2001 0,0419
79 GNO2 4,3435 0,2344 0,0540
80 GNO2 5,4695 0,2491 0,0455
81 GNO2 5,0848 0,2448 0,0481
82 GNO2 5,0649 0,2588 0,0511
83 GNO2 4,0058 0,2510 0,0627
84 GNO2 3,4188 0,2315 0,0677
MEDIA GNO2 4,5535 0,2180 0,0478
DP GNO2 0,7266 0,0389 0,0033
MIN GNO2 3,3481 0,1367 0,0408
MAX GNO2 5,4695 0,2588 0,0551
85 GNO2C 4,2976 0,1315 0,0306
86 GNO2C 35,1937 0,1678 0,0323
87 GNO2C 4,9123 0,1380 0,0281
88 GNO2C 3,8027 0,1331 0,0350
89 GNO2C 4,3518 0,1591 0,0366
90 GNO2C 35,1601 0,1471 0,0285
91 GNO2C 4,3512 0,1270 0,0292
92 GNO2C 4,1488 0,1325 0,0319
93 GNO2C 5,7936 0,1785 0,0308
94 GNO2C 4,8335 0,1378 0,0285
95 GNO2C 6,0099 0,2126 0,0354
96 GNO2C 5,9375 0,2013 0,0339
MEDIA GNO2C 4,8994 0,1555 0,0317
DP GNO2C 0,7384 0,0289 0,0019
MIN GNO2C 3,8027 0,1270 0,0286
MAX GNO2C 6,0099 0,2126 0,0354
97 GNO3 53,8275 0,1979 0,0340
98 GNO3 4,9533 0,2012 0,0406
99 GNO3 5,4010 0,2776 0,0514
100 GNO3 4,4068 0,2551 0,0579
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101 GNO3 4,7808 0,1960 0,0410
102 GNO3 4,2732 0,1447 0,0339
103 GNO3 3,7024 0,1927 0,0520
104 GNO3 4,4947 0,1339 0,0298
105 GNO3 3,6032 0,1367 0,0379
106 GNO3 3,3481 0,1476 0,0441
107 GNO3 4,8976 0,1546 0,0316
108 GNO3 4,7120 0,1350 0,0287

MEDIA GNO3 4,5334 0,1811 0,0395
DP GNO3 0,7308 0,0480 0,0046

MIN GNO3 3,3481 0,1334 0,0335
MAX GNO3 5,8275 0,2776 0,0476
109 GNO3C 5,8462 0,1852 0,0317
110 GNO3C 6,1279 0,2312 0,0377
111 GNO3C 6,1049 0,1936 0,0317
112 GNO3C 5,9133 0,1925 0,0326
113 GNO3C 4,8130 0,1408 0,0293
114 GNO3C 49018 0,1583 0,0323
115 GNO3C 4,7124 0,1217 0,0258
116 GNO3C 4,5831 0,2259 0,0493
117 GNO3C 4,9622 0,1460 0,0294
118 GNO3C 4,8640 0,1282 0,0264
119 GNO3C 5,9683 0,1666 0,0279
120 GNO3C 5,4650 0,1746 0,0319

