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Resumo

Oliveira, IA. Desenvolvimento de novo modelo experimental de aneurisma
sacular mediante a incubacdo intra-arterial de papaina em coelhos
(Oryctolagus cuniculus)[tese].S&o Paulo, Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o Paulo; 2010. p. 99

INTRODUCAO: O modelo eslastase-induzido de aneurismas tem se
destacado, nos ultimos anos, porque simula as caracteristicas geométricas dos
aneurismas intracranianos humanos. A elastase destroi as fibras elasticas e
dilata as artérias. A papaina € uma enzima que ainda néo foi usada com esta
finalidade. Os objetivos deste estudo foram determinar se a papaina produz
aneurismas saculares em coelhos, e comparar suas caracteristicas
macroscopicas e histolégicas com as dos aneurismas elastase-induzidos.
METODO: Dezoito coelhos brancos Nova Zelandia (1,9-3,2 kg) foram divididos
em 3 grupos: |- elastase (n=7), II- papaina (n=8) e llI- cirurgia controle (n=3).
Os animais foram submetidos a exposicdo cirtrgica do pescogo, sendo que a
artéria carétida comum direita foi usada como teste e a artéria carétida comum
esquerda como controle. No 21° dia apos a cirurgia, os animais foram
sacrificados para retirada das artérias, tomada de suas medidas e analise
histologica. Considerou-se formacgdo de aneurisma quando a artéria teste
dilatou em relacdo ao seu controle. RESULTADOS: N&o houve aneurismas no
grupo cirargico controle. Houve formacao de aneurismas nos grupos elastase
(71,4%) e papaina (100%). A diferenca do diametro das artérias testes e seus
respectivos controles néo foi significativa (p= 0,15) entre os grupos elastase
(média= 1,2 + 0,4mm) e papaina (média= 2,1 + 0,4mm), embora houvesse
tendéncia deste dltimo a maior dilatacdo . A histologia demonstrou que a
papaina produziu maior tendéncia a leséo endotelial, a trombose (p = 0,01) e a
inflamacé@o parietal do que a elastase. A andlise da fibrose intimal foi
prejudicada em 50% dos casos do grupo papaina devido a trombose
acentuada. Nao houve diferenca significativa entre os grupos quanto ao
espessamento parietal (p=0,81) e ao grau de destruicdo das fibras elasticas (p=
0,009). CONCLUSOES: A papaina produz aneurismas com tamanhos
semelhantes aos da elastase, contudo a papaina provoca maior leséo
endotelial, maior trombose e maior inflamacgé&o do que a elastase.

Descritores: 1.Elastase 2.Papaina 3.Aneurisma 4.Modelos animais 5.Coelho
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Summary

Oliveira, IA. Development of a new experimental saccular aneurysm model
through intrarterial incubation with papain in rabbits (Oryctolagus
cuniculus)[thesis].Sao Paulo, “Faculdade de Medicina”, Universidade de S&o
Paulo; 2010. p.99

INTRODUCTION: The elastase-induced model of experimental saccular
aneurysms has been relevant in the last years because it mimics the size and
geometric features of human intracranial aneurysms. Elastase destroys the
artery’s elastic fibers and produces arterial enlargement. Papain enzyme is also
elastolytic but it had not been tested on saccular aneurysms creation yet. The
purpose of this study was determine if papain produces saccular aneurysms in
rabbits and to compare its gross and microscopic features are with the elastase-
induced aneurysms. METHODS: Eighteen New Zealand white rabbits (1.9 kg —
3,2 kg) were separated in 3 groups: 1) sham (n=3) — 0,9% saline solution;
papain (n=8) — 17-40 U, elastase (n=7) — 6-8 U. The animals underwent
surgical exposure of the neck; the right common carotid artery (RCCA) was
used as the test and the left common carotid artery (LCCA) as the control. On
the 21% day after surgery, animals were sacrificed for removal of the arteries,
measurements and histological analysis. We determine formation of aneurysm
to occur when the test artery dilated compared to the control. RESULTS: The
sham group didn’t develop aneurysms. There was aneurysm formation in the
elastase (71,4%) and papain (100%) groups. The difference of the diameter of
the tests and their respective controls is not significant (p=0,15) between
elastase (average = 1,2 + 0,4 mm) and papain (average = 2,1 + 0,4mm) groups
although there was tendency of this last one to produce larger aneurysms. the
and to thrombosis (p = 0,01) and to parietal inflammation than the elastase. The
analysis of the intimal fibrosis was not possible in 50% of papain cases due to
pronounced thrombosis. There was no significant difference between the
groups regarding the parietal thickening (p = 0,81) and the degree of
destruction of the elastic fibers (0,009). CONCLUSION: Papain creates
saccular aneurysms with similar dimensions to elastase-induced aneurysms.
The microscopic results indicated papain destroys more endothelial cells,
produces more thrombosis and more inflammatory process than elastase.

Keywords: 1.Elastase 2.Papain 3.Aneurysm 4.Animal models 5.Rabbit
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Introducao

1 — Introducéo

Os aneurismas saculares experimentais sdo aneurismas induzidos que
tentam  reproduzir as caracteristicas  histoldégicas, geométricas,
hemodinamicas e fisiopatolégicas dos aneurismas intracranianos humanos.
Desde o experimento inicial em cées (1954) [1], varios modelos e espécies
de animais foram usados [2-5], mas todos eles possuem limitagbes. Um dos
modelos mais utilizados atualmente é o elastase-induzido, o qual tem sido
muito usado no teste pré-clinico de novos materiais de embolizacao [6-9].
Ele se baseia na incubacdo endovascular de elastase pancreatica porcina
com destruicao das fibras elasticas da artéria carétida comum direita (ACCD)
de coelhos [10]. Este modelo tem, como vantagem, a criacdo de aneurismas
semelhantes aqueles do segmento oftalmico da artéria carotida interna dos
seres humanos e, como desvantagens, o tamanho pequeno (< 5mm) [11] e
a histologia diferente daquela dos aneurismas dos humanos, ou seja;
destruicdo de fibras elasticas com preservacdo da camada muscular,
espessamento parietal, fibrose intimal e inflamac&o mural [12]. Na tentativa
de produzir aneurismas maiores, fez-se 0 uso combinado de elastase e
colagenase em uma bolsa arterial e sutura desta no arco aértico de coelhos;
porém este modelo ndo logrou éxito, apresentando tendéncia aumentada a
ruptura espontanea dos aneurismas [13]. Apesar deste insucesso, 0
aprimoramento do modelo enzimatico deveria continuar através do uso de
outras enzimas capazes de destruir as fibras elasticas, como por exemplo, a

papaina. A papaina, enzima extraida do latex do mamao (Carica papaya)
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[14], possui grande capacidade elastolitica, sendo utilizada na inducéo de
enfisema pulmonar experimental [14-18] e no preparo de enxertos venosos,
tendo como efeitos indesejados o enfraquecimento das paredes das veias e
a formacdo de aneurismas venosos [15]. Na revisdo da literatura no
MEDLINE, n&o encontramos estudos sobre o uso dessa enzima na
producdo de aneurismas saculares experimentais em coelhos (Oryctolagus

cuniculus).
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2- Objetivos

1) Determinar se a incubacéo intra-arterial de papaina € capaz de induzir a
formacéo de aneurismas saculares.

2) Determinar se 0s aneurismas papaina-induzidos sdo maiores do que 0s
elastase-induzidos.

3) Determinar se a papaina é capaz de provocar maior destruicdo das fibras
elasticas do que a elastase.

4) Determinar se a papaina € capaz de provocar maior espessamento da
parede do aneurisma do que a elastase.

5) Determinar se a papaina € capaz de provocar maior lesdo endotelial do
que a elastase.

6) Determinar se a papaina € capaz de provocar menor trombose do que a
elastase.

7) Determinar se a papaina € capaz de provocar maior inflamacéo parietal
do que a elastase.

8) Determinar se a papaina é capaz de provocar maior fibrose intimal do que

a elastase.
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3 — Revisao da literatura

3.1 Principios gerais de construcdo de aneu rismas experimentais

Com o surgimento do tratamento endovascular dos aneurismas
intracranianos humanos, através da embolizacdo destes com microespiras
de platina [16], os modelos experimentais de aneurisma sacular foram
obrigados a se adaptar a essa nova modalidade terapéutica, buscando
alcancar as seguintes caracteristicas: 1) demonstrar sua permeabilidade a
longo prazo em espécime controle ndo tratado, 2) ser desenvolvido em
espécies animais com sistema de coagulacdo similar ao dos humanos, 3)
simular morfologias de bifurcacdo arterial, de artéria terminal ou outras
morfologias aneurismaticas, que submetam o colo do aneurisma a alta
tensdo hemodinamica, 4) ser desenvolvido em vasos com tamanho similar
aos vasos intracranianos dos humanos, 5) ser desenvolvido sem cirurgia
local de modo a minimizar a resposta de reparo/cicatrizacdo, o que poderia
confundir os resultados do experimento com o0 aumento natural da atividade
bioldgica caracteristica dos diversos materiais de embolizacéo, tais como:
molas, agentes liquidos, etc e 6) simular as limitacdes encontradas na

embolizacdo de aneurismas humanos com estes materiais [6].

3.2 A escolha do animal
A ocorréncia espontanea de aneurismas intracranianos em animais é
rara, de sorte que a maioria dos estudos utiliza o modelo induzido, o qual

tem a grande vantagem de permitir a livre escolha das espécies [17].
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Animais como o rato [2], o coelho [18], o cdo [1], o porco [4] e 0 macaco [3]
sdo utilizados para pesquisas de fisiopatologia, estudo hemodinamico,
treinamento cirargico e técnicas de embolizacdo endovascular, além do teste
de novos materiais de embolizacdo. Nos experimentos de técnica operatoria,
0 uso de mais de uma espécie € raro, de modo que algumas espécies
tradicionais se consagraram como modelo para determinado tipo de cirurgia.
Porém, experimentos cirargicos envolvendo aspectos fisiopatologicos da
doenca, devem abranger mais de uma espécie [19]. Apesar dessa
recomendacdo, ndo encontramos, na revisdo bibliografica no MEDLINE,
estudos sistematicos e comparativos no sentido de definir qual € o animal
ideal para producéo experimental de aneurismas intracranianos. Contudo, o
coelho (Oryctolagus cuniculus) tem se destacado por ter seu sistema de
coagulacdo muito semelhante ao dos seres humanos, e por ser um animal
de facil manuseio e apresentar artérias carétidas com diametros proximos

aos diametros das artérias intracranianas humanas [6].