MEDIA GNO3C 5,3552 0,1721 0,0319

DP GNO3C 0,6033 0,0354 0,0034
MIN GNO3C 4,5831 0,1217 0,0266
MAX GNO3C 6,1279 0,2312 0,0377

121 GNO4 4,5864 0,2035 0,0444

122 GNO4 49127 0,2493 0,0507

123 GNO4 3,4824 0,1238 0,0356

124 GNO4 3,2609 0,0942 0,0289

125 GNO4 3,0528 0,1227 0,0402

126 GNO4 43841 0,2606 0,0594

127 GNO4 5,1095 0,2123 0,0416

128 GNO4 3,9248 0,1609 0,0410

129 GNO4 3,6279 0,1464 0,0404

130 GNO4 4,1814 0,1296 0,0310

131 GNO4 4,2900 0,1638 0,0382

132 GNO4 4,2223 0,1410 0,0334

MEDIA GNO4 4,0863 0,1673 0,0401

DP GNO4 0,6387 0,5227 0,0067
MIN GNO4 3,0528 0,0942 0,0309
MAX GNO4 5,1095 0,2606 0,0510

133 GNO4C 3,2590 0,0940 0,0288

134 GNO4C 4,3544 0,1560 0,0358
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135 GNO4C 4,1818 0,1494 0,0357
136 GNO4C 5,5206 0,1997 0,0362
137 GNO4C 4,1133 0,1698 0,0413
138 GNO4C 4,0126 0,1351 0,0337
139 GNO4C 4,4603 0,1656 0,0371
140 GNO4C 4,1667 0,1328 0,0319
141 GNO4C 3,8418 0,1202 0,0313
142 GNO4C 6,0791 0,1606 0,0264
143 GNO4C 5,1526 0,1442 0,0280
144 GNO4C 5,3130 0,1766 0,0332
MEDIA GNO4C 4,5379 0,1503 0,0331
DP GNO4C 0,8091 0,0279 0,0021
MIN GNO4C 3,2590 0,0940 0,0288
MAX GNO4C 6,0791 0,1997 0,0360
145 GAHNO4 3,6032 0,1367 0,0379
146 GAHNO4 3,3481 0,1476 0,0441
147 GAHNO4 4,7490 0,1762 0,0371
148 GAHNO4 3,6787 0,1077 0,0293
149 GAHNO4 3,6894 0,1107 0,0300
150 GAHNO4 3,0551 0,0993 0,0325
151 GAHNO4 3,6543 0,1543 0,0422
152 GAHNO4 3,8014 0,1600 0,0421
153 GAHNO4 3,7898 0,1274 0,0336
154 GAHNO4 3,6533 0,1665 0,0456
155 GAHNO4 3,9876 0,1587 0,0398
156 GAHNO4 3,5641 0,1320 0,0370
MEDIA GAHNO4 3,7145 0,1398 0,0374
DP GAHNO4 0,4013 0,0249 0,0041
MIN GAHNO4 3,0551 0,0993 0,0311
MAX GAHNO4 4,7490 0,1762 0,0421
157 GAHNO4C 42976 0,1454 0,0338
158 GAHNO4C 4,1937 0,1178 0,0281
159 GAHNO4C 49123 0,1380 0,0281
160 GAHNO4C 3,8027 0,1331 0,0350
161 GAHNO4C 3,2212 0,1453 0,0451
162 GAHNO4C 43518 0,1291 0,0297
163 GAHNO4C 3,1601 0,1071 0,0339
164 GAHNO4C 43512 0,1270 0,0292
165 GAHNO4C 4,1488 0,1325 0,0319
166 GAHNO4C 4,8653 0,1386 0,0285
167 GAHNO4C 3,8086 0,1299 0,0341
168 GAHNO4C 3,3227 0,1393 0,0419
MEDIA GAHNO4C 4,0363 0,1319 0,0330
DP GAHNO4C 0,5883 0,0111 0,0025
MIN GAHNO4C 3,1601 0,1071 0,0296
MAX GAHNO4C 49123 0,1454 0,0382
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Tabela 8 - Resultado das aferi¢des do Diametro externo I (um), Diametro interno I (um),

Diametro externo II (um), Diametro interno II (um) para os dez grupos estudados.

Cortes Grupo DE-I DE-II DI-1 DI-II
1 CE 643,02 597,22 555,22 529,07

2 CE 750,14 622,47 669,53 532,54

3 CE 738,50 627,42 644,21 533,15

4 CE 630,32 603,27 538,31 534,58

5 CE 643,23 612,59 546,44 535,34

6 CE 640,01 599,47 537,15 536,68

7 CE 929,40 844,67 827,25 542,59

8 CE 940,28 857,20 831,41 545,90

9 CE 963,94 777,40 833,42 552,56
10 CE 756,60 613,11 668,63 556,03
11 CE 747,94 613,54 675,23 563,23
12 CE 644,95 604,20 527,70 579,09
13 CE 734,50 638,86 651,30 635,79
14 CE 736,43 614,96 635,76 746,88
15 CE 740,85 633,11 652,71 576,39
MEDIA CE 749,34 657,30 652,95 576,39

DP CE 111,85 89,79 106,68 69,80
MIN CE 630,32 597,22 527,70 529,07
MAX CE 963,94 857,20 833,42 746,88
16 G 1219,13 1257,75 1068,63 865,99
17 G 1315,35 1133,96 1124,46 905,52
18 G 1309,51 1236,28 1062,19 911,33
19 G 1303,53 1242,11 1063,34 914,85
20 G 1318,36 1184,38 1110,62 977,18
21 G 1280,43 1176,81 1079,47 1012,16
22 G 1276,28 1204,22 1007,01 1042,76
23 G 1289,98 1206,54 1048,64 1051,63
24 G 1310,38 1220,90 1046,42 1054,55
25 G 1432,82 1214,30 1226,31 1058,10
26 G 1417,18 1227,56 1237,83 1060,91
27 G 141421 1238,59 1243,75 1072,37
28 G 1391,94 1287,17 1247,77 1072,57
29 G 1220,14 1126,46 1055,40 1112,40
30 G 1210,82 1138,68 1019,77 1013,62
MEDIA G 1314,00 1206,38 1109,44 1013,62

DP G 72,03 46,81 86,02 78,39
MIN G 1012,82 1126,46 1007,01 865,99
MAX G 1432,82 1287,17 1247,77 1112,40
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31 CI 902,37 803,34 805,50 615,50
32 CI 917,04 799,01 813,03 621,06
33 CI 915,21 764,89 806,32 624,01
34 CI 835,00 769,26 719,35 624,08
35 CI 819,62 728,59 727,53 635,84
36 CI 731,79 742,68 606,97 650,60
37 CI 901,56 802,35 746,56 678,28
38 CI 718,54 800,01 805,43 680,91
39 CI 865,56 720,87 601,13 681,91
40 CI 810,67 730,71 611,90 702,09
41 CI 759,55 781,64 600,93 702,26
42 CI 703,97 769,07 603,54 716,51
43 CI 731,99 699,08 722,91 724,40
44 CI 704,76 710,89 701,54 786,46
45 CI 865,87 765,54 802,54 682,00
MEDIA CI 812,23 759,20 711,68 682,00
DP CI 80,94 35,13 86,16 55,75
MIN CI 903,97 699,08 600,93 615,50
MAX CI 917,04 903,34 813,03 786,46
46 S 1025,71 857,77 887,60 543,35
47 S 818,50 778,73 717,33 554,82
48 S 955,68 764,62 854,77 573,48
49 S 1012,07 868,93 892,90 586,44
50 S 830,57 753,97 711,77 640,68
51 S 1022,02 871,26 882,45 664,14
52 S 745,39 683,81 593,61 665,75
53 S 708,36 705,02 598,39 681,03
54 S 691,96 681,62 576,78 762,84
55 S 990,06 862,63 867,06 777,80
56 S 1000,97 863,88 842,17 778,71
57 S 975,20 883,94 846,26 778,83
58 S 989,86 854,80 859,07 779,59
59 S 932,69 770,00 817,12 797,73
60 S 761,68 686,95 631,97 691,58
MEDIA S 897,38 792,53 771,95 691,58
DP S 123,59 77,65 120,24 94,84
MIN S 691,96 681,62 576,78 543,35
MAX S 1025,71 883,94 892,90 797,73
61 GA 1155,69 990,75 950,79 829,00
62 GA 1348,54 991,81 1099,79 837,08
63 GA 1310,21 996,65 1107,07 904,63
64 GA 1297,13 1164,73 1088,13 965,96
65 GA 1415,54 1175,62 1034,53 976,98
66 GA 1437,74 1176,58 1039,02 988,01
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67 GA 1154,88 1190,87 1087,35 993,27
68 GA 1354,98 1205,45 1003,91 999,79
69 GA 1310,77 1227,68 1187,34 1022,10
70 GA 1450,79 1228,81 987,46 1023,43
71 GA 1100,76 1264,42 1045,35 1034,53
72 GA 104,87 1286,34 1043,91 1079,12
73 GA 1269,65 1309,10 1087,32 1083,67
74 GA 1280,54 1347,83 1076,03 1163,03
75 GA 1309,76 1391,87 1023,23 999,95
MEDIA GA 1220,12 1196,57 1057,41 995,95
DP GA 324,73 123,80 57,14 92,02
MiN GA 1155,69 990,75 950,79 829,00
MAX GA 1450,79 1391,87 1187,34 1163,03
76 GAH 984,30 677,65 781,40 576,71
77 GAH 704,33 683,69 627,00 584,03
78 GAH 732,48 721,54 644,85 598,97
79 GAH 804,92 728,79 706,19 605,89
80 GAH 839,88 730,49 750,96 610,32
81 GAH 692,93 735,99 613,65 632,08
82 GAH 709,65 751,21 768,41 643,03
83 GAH 770,55 756,89 635,10 651,54
84 GAH 854,00 764,73 821,23 656,05
85 GAH 805,99 768,99 654,40 657,85