3.3 Principais modelos de aneurisma sacular

German e Black (1954) foram os primeiros a produzir um aneurisma
experimental através da construcdo cirargica de aneurismas saculares na
artéria cardtida comum de cées. Estes aneurismas simulavam o0s
aneurismas de bifurcacdo e foram muito usados para estudos
hemodinamicos, mas tinham a desvantagem de produzir fibrose no local de
sutura [1]. Desde entdo, os modelos cirdrgicos evoluiram até culminar com o

modelo suino (1994), o qual consiste na sutura de uma bolsa venosa na
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artéria carétida comum (ACC) de porcos. Esse método produz aneurismas
de parede lateral, com a desvantagem de possuir histologia venosa e
intensa fibrose no local da sutura [4].

Além do meétodo cirargico, existe o meétodo de lesdo quimica para
construcdo de aneurismas saculares [2, 3, 20-26]. O principal realizador
desta técnica foi Hashimoto (1978), o qual provocava o enfraquecimento da
parede arterial de ratos mediante a ingestdo de 3-beta-aminopropionitrilo,
um agente toxico extraido da semente da ervilha-de-cheiro (Latyrus
odoratus) que provoca a destruicdo das fibras elasticas e colageno das
artérias de ratos. Além disso, Hashimoto ligava uma das artérias caroétidas
comuns e provocava hipertensdo arterial nos ratos (através de nefrectomia,
ingestao de solucdo salina e altas doses de corticoesteréides) com o intuito
de gerar maior tensdo hemodinamica sobre a parede arterial enfraquecida.
Esta técnica foi a primeira a ter sucesso na producdo de aneurismas
saculares intracranianos nas bifurcacées do poligono arterial cerebral, porém
0S aneurismas eram muito pequenos, ndo sendo Uteis para o0
desenvolvimento de técnicas cirargicas nem para o estudo das alteracdes

hemodinamicas intra-aneurismaticas [2].

3.4 Aneurismas experimentais construidos ci  rurgicamente

O fundamento da técnica de construgdo cirargica de aneurismas
experimentais é a sutura de uma bolsa venosa (geralmente retirada da veia
jugular externa) na artéria carétida comum. A sua principal vantagem é que

0S aneurismas criados apresentam aspectos hemodindmicos muito
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semelhantes aos aneurismas humanos. Suas desvantagens sao a histologia
venosa e resisténcia a ruptura. Quanto ao local de construcéo, eles podem
ser de parede lateral ou bifurcagéo.

Ha cinco técnicas principais para construcdo de um aneurisma de
parede lateral:
1. Bolsa venosa, ndo-ligada, com anastomose término-lateral a artéria.
2. Bolsa venosa, nao-ligada, com anastomose latero-lateral a artéria
(variante da primeira).
3. Anastomose término-lateral da veia para a artéria, com bolsa venosa
ligada.
4. Anastomose latero-lateral da veia para artéria com bolsa venosa ligada.
5. Anastomose término-lateral da bolsa venosa. A principal vantagem dessa
altima é o curto periodo de fechamento da artéria carétida comum, evitando
leséo endotelial e vasoespasmo [27].

A construcéo dos aneurismas de bifurcacdo tem como principal modelo
a técnica de Forrest e O'Rielley, na qual a artéria carotida comum esquerda
do coelho € parcialmente anastomosada com a artéria carotida comum
direita. Depois, uma bolsa venosa (retirada da veia jugular externa, veia
facial anterior ou veia facial posterior) € suturada no n6 formado pela unido
dessas anastomoses arteriais. Esta técnica tem a vantagem de néo provocar
trombose dos aneurismas, ao contrario dos aneurismas de parede lateral

[28] (figura 1).
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Figura 1 - Principais modelos cirargicos de aneuris ma sacular
experimental. (a) Parede lateral, (b) bifurcacdo (A CCD -
artéria cardtida comum direita, VJE — veia jugular externa,
ACCE - artéria carotida comum esquerda).

3.5 Outros modelos experimentais de aneuris ma
Além dos modelos quimico e cirdrgico, houve tentativas de construgéo
de aneurismas saculares por outros métodos, tais como: o de hiperfluxo

(através da criagdo de fistulas arterio-venosas); o modelo traumatico

(puncdo traumatica da parede arterial ou através de laser de CO,) e lesado

quimica parietal (através da injecdo de mostarda nitrogenada e outras

substancias diretamente no interior da parede arterial) [29]. Todas essas

técnicas sdo menos eficientes que as técnicas de lesdo quimica e

construgdo cirdrgica.

Assim, apesar de todas as tentativas de construgdo de um modelo
experimental de aneurisma sacular, até o momento, nenhum destes

métodos foi capaz de reproduzir todos os aspectos histopatoldogicos e

hemodinamicos dos aneurismas saculares intracranianos que ocorrem nos

seres humanos [20-21, 31].



Revisao da literatura
9

3.6 Modelo elastase-induzido

3.6.1 Mecanismos de acéo da elastase na for macéo de aneurismas

A formacao de um aneurisma sacular depende de varios mecanismos,
dentre eles: a reacao inflamatoria, o enfraquecimento da parede arterial e a
tensdo hemodinamica. E possivel que o desequilibrio enziméatico e a
atividade inflamatéria sejam uma das causas para a formacdo de
aneurismas em seres humanos. Anidjar (1992) incubou elatase pancreatica
porcina no interior da aorta abdominal de um grupo de ratos Wistar, e no
outro grupo incubou tioglicolato mais plasmina (ativadores da resposta
inflamatoria). Nos dois grupos, houve reacéo inflamatoria, fragmentacao da
lamina elastica e formacdo de aneurisma fusiforme semelhante ao que
ocorre no ser humano. Essa atividade inflamatoria foi mais intensa no grupo
da elastase (sendo maxima no sexto dia) e consistia em macrofagos,
polimorfonucleares, linfocitos T auxiliares e linfécitos T supressores na
parede arterial. A medida que progredia a atividade inflamatoria, havia
aumento no diametro da aorta abdominal [30]. Halpern (1994) determinou a
sequéncia e sincronia de ativacdo dessa resposta inflamatoria. A elastase
provoca uma lesdo da parede arterial, que conduz a uma resposta
inflamatoria inicial. As células inflamatérias levam a ativacao de proteinases
endogenas (peso molecular entre 50 — 90kd), destruicdo da elastina e do
colageno, aléem de dilatacdo da aorta. Esse experimento indica que a quebra
da elastina e seu contato com o macrofago representam o evento principal
para ativacdo das proteinases enddgenas com aumento da destruicdo

tecidual e da resposta inflamatoria [31].
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O papel da resposta inflamatdria no desenvolvimento do aneurisma néo
esta totalmente definido. Alteracdes das propriedades mecanicas das
artérias aliadas a tensdo hemodinamica sobre a parede do vaso podem, por
si, produzir aneurismas. Miskolczi (1997) demonstrou isto num experimento
“in vitro”, através da retirada de um segmento da artéria carotida comum de
porcos e de ovelhas e digestdo das suas paredes com elastase pancreatica
porcina. Em seguida, interp0s 0os segmentos arteriais entre uma bomba
artificial de fluxo pulsatil e uma série de tubos. Isso lhe permitiu controlar
variaveis como fluxo, pulsacéo e pressao, sem a participacdo das respostas
inflamatorias presentes nos estudos “in vivo”. O resultado foi o surgimento
de pequenos aneurismas saculares nos locais onde havia destruicdo da

elastina e tensdo hemodinamica sobre a parede arterial enfraquecida [32].

3.6.2 Criacao e aprimoramento do modelo ela stase - induzido

Baseando-se nos trabalhos de criacdo de aneurisma experimental com
elastase de Anidjar (1992) e Halpern (1994) [30, 31], Cawley et al. (1996)
desenvolveram um novo modelo experimental de aneurisma de parede
lateral em coelhos. Esse modelo consistia na dissecacdo do pescoco do
coelho, ligadura do segmento proximal da artéria carotida externa e
incubacédo intra-arterial de elastase pancreéatica porcina. Em 3 semanas,
conseguiram produzir aneurismas saculares muito semelhantes aos dos
humanos, quer angiograficamente quer histologicamente. Porém, somente
40% dos aneurismas permaneciam com sua luz aberta. Isso se deveu ao

fato dos aneurismas de parede lateral ndo gerarem estresse hemodinamico
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e fluxo sanglineo intra-aneurismatico semelhantes aos que ocorrem nas
bifurcacdes das artérias cerebrais intracranianas do homem [5].

Cloft et al. (1999) aperfeicoaram o modelo anterior criando um estresse
hemodindmico maior sobre a artéria cardtida comum esquerda (ACCE), a
qual era atingida diretamente pelo fluxo sangliineo da aorta ascendente em
2/3 dos coelhos. A técnica era totalmente endovascular e consistia na
insuflacdo de um baldo na origem da ACCE com isolamento de um pequeno
segmento arterial para incubacdo endoluminal de elastase pancreatica
bovina durante 30 minutos. Os controles angiograficos foram realizados
através da dissecacao e puncao retrograda das artérias femorais. Atraves
desse método, conseguiram produzir aneurismas com tamanho médio de
3,0 mm x 5,0 mm que permaneceram com a luz aneurismatica aberta por até
3 meses apdés o procedimento. Microscopicamente, todos 0s aneurismas
apresentavam endotélio intacto, auséncia de reacdo inflamatoria, lamina
elastica bastante destruida no interior do aneurisma (mas intacta no colo),
além de trombo no apice. Nenhum animal apresentou sequela neurolégica
(devido a rede de vasos colaterais intracranianos) ou sinais sistémicos de
intoxicacao pela elastase [33].