86 GAH 904,32 802,13 602,79 703,38
87 GAH 965,85 809,87 723,46 706,72
88 GAH 728,95 824,56 790,34 732,45
89 GAH 867,99 867,09 698,44 789,80
90 GAH 896,51 911,81 720,32 661,15
MEDIA GAH 817,51 769,03 702,57 661,15
DP GAH 94,68 64,60 70,32 65,95
MiN GAH 965,85 677,65 602,79 576,71
MAX CAH 692,93 911,81 821,23 789,80
91 GNO2 1176,93 959,20 1008,01 814,35
92 GNO2 1538,30 986,00 1331,27 831,87
93 GNO2 1556,37 995,80 1383,51 847,81
94 GNO2 1151,38 1011,30 1022,25 874,88
95 GNO2 1163,52 1028,69 974,67 877.36
96 GNO2 1562,30 1040,38 1384,49 908,18
97 GNO2 1138,80 1040,40 993,28 911,85
98 GNO2 1151,18 1046,59 1012,58 916,90
99 GNO2 1135,46 1061,06 997 46 926,31
100 GNO2 1138,91 1062,07 1026,80 926,58
101 GNO2 1032,50 1065,29 911,11 953,39
102 GNO2 1403,83 1074,46 1337,44 960,42
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103 GNO2 1220,08 1270,50 1054,69 1132,73
104 GNO2 1392,43 1274,57 1250,88 1254,48
105 GNO2 1371,57 1393,77 1181,96 957,28
MEDIA GNO2 1275,57 1087,34 1124,69 597,28
DP GNO2 177,64 123,88 167,83 135,90
MiN GNO2 1032,50 959,20 911,11 814,35
MAX GNO2 1562,30 1393,77 1384,49 1254,48
106 GNO3 821,41 959,20 667,70 532,94
107 GNO3 843,82 986,00 630,44 545,61
108 GNO3 832,46 995,80 670,23 551,36
109 GNO3 1216,64 1011,30 920,25 555,46
110 GNO3 1181,70 1028,69 777,78 629,01
111 GNO3 1247,43 1040,38 800,17 661,39
112 GNO3 1309,64 1040,40 1230,32 689,40
113 GNO3 1200,52 1046,59 1038,30 692,87
114 GNO3 1276,57 1061,06 1145,70 714,94
115 GNO3 851,28 1062,07 670,69 730,58
116 GNO3 1280,95 1065,29 1028,51 745,83
117 GNO3 1183,78 1074,46 926,25 842,98
118 GNO3 983,59 1270,50 830,09 849,54
119 GNO3 993,78 1274,57 836,73 1023,24
120 GNO3 1299,32 1393,77 1162,12 711,57
MEDIA GNO3 1101,52 1087,34 892,35 711,57
DP GNO3 190,53 123,88 191,87 144,76
MiN GNO3 821,41 694,32 667,70 532,94
MAX GNO3 1309,64 1202,33 1230,32 1023,24
121 GNO4 788,73 583,85 658,77 492,30
122 GNO4 754,83 615,32 640,65 507,87
123 GNO4 706,85 622,16 593,61 527,96
124 GNO4 772,59 631,30 670,20 541,01
125 GNO4 741,98 633,25 639,46 545,41
126 GNO4 748,24 641,77 640,02 545,76
127 GNO4 795,51 656,42 714,25 552,97
128 GNO4 870,87 679,45 817,17 555,76
129 GNO4 935,22 681,94 805,55 564,03
130 GNO4 1078,71 684,35 790,23 569,56
131 GNO4 748,58 720,13 657,83 574,57
132 GNO4 718,51 740,08 601,49 653,78
133 GNO4 861,85 804,17 726,79 684,42
134 GNO4 839,13 814,71 597,51 878,40
135 GNO4 881,42 855,26 707,15 593,15
MEDIA GNO4 816,20 690,94 684,05 593,15
DP GNO4 98,55 80,66 74,09 99,73
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706,85 583,85 593,61 492,30

MIN GNO4
MAX GNO4 1078,71 855,26 817,17 878,40
136 GAHNO4 669,61 485,72 615,40 424,22
137 GAHNO4 833,81 507,82 755,94 434,57
138 GAHNO4 667,09 526,13 583,94 442,62
139 GAHNO4 657,45 529,83 586,96 480,55
140 GAHNO4 837,36 531,76 746,78 481,93
141 GAHNO4 836,45 581,58 759,69 497,21
142 GAHNO4 1042,61 588,24 919,16 532,85
143 GAHNO4 955,71 665,82 843,26 544,83
144 GAHNO4 925,02 679,84 726,41 589,39
145 GAHNO4 794,10 687,28 616,65 597,81
146 GAHNO4 632,38 707,92 661,34 613,33
147 GAHNO4 868,65 740,14 783,10 624,22
148 GAHNO4 960,67 814,69 841,63 637,25
149 GAHNO4 844,34 826,17 789,52 654,30
150 GAHNO4 706,02 890,10 630,19 546,80
MEDIA GAHNO4 815,42 650,87 724,00 546,80
DP GAHNO4 126,34 127,97 103,92 82,09
MIN GAHNO4 632,38 485,72 583,94 424,22
MAX GAHNO4 1042,61 890,10 919,16 654,30