Kallmes et al. (1999) modificaram esse modelo criando tensao
hemodinamica extra sobre o segmento proximal da artéria carotida comum
direita (ACCD). Essa artéria se localiza entre a artéria braquiocefalica e a
aorta ascendente, mimetizando um “aneurisma de bifurcacdo”. Além disso, a
longa curvatura da artéria braquiocefalica fez com que a tenséo

hemodindmica sobre a origem da ACCD fosse superior aquela exercida
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sobre a ACCE. Outra modificacdo do modelo foi a reducédo do tempo de

digestado enzimatica para 20 minutos (figura 2).

<7

ACCE

ACCD

Elastase pancreatica porcina
20 min

Figura 2 - Representacdo gréfica da técnica endovas cular de
construcdo do aneurisma elastase-induzido. AAo- arc 0
aortico, ACCD — artéria car6tida comum direita e AC  CE —
artéria carétida comum esquerda. Modificado de Hoh,
2004 [34].

Essas modificagcbes técnicas produziram aneurismas experimentais
semelhantes aos aneurismas humanos nos seguintes aspectos: origem
arterial, forma, hemodinamica e paténcia. A grande tensdo hemodinamica
provocada pela longa curva da artéria braquiocefalica assemelha esses
aneurismas experimentais aos aneurismas do segmento oftalmico da artéria
carotida interna dos seres humanos [6]. Altes e al (2000) usaram a ACCD

para a incubacao endoluminal de elastase pancreatica porcina em coelhos e

obtiveram aneurismas em 89% dos animais. Apos 2 semanas, houve ruptura
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da lamina elastica e formacao de aneurismas (dimensdes médias 4,5 mm x
7,5 mm) com trombo organizado no domo do aneurisma e lamina elastica
preservada nas paredes da artéria de onde se origina 0 aneurisma. As
células presentes no trombo organizado possuiam caracteristicas de células
musculares lisas e fibroblastos. Apés 10 semanas, ndo houve alteracdes
significativas. A execucao dessa técnica durava menos de 1 hora e, embora
envolvesse aspectos cirirgicos (como por exemplo: a seccdo da ACCD),
apresentou menos morbidade e mortalidade que o uso da ACCE [10].

A concentracdo de elastase e o tempo de incubacdo ndo exerceram
efeito no tamanho dos aneurismas. Testes que compararam animais sem
elastase com animais submetidos a concentracdes baixas, médias e altas
dessa droga, revelaram que os coelhos sem elastase apresentaram
trombose completa do coto arterial e ndo formaram aneurisma. Ja aqueles
que receberam a elastase em concentracdes progressivas formaram
aneurisma, sendo que o aumento da dose néo teve efeito sobre o tamanho
dos aneurismas. Em contra-partida, a alta concentracdo de elastase
provocou a dilatacdo da artéria formadora do aneurisma, tornado a
geometria do colo aneurismatico mais complexa e proxima daquela dos
aneurismas humanos. Ja a baixa concentracao (elastase a 25%) produziu
aneurismas sem dilatacéo da artéria adjacente [35].

Hoh et al (2004) desenvolveram um modelo mais simples obtendo
aneurismas semelhantes. A primeira simplificacdo consistiu no uso de um
angiocateter 24 gauge (ao invés de um introdutor) com fechamento

temporario da origem da ACCD por meio de um clipe neurocirdrgico (ao
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invés de baldo) [34]. A segunda simplificacdo foi a acurada avaliacéo
neuroldgica do coelho através de uma escala graduada em 4 pontos . Essa
escala neuroldgica se baseava na observacdo dos movimentos do coelho
numa superficie plana, verificando-se a ocorréncia de paresia nas pernas ou
marcha anormal (movimentos em circulo ou dificuldade em caminhar).
Assim: grau | — sem déficit neurologico; grau Il — déficit neurolégico minimo
ou suspeito; grau lll — déficit neurologico leve sem movimento anormal; e
grau IV — déficit neuroldgico acentuado com movimento anormal [36].

Embora os estudos até entdo ndo tenham relatado a perda de animais,
Moller-Hartmann et al. (2003) detectaram uma mortalidade de 25%. Isto
devido a entrada inadvertida de elastase na artéria tiredidea superior com
origem aberrante ou num ramo traqueoesofagico oriundo da artéria carotida
comum, levando a necrose hemorragica da traquéia [37]. Outro vaso com
origem anbmala é a artéria traqueobrénquica, a qual pode ser identificada na
angiografia como um pequeno ramo perpendicular a porcdo proximal da
ACCC que se dirige medialmente para a traqueéia [38]. Assim, a eliminacao
dessas vias vasculares anbmalas (através de ligadura, coagulacdo ou
posicionamento mais baixo do introdutor no interior da ACCD) é fundamental
para 0 sucesso ha criacdo dos aneurismas por meio da incubacéo
endoluminal de elastase [37].

Além do problema dos vasos aberrantes, Krings et al. (2003)
identificaram mais duas fontes potenciais de falha no modelo da elastase. A
primeira seria 0 modo de injecdo da elastase via introdutor. Isto por que, ao

invés de empurrar elastase para o interior do lume arterial, empurra-se a
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coluna de sangue do espaco morto do introdutor. O outro problema inclui a
quantidade de elastase (100U) a qual, na experiéncia desse autor, foi
geralmente fatal. Para corrigir esses problemas usou 20U de elastase, além
de realizar o teste de injecdo de contraste para deteccdo de artérias
aberrantes. O teste consistiu no seguinte: apés a oclusdo com baldo da
regido proximal da ACCD, procedeu-se a injecdo de contraste néo-ibnico
(através de um introdutor) no interior da ACCD e verificacdo da coluna de
contraste durante 2 minutos. Se a coluna de contraste estivesse presente
por 2 minutos sem lavagem ou diluicdo o teste seria negativo, isto é, néo
havia vasos anémalos. Em caso contrario, o teste era considerado positivo e
o introdutor era avancado para uma posicdo mais proximal da ACCD em que
nao ocorresse lavagem ou diluicdo do contraste. Com estas providéncias,
nenhum animal morreu e todos desenvolveram aneurismas, sendo 40
minutos o tempo de duracdo do procedimento. O problema da coluna de
sangue e contraste dentro do introdutor foi solucionado através da aplicacéao
de succéao continua [39].

Os estudos prospectivos da morfologia e viabilidade dos aneurismas
elastase-induzidos em coelhos exigem um controle angiografico seriado e de
boa qualidade; sendo que atualmente podem ser usadas trés vias de
acesso: artérias femorais, veia auricular externa esquerda e artéria central
da orelha esquerda. Miskolczi et al (2005). defendem a puncéao retrégrada da
artéria central da orelha esquerda como a melhor via de acesso. Isto porque
a artéria femoral € estreita e fragil, apresentando alto risco de leséo e perda

definitiva. Além disso, a cateterizacdo femoral retrograda requer dissecacéo
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da virilha, arteriotomia e subsequente ligadura com oclusdo permanente do
vaso, impedindo assim novas angiografias nesse local. A puncdo da veia
auricular externa esquerda permite injecbes repetidas de contraste, porém
as imagens produzidas apresentam baixa resolucdo espacial e muitos
artefatos de movimento. Ja a artéria central da orelha esquerda permite
injecdes repetidas com imagens de boa qualidade e excelente demonstracéo
dos vasos do tronco braquiocefalico. Isto se deve ao fato de que,
habitualmente, os coelhos possuem uma origem bovina da ACCE. Assim,
quando o contraste € injetado na artéria central da orelha esquerda, o tronco
braquiocefalico e seus ramos sao logo opacificados. Quando a ACCE se
origina diretamente do arco aortico ou de uma origem comum com o0 tronco
braquiocefalico mas com angulacdo desfavoravel, o contraste acaba
opacificando somente o arco aortico distal. Cerca de 70% - 80% dos coelhos
Nova Zelandia brancos tém anatomia favoravel para injecdo retrégrada na
artéria central da orelha esquerda; de sorte que uma pré-selecdo seria
importante para excluir do experimento 0s animais com anatomia

desfavoravel [40].

3.6.3 Aspectos morfolégicos e geomeétricos

O modelo com elastase é eficaz em reproduzir aneurismas similares
aos aneurismas humanos em largura, altura, tamanho do colo e diametro da
artéria formadora do aneurisma, assemelhando-se aos aneurismas do
segmento oftalmico da artéria carotida interna dos humanos. Short et al

(2001) estudaram, prospectivamente, 40 coelhos e verificaram que o modelo
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com elastase fornece cavidades aneurismaticas com tamanho apropriado
para testes pré-clinicos de técnicas e dispositivos de oclusdo endovascular.
Eles mediram a largura (pontos da cavidade com largura maxima), a altura
(medida do domo do aneurisma até a porcdo média de uma linha
conectando as porcdes proximal e distal do colo do aneurisma), o colo
(diametro maximo entre as por¢cdes proximal e distal do orificio
aneurismatico), o diametro da artéria nutridora (diametro da artéria
imediatamente proximal ao colo do aneurisma) e a razdo domo/colo (largura
maxima do domo/largura do colo). Aléem disso, classificaram os aneurismas
em pequenos (2,0 mm - 4,9 mm); médios (5,0 mm - 9,9 mm) e grandes (10,0
- 16,0 mm). O colo foi classificado em pequeno (< 4 mm) e grande (> 4 mm).
ApOs 2 semanas, todos o0s animais sobreviveram, nenhum mostrou
evidéncia clinica de déficit neurologico, com aneurismas formados no apice
da longa curva da artéria braquiocefalica, formato alongado e altura maior
que a largura. Predominaram os aneurismas de tamanho meédio (50%) e
grande (42,5%) com colo pequeno (55%). A largura da cavidade variou entre
2,5 —7,1 mm com média de 4,1 £ 1,2 mm. A altura variou entre 3,0 — 15,6
mm com meédia de 8,8 £ 2,6 mm. A relacdo domo/colo > 1 ocorreu em 50%
dos aneurismas, com média de 1,13 + 0,5, e o didmetro da artéria nutridora
teve média de 4,3 + 1,4 mm. Apesar desses valores serem similares aos dos
aneurismas humanos, eles ndo reproduzem todas as -caracteristicas
morfologicas, as quais, em muitos aspectos sao dificeis de quantificar [11].
Os aneurismas produzidos pela incubacdo de elastase na ACCD

aumentam suas dimensdes progressivamente até o fim do primeiro més
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apos sua criacao, tornado-se estaveis em seguida. Ja 0s aneurismas nao
incubados com elastase se retraem progressivamente e formam trombo no
seu interior. Pesquisadores verificaram que as médias da largura e da altura
do domo no 3° e 28° dia pds-inducao foram, respectivamente: (3,2 £ 0,6 mm;
50x£0,9mm)e (6,0£1,3mm; 10,0 £2,2 mm). Uma vez que a escala usada
foi em milimetros e que as diferencas encontradas foram pequenas, 0s
autores consideraram fontes potenciais dessas variacdes a baixa resolucéo
da angiografia endovenosa, as projecdes radiograficas usadas, as variacdes
do ciclo cardiaco promovendo diferentes pressdes intra-aneurismaticas e,
como fator limitante do estudo, a falta de correlacdo histopatolédgica [41].