Tabela 9 - Resultado das afericdes das camadas serosa, muscular longitudinal, muscular circular,

submucosa e mucosa e parede total intestinal, em um, para os dez grupos estudados.

Muscular Muscular Submucosa

Par
Cortes Grupo Serosa Longitudinal Circular e Mucosa arede
1 CE 1,16 4,35 8,50 18,40 39,22
2 CE 2,36 4,72 8,61 21,23 41,06
3 CE 2,36 4,81 8,61 22,65 42,05
4 CE 2,36 5,21 8,70 24,89 43,18
5 CE 2,36 5,27 8,77 26,57 43,46
6 CE 2,54 5,83 8,95 27,56 46,30
7 CE 2,83 5,91 9,91 27,93 46,56
8 CE 2,87 5,91 9,95 29,90 49,12
9 CE 2,98 6,15 10,09 30,61 50,53
10 CE 2,98 6,15 10,64 30,89 50,64
11 CE 3,30 6,35 11,01 31,02 50,81
12 CE 3,34 6,60 11,36 31,13 52,19
13 CE 3,34 6,75 11,40 31,32 53,04
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14 CE 3,43 6,87 11,65 31,77 54,07
15 CE 3,77 7,01 11,83 32,12 57,20
16 CE 3,77 7,14 12,70 33,52 57,88
17 CE 3,80 7,32 13,16 39,26 61,08
18 CE 3,80 8,02 13,24 40,70 63,50
19 CE 4,06 8,35 18,06 40,89 72,39
20 CE 4,06 10,35 19,75 55,23 73,54
MEDIA CE 3,07 6,45 11,34 31,38 52,39
DP CE 0,74 1,40 3,02 8,13 9,64
MIN CE 1,16 4,35 8,50 18,40 39,22
MAX CE 4,06 10,35 19,75 55,23 73,54
21 G 3,34 10,03 20,60 23,70 88,57
22 G 3,40 12,98 22,17 35,29 99,59
23 G 3,68 14,00 23,87 37,05 100,93
24 G 4,06 14,26 28,91 43,29 101,48
25 G 4,06 14,77 31,36 45,29 104,79
26 G 4,22 14,80 32,31 46,57 109,61
27 G 4,35 14,92 35,83 46,62 111,64
28 G 4,45 15,10 35,88 47,10 113,49
29 G 4,47 15,68 38,69 48,28 114,35
30 G 4,47 15,71 39,04 57,47 117,41
31 G 4,72 16,29 40,43 58,10 120,10
32 G 4,72 16,50 40,74 58,80 124,06
33 G 5,08 16,62 41,35 64,15 130,94
34 G 5,21 16,86 42,28 66,03 133,24
35 G 5,66 17,01 4291 69,20 141,35
36 G 5,68 17,10 4491 71,85 143,77
37 G 5,97 20,72 49,46 76,37 145,53
38 G 6,13 21,02 49,50 84,55 151,02
39 G 7,01 23,42 51,38 87,39 152,97
40 G 8,86 24,25 51,64 99,40 154,16
MEDIA G 4,98 16,60 38,16 58,33 122,95
DP G 1,32 3,43 9,36 19,22 20,04
MIN G 3,34 10,03 20,60 23,70 88,57
MAX G 8,86 24,25 51,64 99,40 154,16
41 CI 1,80 4,03 8,14 14,53 35,90
42 CI 1,85 4,22 8,37 30,85 41,41
43 CI 1,94 4,27 8,49 30,88 49,38
44 CI 1,98 4,29 10,60 32,85 51,77
45 CI 2,11 4,92 10,99 32,88 52,77
46 CI 2,23 4,98 11,37 35,73 52,88
47 CI 2,34 5,23 11,38 36,40 55,37
48 CI 2,34 5,44 11,46 36,47 55,75
49 CI 2,35 5,67 11,84 36,64 58,10
50 CI 2,35 5,68 11,87 36,68 58,38
51 CI 2,36 5,75 11,87 36,88 58,47
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52 CI 241 5,76 11,88 36,98 59,76
53 CI 2,44 6,02 12,37 37,51 59,89
54 CI 2,46 6,04 12,48 37,68 60,74
55 CI 2,75 6,10 12,88 37,76 61,77
56 CI 2,77 6,20 13,32 38,51 63,88
57 CI 3,03 6,24 13,71 38,78 67,28
58 CI 3,09 6,83 13,74 41,77 70,39
59 CI 3,34 7,11 13,75 42,88 78,19
60 CI 3,40 7,61 16,35 63,50 80,76
MEDIA CI 2,47 5,62 11,84 36,81 58,64
DP CI 0,46 0,98 1,98 8,53 10,67
MIN CI 1,80 4,03 8,14 14,53 35,90
MAX CI 3,40 7,61 16,35 63,50 80,76
61 S 1,33 4,86 8,06 18,20 36,80
62 S 1,94 4,86 8,66 22,50 43,70
63 S 2,00 5,01 10,16 24,83 47,10
64 S 2,54 5,38 11,01 26,59 50,29
65 S 2,54 5,66 11,36 26,68 52,42
66 S 2,67 6,60 11,91 28,62 52,50
67 S 2,83 6,67 11,94 28,96 52,95
68 S 3,30 6,75 12,35 29,70 55,32
69 S 3,30 7,08 12,777 30,66 57,92
70 S 3,34 7,62 12,95 33,33 58,05
71 S 3,43 7,68 13,05 35,76 63,92
72 S 3,68 7,68 13,49 39,14 64,11
73 S 3,80 7,91 14,19 39,90 64,13
74 S 3,89 8,07 14,19 40,70 64,37
75 S 4,03 8,07 14,69 42,11 65,82
76 S 4,03 8,49 14,81 44,90 67,98
77 S 4,74 8,66 15,28 46,24 69,81
78 S 4,81 9,43 16,51 48,86 75,59
79 S 4,92 12,87 23,58 52,31 78,32
80 S 5,21 13,58 31,28 53,63 90,32
MEDIA S 3,42 7,65 14,11 35,68 60,57
DP S 1,06 2,32 5,18 10,23 12,59
MIN S 1,33 4,86 8,06 18,20 36,30
MAX S 5,21 13,58 31,28 53,63 90,32
81 GA 3,40 8,12 19,35 34,92 80,38
82 GA 3,49 10,35 22,25 44,05 83,76
83 GA 3,59 10,38 23,09 47,99 87,35
84 GA 3,68 10,97 23,57 49,48 88,79
85 GA 3,79 11,10 23,88 50,23 90,11
86 GA 3,99 11,82 24,48 50,28 91,53
87 GA 4,24 11,84 24,48 50,88 94,34
88 GA 4,27 11,88 25,24 52,68 94,53
89 GA 4,49 12,56 25,39 52,83 95,47
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90 GA 4,58 12,67 25,44 53,09 95,48
91 GA 4,63 12,78 26,33 53,71 97,78
92 GA 4,68 12,79 26,34 53,88 99,90
93 GA 4,74 12,81 26,77 56,11 100,95
94 GA 4,75 12,89 27,37 56,90 103,48
95 GA 4,80 12,90 27,57 56,99 105,68
96 GA 5,02 13,90 28,38 57,75 109,72
97 GA 5,10 15,21 30,22 59,48 110,75
98 GA 5,84 15,57 30,98 60,54 116,48
99 GA 6,00 15,68 32,770 66,46 120,49
100 GA 6,55 17,17 37,76 68,68 126,48
MEDIA GA 4,58 12,67 26,58 53,85 99,67
DP GA 0,85 2,11 4,06 7,40 12,26
MIN GA 3,40 8,12 19,35 34,92 80,38
MAX GA 6,55 17,17 37,76 68,68 126,48
101 GAH 2,53 4,86 6,55 23,88 32,71
102 GAH 2,54 6,46 9,43 25,99 42,10
103 GAH 2,54 6,88 9,71 26,36 44,48
104 GAH 2,94 6,96 12,32 27,93 49,86
105 GAH 3,01 6,98 12,32 28,38 52,39
106 GAH 3,11 7,01 12,47 28,66 55,61
107 GAH 3,21 7,09 13,10 30,99 56,48
108 GAH 3,23 7,54 13,41 31,80 59,34
109 GAH 3,30 7,91 13,88 31,99 59,47
110 GAH 3,34 7,98 13,88 32,45 62,47
111 GAH 3,50 8,06 13,99 32,57 63,25
112 GAH 3,52 8,28 14,79 32,78 67,36
113 GAH 3,52 8,47 15,38 33,64 68,37
114 GAH 3,80 8,48 15,45 33,99 68,47
115 GAH 3,84 8,67 15,77 35,87 68,48
116 GAH 4,00 9,06 15,87 35,99 68,87
117 GAH 4,03 9,68 16,99 36,17 69,46
118 GAH 4,03 9,84 17,01 39,37 70,49
119 GAH 4,72 10,34 18,37 39,54 71,32
120 GAH 4,95 11,05 18,78 40,59 59, 49
MEDIA GAH 3,48 8,08 13,97 32,45 59,52
DP GAH 0,66 1,46 3,04 4,66 11,02
MIN GAH 2,53 4,86 6,55 23,88 32,71
MAX GAH 4,95 11,05 18,78 40,59 59,49
121 GNO2 2,54 6,60 9,68 20,88 57,17
122 GNO2 3,02 9,72 12,74 27,50 65,96
123 GNO2 3,30 9,91 13,28 28,87 67,11
124 GNO2 3,40 9,95 16,04 34,55 69,83
125 GNO2 3,40 9,95 16,27 34,87 76,00
126 GNO2 4,22 10,00 17,98 38,28 78,37
127 GNO2 4,25 11,79 19,08 42,62 79,34