Ding et al. (2006) estudaram a permeabilidade a longo prazo dos
aneurismas elastase-induzidos em coelhos e notaram que a cavidade
aneurismatica pode ficar aberta e sem trombo até dois anos da criacdo do
aneurisma e que, apés o 1° més, suas dimensdes (largura, altura e largura
do colo) ndo mudam significativamente [42].

O tamanho do colo tem importancia fundamental para o teste de
dispositivos endovasculares e estudo da fisiopatologia dos aneurismas. Ding
et al. (2005) descobriram que o tamanho do colo pode ser controlado pelo
ajuste da posicdo do baldo durante a incubacdo da elastase. Eles
verificaram que o baldo em posicéo alta, isto €, metade no interior da ACCD
proximal e a outra metade no interior das artérias subclavia e
braquiocefalica, produz aneurismas de colo estreito (< 4 mm). Ja o baldo em
posicdo baixa, ou seja, exclusivamente no interior das artérias subclavia e

braquiocefalica, produz aneurismas de colo largo (> 4 mm). Observaram
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também que a posicdo do baldo néo influencia a largura do aneurisma e
ressaltam que nem todos os casos feitos com o baldo em posicao baixa
produziram colo largo [43].

Além do posicionamento do balédo, a relacdo geométrica entre o maior
eixo do aneurisma e o0 eixo da artéria nutridora desempenha um papel
significativo na determinacao da hemodinamica local e na arquitetura final do
aneurisma. Onizuka et al. (2006) compararam o angulo entre o maior eixo do
aneurisma e o eixo da artéria nutridora imediatamente e apds 3 semanas de
construcdo do aneurisma. Encontraram uma relacdo positiva entre o
tamanho do colo e a altura do domo. Além disso, a altura do domo foi
proporcional ao angulo entre a artéria braquiocefalica e o colo do aneurisma.
Assim, concluiram que quanto mais aberto esse angulo, maior o estresse
hemodinamico do fluxo de entrada de sangue sobre o colo distal e o fundo
do aneurisma [44].

O volume dos aneurismas elastase-induzidos pode ser ajustado de
acordo com a posicao da ligadura da ACCD. O uso de ligaduras altas pode
criar aneurismas relativamente mais volumosos, comparados com uma
ligadura mais baixa. Ding et al. (2007) estudaram prospectivamente a
influéncia da altura da ligadura da ACCD no volume do aneurisma. A
ligadura era considerada baixa quando a altura do no estava a 10 mm da
origem da ACCD, e alta quando feita a 15 mm da origem da ACCD.
Considerando-se que o formato dos aneurismas criados era cilindrico,
aplicaram a formula do volume de um cilindro {} para o célculo do volume do

aneurisma. Os aneurismas com ligadura mais alta apresentaram volumes
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maiores (102,4 + 54,8 mm?®) do que os aneurismas de ligadura mais baixa
(36,6 + 26,8 mm?®). Além disso, os aneurismas de ligadura alta apresentaram
dimensdes superiores, tais como: colo (3,3 + 0,8 mm); largura (3,7 £ 0,7 mm)
e altura (9,0 = 1,7 mm). Os autores atribuem esses resultados ao espaco
cavitario maior nos aneurismas de ligadura mais alta, além de um provavel
maior estresse hemodindmico sobre o aneurisma. Os autores ndo relataram
morte dos animais devido a passagem de elastase, atraves de vasos

aberrantes, nos aneurismas de né mais alto [43].

3.6.4 Histologia dos aneurismas elastase-in  duzidos

Abruzzo et al (1998) compararam as caracteristicas histologicas entre
0os aneurismas de parede lateral (produzidos através da incubacdo de
elastase na artéria carotida externa de coelhos) e os aneurismas de parede
lateral construidos com a sutura de uma bolsa venosa na artéria caroétida
comum de porcos. Estes aneurismas experimentais foram comparados com
aneurismas humanos de 5mm — 10mm de diametro (rompidos recentemente
e obtidos por meio de autdpsia), cujas principais caracteristicas foram: 1)
auséncia completa da lamina elastica interna no aneurisma, com interrupcéo
subita da lamina elastica interna da artéria nutridora nas margens do orificio
sacular; 2) auséncia completa da tanica média do aneurisma, com subita
interrupcdo da tunica meédia da artéria nutridora nas margens do orificio
aneurismatico; auséncia de reacao inflamatéria nas paredes do aneurisma;
4) auséncia de proliferacdo fibromuscular neointimal e 5) a espessura do

saco foi de 51 ym e do colo, 52 ym . Em 3 dos 5 aneurismas estudados, um
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terco da cavidade aneurisméatica estava preenchida por trombo em varios
estagios de organizacdo e firmemente aderido ao ponto de ruptura. Os
aneurismas elastase - induzidos apresentaram subita interrupcédo da lamina
elastica interna nas margens do orificio sacular, porém a tunica média
permaneceu integra, continuando para o interior da parte sacular do
aneurisma. As paredes do saco apresentaram reacao inflamatéria leve a
moderadamente celular (mondcitos e neutréfilos), com um grau leve de
reacao fibromuscular. A espessura do colo foi de 49um e da parede do saco,
44um. Houve a presenca de trombo desorganizado que preencheu um tergo
da cavidade aneurismatica em 2 dos 4 coelhos estudados. Ja 0s aneurismas
construidos com bolsa venosa apresentaram lamina elastica bem
desenvolvida e tunica média se estendendo pelas paredes do saco. As
paredes da bolsa venosa continham grande infiltrado inflamatério (mondcitos
e neutrofilos) e graus extremos de proliferacdo fibromuscular por toda
parede do aneurisma, de modo que produziu um acentuado espessamento
neointimal com estreitamento do lume. A espessura da parede do domo foi
de 228 ym e do colo, 350 pm. Assim, 0s autores concluiram que,
histologicamente, os aneurismas elastase-induzidos foram os que mais se
aproximaram dos aneurismas humanos, apresentando pouca reacao
fiboromuscular espontanea quando comparados ao modelo cirdrgico com
sutura de bolsa venosa. Isso faz com que, no momento, 0 modelo elastase-
induzido seja 0 mais adequado para o teste de dispositivos endovasculares

[12].
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3.7 Anatomia vascular cérvico-cerebral do ¢  oelho

A artéria inominada (3,5 mm) € o primeiro ramo do arco aértico. Ela se
divide, apés 6 mm de extensdo, nas artérias subclavia direita (2 mm) e
carotida comum direita (2 mm). A artéria carétida comum esquerda (2 mm)
se origina imediatamente adjacente ou junto com a artéria inominada. A
artéria subclavia esquerda (2 mm) é o ultimo ramo do arco aodrtico e da
origem as artérias vertebral esquerda (1 mm) e cervical superficial (1 mm)
[45]. O segundo tipo mais frequente de distribuicdo € o arco aortico
fornecendo apenas 3 ramos: artéria inominada, artéria carotida comum
esquerda e artéria subclavia esquerda. Variagcbes menores podem ocorrer,
como por exemplo, a artéria intercostal superior e artéria vertebral esquerda
saindo diretamente do arco aortico. A artéria tiredidea superior se origina,
habitualmente, das artérias carétidas comuns, mas em alguns casos, ela
pode estar presente em apenas uma artéria carétida comum [46]. Surge
aproximadamente entre o 3° e 0 6° anéis traqueais, e se dirige para a
glandula tiredide. Quando chega no istmo, divide-se em 2 ramos: um
ascendente (ramo crico-tirdideo) e um descendente (que se dirige
inferiormente entre a tragquéia e o es6fago). Os ramos bronquicos se
originam da artéria intercostal suprema direita e da artéria carotida comum
esquerda. Formam o0s ramos traqueo-esofagicos 0s quais continuam para
cima, entre a traquéia e o esbfago, e se anastomosam com 0S ramos
descendentes da artéria tireoidea superior (figura 3) [47]. As variacdes
destes ramos sao infrequentes e, quando ocorrem, s&o mais comuns no lado

esquerdo [48].
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A artéria cardtida comum do coelho emite um Unico ramo, a artéria
tiredidea. Imediatamente acima desta, a ACC se divide nas artérias carotida
interna e externa. A artéria carotida externa tem como principais ramos as
artérias occipital, lingual, maxilar externa (facial) e auriculares anterior e
posterior. As artérias auriculares e maxilar externa podem surgir de modo
independente ou de um tronco comum. Na altura do arco zigomatico, a ACE
se divide nas artérias temporal superficial e facial transversa. Além disso, a
ACE continua até o canal pterigbide, de onde envia pequenos ramos para a
parte posterior da orbita, dando origem a artéria oftdlmica externa que, por
sua vez, formarad os ramos lacrimal e frontal, anastomosando-se com a
artéria oftalmica interna. A artéria maxilar interna tem como principal ramo a
artéria meningea média. A ACI intracraniana se divide nas artérias oftalmica,
ramo cranial e ramo caudal. O ramo cranial corre para frente em direcéo ao
uncus, onde se divide na artéria coroidea anterior e no tronco da artéria
cerebral média. O ramo cranial continua seu trajeto até o quiasma onde se
une com o ramo cranial oposto, formando um tronco arterial cerebral anterior
comum, que torna a se separar no nivel do corpo caloso. Esse tronco
anterior comum emite a artéria lateral do bulbo olfatério que, por sua vez,
gera 0s ramos etmoidais da placa cribiforme. A ACM percorre o sulco
cerebral lateral e se divide nas artérias oftdlmica posterior, grande ramo
posterior, grandes ramos anterior e médio, além dos pequenos ramos do
bulbo olfatério. O ramo caudal da ACI supre a maior parte do fluxo
sangliineo para a artéria basilar e emite os seguintes ramos: artéria

comunicante posterior, pequenos ramos do corpo geniculado medial, grande
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artéria do corpo quadrigeminal anterior, pequenos ramos da parte posterior
do uncus e segmento posterior do corpo caloso. A artéria cerebelar pode
surgir como terminacdo da ACI ou da AB, enviando varios ramos para o
tronco cerebral. A AB é formada pela fusdo das artérias do primeiro nervo
espinhal, dividindo-se em dois vasos (na superficie ventral do corpo
trapezodide) que se unem no bordo superior da ponte. Além disso, a AB emite
pequenos ramos laterais, a artéria cerebelar e os ramos perfurantes. As
artérias do primeiro nervo espinhal se juntam num nivel mais inferior e

formam a artéria espinal ventral [49].