167



128 GNO2 4,72 11,91 19,83 47,87 79,58
129 GNO2 4,74 12,03 19,88 49,62 80,50
130 GNO2 4,86 12,56 19,91 50,94 83,08
131 GNO2 5,01 13,24 20,37 51,52 89,95
132 GNO2 5,08 13,75 20,48 53,40 90,63
133 GNO2 5,10 14,89 21,12 55,88 91,11
134 GNO2 5,10 15,59 21,55 57,75 103,09
135 GNO2 5,19 17,09 21,95 59,46 103,37
136 GNO2 5,21 17,48 23,23 61,51 106,80
137 GNO2 5,70 18,58 25,11 68,35 116,06
138 GNO2 6,13 18,61 27,25 76,28 118,77
139 GNO2 7,01 19,84 35,32 77,91 124,34
140 GNO2 7,61 21,53 37,08 81,46 143,91
MEDIA GNO2 4,78 13,75 20,91 50,98 91,25
DP GNO2 1,28 4,05 6,67 17,13 22,33
MIN GNO2 2,54 6,60 9,68 20,88 57,17
MAX GNO2 7,61 21,53 37,08 81,46 143,91
141 GNO3 2,83 5,19 10,38 31,26 53,79
142 GNO3 2,83 6,60 13,05 33,05 58,61
143 GNO3 3,02 7,08 14,15 34,18 68,15
144 GNO3 3,16 9,71 17,14 36,74 71,72
145 GNO3 3,30 10,08 17,93 38,95 82,07
146 GNO3 3,34 10,16 20,01 39,52 82,52
147 GNO3 3,59 11,52 21,55 43,58 83,54
148 GNO3 3,80 11,83 21,97 44,35 84,26
149 GNO3 4,25 11,83 22,02 45,24 87,41
150 GNO3 4,25 13,34 22,17 45,83 88,40
151 GNO3 4,72 13,87 23,64 46,28 90,11
152 GNO3 4,81 14,15 24,15 47,83 92,46
153 GNO3 5,10 14,47 25,11 51,42 96,24
154 GNO3 5,19 14,92 25,20 52,43 104,88
155 GNO3 5,52 15,59 26,59 56,61 108,12
156 GNO3 6,13 15,62 29,07 58,02 110,57
157 GNO3 6,42 16,54 34,92 61,85 119,82
158 GNO3 6,42 16,88 38,18 66,18 123,50
159 GNO3 6,55 17,96 42,28 85,23 125,20
160 GNO3 6,75 18,89 47,93 86,82 136,72
MEDIA GNO3 4,60 12,81 24,87 50,27 93,70
DP GNO3 1,36 3,82 9,64 15,46 22,13
MIN GNO3 2,83 5,19 10,38 31,26 53,79
MAX GNO3 6,75 18,89 47,93 86,82 136,72
161 GNO4 2,11 5,97 9,92 22,84 56,13
162 GNO4 2,83 6,15 14,80 31,12 57,55
163 GNO4 2,98 6,80 16,48 33,01 65,77
164 GNO4 3,02 9,40 17,93 33,73 69,37
165 GNO4 3,02 10,01 18,22 34,92 71,79
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166 GNO4 3,34 10,08 19,84 38,81 74,34
167 GNO4 3,59 10,20 20,48 40,79 78,05
168 GNO4 3,59 10,44 20,78 42,01 79,36
169 GNO4 3,59 10,64 21,74 45,95 82,49
170 GNO4 3,60 10,67 21,79 47,25 86,97
171 GNO4 3,75 12,03 22,65 54,25 88,82
172 GNO4 4,22 12,66 22,95 56,89 96,91
173 GNO4 4,22 12,87 23,23 58,05 99,48
174 GNO4 4,25 13,24 23,72 58,62 99,717
175 GNO4 4,35 13,34 23,77 61,73 102,16
176 GNO4 4,72 13,80 25,79 65,70 109,37
177 GNO4 5,01 14,47 36,55 67,94 112,25
178 GNO4 5,27 14,77 37,77 68,79 133,48
179 GNO4 5,97 15,86 39,36 71,08 146,97
180 GNO4 6,70 17,90 40,38 90,98 193,56
MEDIA GNO4 4,01 11,56 23,91 51,22 95,23
DP GNO4 1,12 3,15 8,33 17,06 32,99
MIN GNO4 2,11 5,97 9,92 22,84 56,13
MAX GNO4 6,70 17,90 40,38 90,98 193,56
181 GAHNO4 1,89 3,40 8,00 21,74 43,03
182 GAHNO4 1,89 3,80 8,24 22,69 44,99
183 GAHNO4 1,94 4,74 8,54 22,95 48,54
184 GAHNO4 2,00 4,86 9,71 29,33 49,07
185 GAHNO4 2,36 5,27 9,85 33,26 50,58
186 GAHNO4 241 5,70 9,95 34,05 54,46
187 GAHNO4 241 5,83 11,01 35,86 55,01
188 GAHNO4 2,54 6,20 12,74 37,20 57,74
189 GAHNO4 2,75 6,60 13,32 38,81 60,88
190 GAHNO4 2,98 6,60 13,49 40,27 63,67
191 GAHNO4 2,98 7,32 14,77 40,61 63,92
192 GAHNO4 3,02 8,06 14,77 42,03 64,16
193 GAHNO4 3,34 9,16 15,12 43,21 67,39
194 GAHNO4 3,77 10,39 15,85 43,77 69,73
195 GAHNO4 3,80 10,55 16,04 44,38 75,11
196 GAHNO4 3,80 10,76 16,35 46,74 76,50
197 GAHNO4 4,22 11,79 16,75 47,21 76,99
198 GAHNO4 4,27 12,87 17,01 48,72 84,73
199 GAHNO4 5,10 13,52 17,53 53,00 84,76
200 GAHNO4 5,68 14,65 29,34 61,11 90,92
MEDIA  GAHNO4 3,16 8,10 13,92 39,35 64,11
DP GAHNO4 1,08 3,39 4,82 10,19 14,03
MIN GAHNO4 1,89 3,40 8,00 21,74 43,03
MAX GAHNO4 5,68 14,65 29,34 61,11 90,92
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Tabela 10 — Resultado da andlise semiquantitativa da imunomarcacdo para nNOS dos dez

muito forte.

forte; 4

negativo; 1 = fraco; 2 = moderado; 3 =

grupos estudados. 0

GNO3 GNO4 GAHNO4

CI GA GAH GNO2

CE
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Tabela 11 — Resultado da andlise semiquantitativa da imunomarcacgao para iNOS dos dez grupos

= muito forte.

forte; 4

moderado; 3 =

negativo; 1 = fraco; 2

estudados. 0

GNO3 GNO4 GAHNO4

CI GA GAH GNO2

CE
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Tabela 12 — Resultado da andlise semiquantitativa da imunomarcagdo para eNOS dos dez

muito forte.

forte; 4

negativo; 1 = fraco; 2 = moderado; 3 =

grupos estudados. 0

GNO3 GNO4 GAHNO4

CI GA GAH GNO2

CE
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