Figura 3 - Vascularizacao visceral dos pesco¢co do ¢  oelho. 1- artéria
laringea superior, 2 — ramos superior, 3 — artéria  tiredidea
superior, 4 — ramo cricotireoideo, 5 — ramo bronqui al e 6 —
ramo trdqueo-esofagico. Modificado de Bugge,1967 [4  7].
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No que diz respeito ao sistema de anastomoses intracranianas do
coelho, sua circulacéo colateral € muito diferente das circulacbes do céo e
gato. A artéria maxilar interna origina os ramos orbitarios, os quais terminam
no ramo oftalmico, constituindo-se numa via anastomatica insuficiente. Os
ramos anastomoticos entre as artérias orbital e cardtida interna sdo muito
pequenos ou ausentes. Um pequeno ramo une a ACI e AB antes que se
juntem ao poligono. Em dUltima analise, na oclusdo da artéria caroétida

comum, o fluxo principal vem por meio da ACI contra-lateral (figura 4 ) [50].

11—

Figura 4 - Sistema de anastomoses intracranianas do coelho. 1 - Artéria
carotida comum, 2 — artéria carétida interna, 3 — a rtéria
cardtida externa, 4 — artéria occipital, 5 — artéri  a orbitéaria, 6 —
artéria oftalmica interna e 7 — artéria vertebral. Modificado de
Chungcharoen, 1954 [50].
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3.8 Papaina

A papaina é uma enzima endolitica do tipo cisteino-proteinase, extraida
do latex do maméo verde (Carica papaya). Pesa 23.000 Da e suas
moléculas formam uma cadeia peptidica Unica com 211 residuos de
aminoacidos que se dobram em duas partes e criam uma fenda, a qual
representa seu sitio catalitico [14].

Além da papaina, o latex possui mais 3 enzimas (quimopapaina,
caricaina e glicil-endopeptidase) que juntas com a papaina, constituem 80%
de toda fracdo enzimatica, sendo a papaina a menor fracdo de todas as
enzimas (5-8%). A purificacdo da papaina, habitualmente, é feita por meio
de técnicas de precipitacdo. Entretanto, a enzima purificada ainda
permanece contaminada por outras proteases [51].

Em relacdo a sua atividade enzimatica, a papaina € ativada pela adi¢ao
de substancias tais como: cianida, glutatione reduzido e sulfato, sendo
inativada por agentes oxidantes. Sua atividade enzimatica maxima ocorre
entreos pH5e 7,5.

Quanto a sua especificidade, além de hidrolisar diversas substancias, a
papaina possui forte atividade esterase, o que amplia mais ainda o seu
espectro de acdo, de modo que atua nos mesmos substratos das enzimas
proteoliticas do pancreas com atividade esterase [52].

Quanto a sua forma comercial de apresentacao, pode ser encontrada
sobre a forma de latex cru (~ 12 U/mg), po liofilizado (10 U/mg) e suspensao

aguosa (16-40 U/mg) [53].
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Em relacdo aos efeitos biologicos da papaina, além da destruicdo de
fibras elasticas a papaina destroi o colageno. Junqueira (1980) estudou a
capacidade de a papaina destruir fiboras colagenas em diversos tecidos
(cartilagem, osso, pele e vaso sanguineo) de varias espécies animais, tais
como: Gallus gallus (galinha), Canis familiaris (c&o), Oryctolagus cuniculus
(coelho) e Sus scrofa (porco), e observou que o grau de destruicdo do
colageno varia de acordo com o tipo de tecido [54]. lonescu (1977), ao
empregar a papaina para deantigenizacdo de heteroenxerto venoso com
sutura na artéria carétida comum de cées, percebeu que a papaina produzia
enfraguecimento excessivo do enxerto com tendéncia a formacédo de
aneurisma. Para vencer este problema, tratou os enxertos previamente com
formol, de modo que mantiveram sua rigidez e flexibilidade sem formacéao de

aneurisma [15].
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4 — Material e métodos

4.1 Animais e comité de ética

O estudo foi aprovado pelo comité de ética da Universidade de S&o
Paulo com o experimento realizado no Laboratério de Medicina
Experimental, e a andlise histoldgica realizada no Laboratério de Patologia,
ambos da Universidade Federal de Sergipe, sendo o cuidado dos animais de
acordo com o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” [55].
Foram usados 18 coelhos brancos Nova Zelandia (1,9 — 3,2kg) divididos em
3 grupos. No grupo | (n=7), os animais foram submetidos a injecao intra-
arterial de elastase pancreatica porcina, (Elastase pancreética porcina®,
suspensao aquosa, 1mg / 6-8U, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). No grupo I
(n= 8), os animais foram submetidos a injecdo intra-arterial de papaina
(Papaina®, suspensdo aquosa, 1mg / 17-40U, Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) e no grupo Il (n=3), os animais foram submetidos ao mesmo
procedimento cirargico dos grupos anteriores (cirurgia controle) e a injecéo

intra-arterial de solucéo salina a 0,9%.

4.2 Técnica cirurgica

4.2.1 Anestesia e cuidados pré-operatérios

Os animais foram submetidos a anestesia geral intra-muscular (IM) com
cloridrato de cetamina (Anesedan ®, Vetbrands, Brasil) 20mg/kg e cloridrato
de xilazina (Dopalen ® , Vetbrands, Brasil) 2mg/kg, com respiracao

espontanea dos animais. Em seguida, fez-se analgesia IM com cetoprofeno
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a 1% (Ketoprofeno ®, Vencofarma, Brasil) 0,3ml/kg e profilaxia antibiética IM

com enrofloxacino (Kinetomax ®, Bayer, Brasil) 0,3ml/kg.

4.2.2 Criacao do aneurisma

Apoés a inducdo anestésica e mediante técnica ciruargica estéril, fez-se
uma incisdo de 8-10cm na linha média do pescoco, da cartilagem tiredide
até o esterno. Os musculos esternocleiodomastoideo e esternohidide foram
dissecados e afastados lateralmente, revelando a traquéia e a ACCD. As
aderéncias do musculo pectoralis tenuis no topo do esterno foram refletidas,
revelando a origem da ACCD e da artéria subclavia direita (ASD) logo abaixo
da primeira costela, sem a necessidade de remové-la. O nervo vago
apareceu como uma delgada fita branca lateral a ACCD e foi afastado. Em
seguida, dois fios de seda 4 - 0 foram usados para ocluir distalmente a
ACCD e criar um coto. Um clamp vascular foi posicionado, temporariamente,
na origem da ACCD. Um angiocateter (Gelco ® 24G) foi usado para canular
retrogradamente a ACCD, no seu terco médio, no sentido pesco¢o-térax. Um
no foi atado proximalmente para evitar o refluxo sangtiineo e um segundo né
foi atado logo abaixo do ponto de canulacdo para evitar o refluxo das
substancias teste durante a injecdo. O sangue foi aspirado do interior do
segmento isolado da ACCD. Em seguida, injetou-se solucéo salina a 0,9%
para lavar as paredes arteriais e 0 conteudo foi novamente aspirado. Depois,
a elastase — 1mg (6-8U), a papaina - 1mg (17-40U) e a solucéo salina foram
injetadas a 36°C no segmento arterial isolado, de acordo com seus

respectivos grupos, tomando-se o cuidado de nao ultrapassar o limite de
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ruptura da artéria, permanecendo as substancias no interior do lume
vascular isolado durante 20 minutos. Depois, o conteudo foi aspirado e o
angiocateter retirado. Em seguida, deu-se o no nos fios de seda, fez-se a
retirada do clamp, a verificagdo da pulsacéo do coto arterial e a revisdo da
hemostasia. A pele foi reaproximada com fio mononylon 4-0 com pontos
separados (figura 5). As artérias carétidas comuns direitas (ACCD) de cada
grupo foram usadas como teste e as artérias carétidas comuns esquerdas

(ACCE) como controle.
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Figura 5 - Processo de criacdo do aneurisma. (a) Di ssecacéo da ACCD
e colocacdo dos fios de seda para controle do fluxo
sanguineo; (b) clampeamento, puncao arterial e aspi  racdo
do seu conteudo; (c) injecédo da droga a ser testada (note o
aspecto translucido da artéria demonstrando elevada tensao
em suas paredes); (d) ligadura da artéria e (e) asp ecto final
da artéria com a veia jugular interna (VJI) ao seu  lado.
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4.2.3 Cuidados pés-operatorios

Foram feitas observacfes diarias buscando sinais de dor, infeccao,
hemorragia ou estresse do animal. A analgesia e a profilaxia antibidtica
foram feitas durante 3 dias com cetoprofemo a 1% e enrofloxacino,
respectivamente, com as mesmas doses pré-operatorias.Os animais foram
avaliados, diariamente, usando uma escala neuroldgica com a seguinte
graduacdo: grau | — sem deficiéncia neuroldgica, grau Il — deficiéncia
neuoldégica minima, grau Il — deficiéncia neuroldgica leve sem movimentos
anormais e grau IV — deficiéncia neurologica acentuada com movimentos

anormais [36].

4.3 Macroscopia e histologia

No 21° dia poés-operatdrio, os animais foram anestesiados com
cetamina e xilazina e, depois, submetidos a eutanasia com uma injecédo
intra-cardiaca contendo 3ml de tiopental. A autopsia e a dissecacdo dos
vasos foram realizadas no sentido do pescoco para o torax. O arco aortico e
seus ramos foram removidos em bloco e lavados com solucédo salina. Em
seguida, por meio de um paquimetro com escala de 0,5mm, foram tomados
os diametros da ACCD e da ACCE, além do comprimento (distancia do né
até o ponto de colocacdo do clamp) da ACCD. Considerou-se que houve
formacdo de aneurisma quando a artéria teste dilatou em relacdo ao seu

controle (figura 6).



Material e métodos
33

Figura 6 - Autdpsia do coelho. (a) Dissecacdo do pe  scoco e (b) retirada
do arco aodrtico e das artérias cardtidas comuns em um
animal do grupo cirdrgico controle.

Apés a sua separacdo do arco aortico, a ACCD e a ACCE foram
fixadas em solucédo de formaldeido a 10% por 24horas. Depois da fixacéo,
foram realizadas secc¢Oes transversais a cada 0,5 cm ao longo do eixo
longitudinal das artérias, que foram incluidas em parafina. Os preparados
histoldgicos consistiram de cortes seriados de 5 um de espessura, obtidos a
cada intervalo de 200um, corados pela coloracéo rotineira de hematoxilina -
eosina (H&E), pela coloracdo de tricromio de Masson e pela coloragdo de
Verhoeff, esta Ultima, para evidenciar as fibras elasticas. A analise
microscopica foi feita de modo independente por um patologista experiente e
pelo proprio pesquisador, através de um microscOpio Optico binocular

(Eclipse 200, Nikon, Jap&o).
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4.3.1 Medida da espessura da parede arterial

A afericdo da espessura parietal foi realizada por meio de uma régua
microscopica com escala em décimo de milimetro (0,1mm), sendo que o0s
limites para a afericdo estavam compreendidos entre o limite externo da
camada muscular e o endotélio ou o limite interno da camada intimal
(quando o endotélio estava desnudo). A area selecionada para a medida
foi a regido com maior espessura, considerando-se, dessa forma, a

espessura maxima da parede (figura 7).

g——

b

-

(b)

Figura 7 - Mensuracgéo da espessura parietal. (a) Li  mites para medida da
espessura parietal e (b) medida da espessura pariet  al de uma
artéria controle, usando-se a régua microscoépica co m escala
em décimo de milimetro (0,1mm). (tricromio de Masso n, x 40
mais zoom digital)

4.3.2 Quantificacdo da trombose

A trombose foi considerada presente ou ausente. Se presente, 0
grau de trombose foi calculado dividindo-se o numero de cortes
continuos em que o trombo apareceu pelo numero total de cortes feitos

em toda a artéria, sendo o resultado dessa fracdo multiplicado por 100 e

correspondendo a porcentagem de luz vascular obstruida pelo trombo.
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4.3.3 Quantificacao das fibras elasticas

O material corado com a técnica Verhoeff foi submetido a
fotomicrografias digitais coloridas através de um microscopio Optico
trinocular (CX31, Olympus, Japdo) com uma camera digital (Camedia,
Olympus, Japao, com 7.1 megapixels e sistema RGB -Red, Green e Blue-
para captura de imagens coloridas) acoplada ao microscopio, sendo as
imagens analisadas através do programa ImageJ (versao 1.42q, NIH, EUA)
com recursos especificos para analise microscopica.

Cada imagem colorida foi recortada de modo a restar apenas a parede
arterial. Em seguida, essa imagem foi decomposta nas suas cores primarias:
vermelho, verde e azul; escolhendo-se a imagem de maior contraste.
Depois, fez-se o ajuste da faixa de pixels de interesse (treshold) para marcar
as fibras elasticas. A imagem foi transformada, binariamente, de modo a
assumir apenas as cores preta e branca, com a imagem final demonstrando
as fibras elasticas em cor negra sobre um fundo branco. Finalmente, o
programa calculou, automaticamente, a area total dos pixels negros
correspondentes as fibras elasticas marcadas. Esse procedimento foi

realizado nas artérias testes e seus respectivos controles (figura 8 ).
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Figura 8 - Método de quantificacdo das fibras eldst icas. (a) Artéria

controle com coloracdo Verhoeff demonstrando as fib

ras

elasticas, (b) recorte da imagem, (c) imagem decomp  osta
em uma de suas cores primarias e (d) marcacdo das f ibras

elasticas em preto com a escala de pixels ao lado.

4.3.4 Infiltrado inflamatério parietal

O infiltrado inflamatério foi avaliado de forma subijetiva,
considerando-se a quantidade de células inflamatérias por campo
de aumento de 400x. Assim, a inflamacao foi classificada em
ausente (1). Se presente, a sua intensidade foi considerada: (2)
leve (células inflamatdrias restritas a uma area focal da parede arterial),
(3) moderada (mais de um foco de células inflamatérias na parede
arterial) e (4) acentuada (quando a parede arterial estava comprometida

em toda a sua circunferéncia).
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4.3.5 Endotélio

O endotélio foi analisado e classificado em: (1) ausente, (2) presente e
descontinuo (se houvesse uma ou mais areas de perda endotelial) e (3)
integro (isto é, quando o endotélio estava presente em toda a circunferéncia

arterial em todos os cortes).

4.3.6 Fibrose intimal

A fibrose intimal foi analisada e considerada: (1) ausente, (2) presente e
descontinua (quando houvesse mais de uma éarea focal sem fibrose), (3)
difusa (quando atingisse toda a circunferéncia arterial) e (4) analise
prejudicada (quando nédo fosse possivel distinguir a fibrose intimal da fibrose

decorrente da organizag¢do dos trombos luminais).

4.7 Analise estatistica

Os dados quantitativos foram descritos como médias e erros padroes,
com seus respectivos intervalos de confianca. Os dados categoricos foram
descritos como frequéncias simples e porcentagens.

O teste t-student foi utilizado para a comparacdo entre 0S grupos
independentes. Na estimativa das médias e seus intervalos de confiancga,
utilizou-se a técnica estatistica de Bootstrap, baseada num numero de
reamonstragens igual a 5.000. Esse procedimento também foi utilizado ao
aplicar-se o teste t-student. Admitiram-se os testes como bicaudais e 0s
niveis de significancia adotados foram os seguintes: a = 0,005 e 3 = 0,20.

Os programas estatisticos usados foram o PASW Statistics 18, versao
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demo, Winwrap Basic Copyright, EUA, 2009 e Excel, Microsoft, EUA, 2003.

4.7.1 Hipoteses nulas e alternativas

1)

2)

3)

4)

5)

As hipoteses nulas e alternativas foram as seguintes:

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase quanto ao diametro dos controles,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
qguanto ao diametro dos controles;

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase quanto ao diametro dos testes,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
quanto ao diametro dos testes;

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase quanto a dilatacdo das artérias testes em relacdo aos seus
respectivos controles,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
quanto a capacidade das artérias testes dilatarem em relacdo aos
seus respectivos controles;

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase quanto ao comprimento das artérias testes,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
guanto ao comprimento das artérias testes;

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e

elastase em relacédo a quantidade de fibras elasticas dos controles,
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H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
em relacdo a quantidade de fibras elasticas dos controles;

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase em relacédo a quantidade de fibras elasticas dos testes,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
em relacdo a quantidade de fibras elasticas dos testes;

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase quanto a capacidade de destruir fibras elasticas, quando
comparadas as artérias testes aos seus respectivos controles;

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
quanto a capacidade de destruir fibras elasticas, quando comparadas
as artérias teste aos seus respectivos controles;

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase quanto a espessura parietal dos controles,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
quanto a espessura parietal dos controles;

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase quanto a espessura parietal dos testes,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
guanto a espessura parietal dos teste

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase quanto ao espessamento parietal, quando comparadas as
artérias testes aos seus respectivos controles,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
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quanto ao espessamento parietal, quando comparadas as artérias
testes e seus respectivos controles;

HO — N&o houve diferenca significativa entre 0s grupos papaina e
elastase quanto ao grau de trombose,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
guanto ao grau de trombose;

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase quanto ao grau de lesdo endotelial,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
quanto ao grau de leséo endotelial

HO - Nao houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase quanto ao grau de fibrose intimal,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase
quanto ao grau de fibrose intimal

HO - N&o houve diferenca significativa entre os grupos papaina e
elastase quanto ao grau de inflamacao,

H1 - Houve diferenca significativa entre os grupos papaina e elastase

guanto ao grau de inflamacéao.
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5 - Resultados

Nenhum animal morreu, apresentou deficiéncia neurolégica poés-
operatoria ou teve hemorragia traqueal.
N&do houve formacdo de aneurisma em qualquer caso do grupo
cirdrgico controle.
Os valores dos diametros arteriais dos grupos elastase e papaina séo
apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Diametro (mm) dos testes e dos seus controles com s uas
respectivas diferencas

CASO DIAMETRO DIAMETRO DIFERENCA ANEURISMA

TESTE CONTROLE TESTE- SIM/NAO
CONTROLE
El 3,0 1,0 2,0 S
E2 2,0 2,0 0,0 N
E3 2,0 2,0 0,0 N
E4 3,0 2,0 1,0 S
ES 4,0 1,0 3,0 S
E6 4,0 2,5 1,5 S
E7 3,0 2,0 1,0 S
P1 7,0 2,0 5,0 S
P2 3,0 1,0 2,0 S
P3 4,0 2,0 2,0 S
P4 4,0 2,0 2,0 S
PS5 2,5 1,0 1,5 S
P6 4,0 2,0 2,0 S
P7 3,0 15 1,5 S
P8 3,0 2,0 1,0 S

E - elastase, P - papaina

Verifica-se que os testes dos casos E2 e E3 do grupo elastase nao
dilataram, de sorte que houve formacéo de 5 aneurismas em 7 casos deste
grupo (eficiéncia de 71,4%). J4 no grupo papaina, todos os casos formaram
aneurisma (eficiéncia de 100%). O diametro minimo e o diametro maximo

dos controles foram respectivamente: 1,0 e 2,5mm no grupo elastase e 1,0 e
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2,0mm no grupo papaina. O didmetro minimo e o diametro maximo dos
testes foram respectivamente: 2,0 e 4,0mm no grupo elastase e 2,5 e 7,0mm
no grupo papaina. Em relacdo a diferenca teste — controle, isto €, o grau de
dilatacdo da artéria teste quando comparada com seu controle, a diferenca
minima e a diferenca maxima foram respectivamente: 0,0 e 3,0mm no grupo
elastase e 1,0 e 5,0mm no grupo papaina.

Quando comparados os diametros das artérias controles, a analise
estatistica ndo demonstrou diferenca significativa (p= 0,72) entre 0s grupos
elastase (média= 1,8 + 0,2mm, IC 95%= 1,3 - 2,2mm) e papaina (média =
1,7 £0,2mm, IC 95%-= 1,4 -2,0mm) (gréafico 1 ).

Grafico 1 - Diametro das artérias controles
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Quando comparados os diametros das artérias testes, a analise
estatistica nao demonstrou diferenca significativa (p = 0,38) entre 0s grupos
elastase (média = 3,0 + 0,3mm, IC 95%= 2,4 - 3,6mm) e papaina (média =
3,4 £0,2mm, 1C95%= 2,9 — 3,8mm). Contudo, houve uma tendéncia a maior

dilatacao no grupo papaina (grafico 2 ).
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Grafico 2 - Diametro das artérias testes
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Quando comparada a diferenca do didmetro das artérias testes e
seus respectivos controles, o teste estatistico ndo demonstrou diferenca
significativa (p= 0,15) entre os grupos elastase (média= 1,2 + 0,4mm,
IC95%= 0,4 — 2,0mm) e papaina (média= 2,1 + 0,4mm, IC95%= 1,5 -
3,1mm). Apesar disso, 0 grupo papaina apresentou tendéncia a produzir

maior dilatac&o (gréafico 3 ) (figura 9).
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Gréfico 3 - Diferenca do diametro entre os testes e  0s controles.
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(b)

Figura 9 - Exemplo de didametro dos aneurismas. (&)  Aneurisma papaina
— induzido com 7,0 mm; (b) aneurisma elastase-induz  ido com
4,0 mm de didmetro.

Os valores dos comprimentos dos aneurismas sao apresentados na
tabela 2, sendo que o comprimento minimo e 0 comprimento maximo foram
respectivamente: 11,0 e 22,0 mm no grupo elastase e 8,0 e 25,0 mm no

grupo papaina.
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Tabela 2 - Comprimento (mm) dos aneurismas

Caso Comprimento
(mm)

El 11
E2 16
E3 16
E4 21
E5 16
E6 22
E7 20
P1 12
P2 8

P3 13
P4 24
P5 21
P6 25
P7 16
P8 15

E - elastase, P - papaina

Quando comparados os comprimentos das artérias testes, ndo se
observou diferengca estatistica significativa (p= 0,83) entre 0s grupos
elastase (média= 17,4 + 1,4mm, 1C95%= 14,6 — 20,2mm) (didametro min.=
11,0mm e max.= 22,0mm) e papaina (média= 16,8 + 2,1mm, 1C95%= 12,7 —
20,9mm) (gréafico 4). Além disso, verificou-se que o comprimento dos

aneurismas variou em funcéo da altura do no cirdrgico (figura 10 ).
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Gréfico 4 - Comprimento dos aneurismas
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FiguralO - Exemplo de comprimento dos aneurismas. D  emonstracéo de
dois aneurismas papaina — induzidos nos quais a alt  ura do
nd determinou o comprimento do coto arterial: (a) 1 6 mm e
(b) 8 mm.

Em relacdo a quantidade de fibras elasticas (representada em ndmero

de pixels), seus valores séo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3 — Quantidade de fibras elasticas, representada pelon  Umero de
pixels (x10**%), dos testes e dos controles com suas
respectivas diferencas

CASO PIXELS X10**® PIXELS DIFERENCA PIXELS X10*+®
CONTROLE X10**® TESTE CONTROLE - TESTE
El 6,97 3,03 3,93
E2 9,86 5,18 4,67
E3 6,44 6,86 -0,41
E4 8,92 6,66 2,26
ES 6,22 8,66 -2,44
E6 7,33 5,55 1,77
E7 6,49 0,18 6,30
P1 8,45 1,33 7,12
P2 11,13 1,21 9,92
P3 8,25 8,62 - 0,37
P4 6,92 1,35 5,57
PS5 7,17 0,49 6,67
P6 9,65 2,38 7,26
P7 8,47 4,21 4,26
P8 8,69 0,76 7,92

E - elastase, P - papaina

O wvalor minimo e o valor maximo dos controles foram
respectivamente: 6,2 e 9,8 x10° pixels no grupo elastase e 7,1 e 11,1 x10°
pixels no grupo papaina. Ja o valor minimo e o valor maximo dos testes
foram respectivamente: 0,1 e 3,0 x10° pixels no grupo elastase e 0,4 e 8,6
x10® pixels no grupo papaina. N&o houve reducdo do niimero de pixels das
artérias testes em 2 casos, num total de 7 casos, no grupo elastase (28,5%)
e em 1 caso, num total de 8 casos, do grupo papaina (12,5%). De fato, nos
casos E3, E5 e P3 o numero de pixels do teste foi maior que o niumero de
pixels do controle, de modo que a diferenca controle - teste foi negativa,
indicando portanto que nao houve destruicao de fibras elasticas.

No que se refere a quantidade de fibras elasticas dos controles, nao

houve diferenca estatistica significativa (p= 0,13) entre os grupos elastase
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(média= 7,5 + 0,5 x10® pixels, IC95%= 6,6 — 8,5 x10° pixels) e papaina
(média= 8,6 + 0,5 x10® pixels, 1C95%= 7,7 — 9,6 x10® pixels) (grafico 5 ).

Gréfico 5 - Quantidade de fibras elasticas dos cont  roles representada
em numero de pixels.
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Em relacdo a quantidade de fibras elasticas dos testes, ndo houve
diferenca estatistica significativa (p= 0,009) entre os grupos elastase
(média= 5,2 + 1,1 x10°® pixels, IC95% = 3,1 — 6,9 x10® pixels) e papaina
(média= 2,6 + 0,9 x 10® pixels, IC95% = 1,1 — 4,7 x10° pixels). Mesmo assim,
houve uma maior tendéncia da papaina em destruir fibras elésticas (gréfico

6).



Resultados
49

Gréfico 6 - Quantidade de fibras elasticas dos test  es representada em
namero de pixels.
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Ao avaliar qual grupo destruiu mais fibras elasticas quando comparados
0s testes com seus respectivos controles, verificou-se que nao houve
diferenca estatistica significativa (p= 0,03) entre os grupos elastase (média=
2,3 +1,1 x108 pixels, IC95%= 0,09 - 4,4 x10° pixels) e papaina (média= 6,0 +
1,1 x10® pixels, 1C95%= 3,8 - 7,9 x10® pixels). Mesmo assim, a papaina
apresentou maior tendéncia a destruicdo de fibras elasticas (grafico 7))

(figura 11).
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Gréfico 7 - Diferenca da quantidade de fibras elast icas (em numero de
pixels) entre os testes e os controles.
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Figura 11 - Destruicdo das fibras elasticas. (a) Ar téria controle com
fiboras elasticas (coradas em preto) preservadas e
dispostas concentricamente. Observe a lamina elasti ca
interna integra com seu pregueado caracteristico (s eta), (b)
destruicdo das fibras elasticas em uma artéria do g  rupo
papaina e (c) destruicdo das fibras elasticas em um a
artéria do grupo elastase. (coloracdo Verhoeff, x40 mais
zoom digital)

Em relacdo ao espessamento parietal, seus dados sao apresentados

na tabela 4.
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Tabela 4 - Espessura parietal (mm) dos testes e dos controles com
suas respectivas diferencas.

CASO ESPESSURA ESPESSURA DIFERENCA TESTE-

TESTE CONTROLE CONTROLE
1 0,20 0,10 0,10
1 0,30 0,20 0,10
1 0,50 0,10 0,40
1 0,30 0,20 0,10
1 0,40 0,10 0,30
1 0,20 0,10 0,10
1 0,20 0,10 0,10
2 0,40 0,20 0,20
2 0,30 0,20 0,10
2 0,40 0,20 0,20
2 0,20 0,10 0,10
2 0,20 0,10 0,10
2 0,30 0,20 0,10
2 0,30 0,10 0,20
2 0,40 0,10 0,30

Elastase — casos com numero 1, papaina — casos com o numero 2

A espessura minima e a espessura maxima dos controles foram
respectivamente: 0,10 e 0,20mm no grupo elastase e 0,10 e 0,20mm no
grupo papaina. Nos testes, a espessura minima e a espessura maxima
foram respectivamente: 0,20 e 0,50mm no grupo elastase e 0,20 e 0,40mm
no grupo papaina. Em relacdo a diferenca de espessura entre os testes e 0s
controles, o seu valor minimo e valor maximo foram respectivamente: 0,10 e
0,30mm no grupo elastase e 0,10 e 0,30mm no grupo papaina.

A espessura da parede arterial dos controles ndo apresentou diferenca
estatistica significativa (p=0,43) entre os grupos elastase (média= 0,13 +
0,02mm, IC 95%= 0,10 — 0,16mm) e papaina (média= 0,31 + 0,03mm, IC

95%= 0,25 — 0,36mm) (gréfico 8 ).
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Gréfico 8 - Espessura dos controles.
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A espessura da parede arterial dos testes ndo apresentou diferenca
estatistica significativa (p=0,81) entre os grupos elastase (média= 0,30 *
0,04mm, IC 95%= 0,22 — 0,39mm) e papaina (média= 0,31 + 0,03mm, IC

95%= 0,26 — 0,37mm). (grafico 9 )
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Graéfico 9 - Espessura dos testes
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Quando avaliado o grau de espessamento parietal das artérias testes
comparadas com seus respectivos controles, a analise estatistica nao
demonstrou diferenca estatistica significativa (p= 0,87) entre 0s grupos
elastase (média= 0,17 = 0,05mm, IC 95%= 0,10 — 0,26mm) e papaina

(média= 0,16 + 0,07mm, IC 95%= 0,11 — 0,21mm) (gréfico 10 ).
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Grafico 10 — Diferenca de espessura parietal entre 0s testes e o0s
controles .
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Os dados do grau de trombose sao apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Percentual do grau de trombose (x100)

CASO TESTE CONTROLE
El 0,40 0,00
E2 0,50 0,00
E3 0,00 0,00
E4 0,76 0,00
ES 0,50 0,00
E6 0,50 0,00
E7 0,50 0,00
P1 0,90 0,00
P2 0,95 0,00
P3 0,80 0,00
P4 0,95 0,00
PS5 0,76 0,00
P6 1,00 0,00
P7 0,99 0,00
P8 0,65 0,00

E - elastase, P - papaina
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Todos os controles, de ambos os grupos elastase e papaina, nao
desenvolveram trombose (0%). Ao contrario, todos os testes, com excecdo
do caso E3, apresentaram trombose em graus variados. Sendo que o valor
minimo e o valor maximo dos graus de trombose foram respectivamente: 0,0
e 0,76 no grupo elastase e 0,76 e 1,0 no grupo papaina.

Quando comparados os testes quanto ao grau de trombose, a analise
estatistica revelou diferenca significativa (p = 0,01) entre os grupos elastase
(média= 0,45 + 0,08, IC 95%= 0,28 — 0,60) e papaina (média= 0,88 + 0,04,
IC 95%= 0,79 — 0,95), com maior grau de trombose no grupo papaina
(grafico 11).

Grafico 11 — Comparacdo do grau de trombose entre 0 s Qrupos

elastase e papaina
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Os dados do grau de lesédo endotelial sdo apresentados na tabela 6 e

na tabela 7.



Resultados
57

Tabela 6 - Grau de lesdo endotelial no grupo elasta se

CASO AUSENTE PRESENTEE |INTEGRO TOTAL
DESCONTINUO

1) 2) 3)
El X
E2
E3
E4
E5
E6
E7
Total 1 0 7
% 14,2% 85,7% 0% 100,0%

O X X X X X X

E — elastase

Tabela 7 - Grau de lesdo endotelial no grupo papain a

CASO AUSENTE PRESENTE E INTEGRO TOTAL
DESCONTINUO

1) 2) 3)

P1 X

P2 X

P3 X

P4 X

P5 X

P6 X

P7 X

P8 X

Total 3 5 0 8
% 37,5% 62,5% 0% 100,0%
P - papaina

Quanto ao grau de lesao endotelial, a papaina causou maior destruicéo,
de modo que o endotélio estava completamente ausente em 37,5% dos
casos do grupo papaina contra apenas 14,2% dos casos do grupo elastase,
ou seja, uma diferenca de 23,3% a favor do grupo papaina. Porém a maioria
dos casos de ambos os grupos apresentou lesdo parcial do endotélio:

elastase (85,7%) e papaina (62,5%) (grafico 12 ) (figura 12 ).
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Gréfico 12 — Comparacédo do grau de lesdo endotelial entre 0S grupos
elastase e papaina

Endotélio
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1 2 3
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Figura 12 — Endotélio. (a) Endotélio presente e des continuo em um
caso do grupo elastase (H&E, x 40 mais zoom digital ); (b)
endotélio completamente ausente (seta negra) comtr  ombo
(estrela) em um caso do grupo papaina. (H&E, x 400 mais
zoom digital)

Os dados do grau de fibrose intimal sdo apresentados na tabela 8 e na

tabela 9.
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Tabela 8 - Grau de fibrose intimal no grupo elastas e

CASO AUSENTE PRESENTEE DIFUSA PREJUDICADA TOTAL
DESCONTINUO

(1) ) (3) (4)
El X

E2 X
E3
E4
E5
E6
E7
Total 1 1 0 7
% 14,2% 71,4% 14,2% 0% 100,0%

g1 X X X X X

E- elastase

No grupo elastase, a fibrose intimal foi descontinua em 71,4% dos
casos. Ja a sua auséncia ocorreu em apenas 14,2% dos casos

Tabela 9 - Grau de fibrose intimal no grupo papaina

CASO AUSENTE PRESENTEE DIFUSA PREJUDICADA TOTAL
DESCONTINUA

1) (2) 3) (4)

Pl X

P2 X

P3 X

P4 X

P5 X

P6 X

P7 X

P8 X

Total 0 4 0 4 8
% 0% 50,0% 0% 50,0% 100,0%
P - papaina

No grupo papaina, a avaliacdo da fibrose intimal foi prejudicada em
50% dos casos devido a acentuada trombose nesse grupo, 0 que tornou
muito dificil a distincdo entre o trombo e a fibrose intimal (grafico 13 ) (figura

13).
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Gréafico 13 — Comparacdo do grau de fibrose intimal entre 0S grupos
elastase e papaina
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Figura 13 - Fibrose intimal. (a)Trombose acentuada prejudicando a
avaliacdo da fibrose intimal num caso do grupo papa ina
(tricrbmio de Masson, x 400 mais zoom digital); (b)
auséncia de trombose e identificacdo de fibrose int  imal em
um caso do grupo elastase. (tricromio de Masson, x 40
mais zoom digital)

Os dados do grau de inflamagao mural sdo apresentados na tabela 10

e natabela 11.
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Tabela 10 - Grau de inflamacgédo mural no grupo elast ase

CASO AUSENTE(1) LEVE MODERADA DIFUSA TOTAL
(2) 3) (4)

E1l X
E2 X
E3 X
E4
E5
E6
E7
Total 3 0 0 7
% 42,8% 57,1% 0,0% 0,0% 100,0%

A X X X X

E - elastase

Tabela 11 - Grau de inflamac¢ao mural no grupo papai na

CASO AUSENTE LEVE MODERADA DIFUSA TOTAL

1) 2) 3) 4)
P1 X
P2 X
P3 X
P4 X
P5 X
P6 X
P7 X
P8 X
Total 2 5 1 0 8
% 25,0% 62,5% 12,5% 0,0% 100,0%
P- papaina

A inflamacdo mural consistiu em um infiltrado de linfocitos e de
plasmdcitos. Ela foi ausente em 42,80% dos casos do grupo elastase contra
25% dos casos do grupo papaina (diferenca de 17, 8% a favor do grupo
elastase), indicando uma menor tendéncia a inflamag&o no grupo elastase.
Porém, em ambos 0s grupos, predominaram os casos com inflamacao leve -
elastase (57,1%) e papaina (62,5%) - com diferenca de 5,4% a favor desse

altimo grupo (gréfico 14 ) (figura 14 ).
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Gréfico 14 — Comparacao do grau de inflamacao mural

elastase e papaina
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Figura 14 - Inflamacgé&o parietal. Infiltrado inflama
do grupo papaina. Plasmdcito (seta). (H&E, x 400 ma
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6 Discussao

A técnica operatoria utilizada neste estudo foi baseada no trabalho de
Hoh et al. [34]. Ela se mostrou simples e segura, sendo que o fechamento
temporario da ACCD né&o provocou deficiéncia neuroldgica devido ao
eficiente poligono arterial cerebral do coelho [50]. Com relacdo a hemorragia
traqueal, os nossos dados contrastaram com os de Moller-Hartman et al.,
cuja mortalidade por essa complicacédo foi de 25%, por causa da entrada
acidental de elastase na artéria traqueo-esofagica com origem aberrante na
ACCD [52]. Acreditamos que o motivo dos coelhos ndo terem apresentado
essa complicacédo, em nosso estudo, foi que a canulacdo da ACCD ocorreu
aproximadamente no terco médio da artéria, de sorte que, mesmo que tenha
havido um vaso aberrante, a injecdo da papaina ficou abaixo da sua origem,
tornado o procedimento isento de complica¢cfes e dispensando a angiografia
para identificacdo de vasos andmalos. Acreditamos também que a aspiracéo
do sangue e a lavagem do segmento arterial isolado com solugcdo salina
sejam outro aspecto técnico relevante. Isto porque o soro do coelho possui
inibidores enzimaticos que blogueiam a acdo da papaina [56]. Assim, se a
aspiracao e a lavagem forem insuficientes, deixando residuo sangiineo no
interior do coto arterial, podera haver reducdo da capacidade elastolitica da
papaina e variacfes no tamanho dos aneurismas.

Com relacdo a dilatacdo arterial, 0 nosso estudo demonstrou que a
papaina é capaz de enfraquecer as paredes vasulares e formar aneurismas.

Esse fenbmeno ja havia sido relatado por lonescu et al., os quais, ao
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tentarem deantigenizar heteroenxertos venosos com papaina, observaram
acentuado enfraguecimento das paredes do enxerto com dilatacdo
progressiva e formacao indesejada de aneurisma venoso [15]. Os resultados
da tabla 1 demonstram que esta propriedade da papaina em enfraquecer as
paredes dos vasos foi confirmada em nosso trabalho, de modo que todos os
casos do grupo papaina formaram aneurisma (eficiéncia de 100%). A
elastase também formou aneurismas, porém 2 casos (E2 e E3) néo
apresentaram dilatacdo, demonstrando assim uma menor eficiéncia da
elastase (71,4%) em provocar aneurismas.

Com relacdo aos diametros arteriais, a analise dos controles
demonstrou que a distribuicdo dos valores dos didametros em ambos os
grupos foi homogénea, de sorte que nao houve diferenca estatistica
significativa (p= 0,72) entre os grupos elastase (média = 1,8 + 0,2mm) e
papaina (média = 1,7 + 0,2mm) (grafico 1). Quando avaliados os diametros
dos testes, a analise estatistica ndo revelou diferenca significativa (p= 0,38)
entre 0s grupos elastase (média= 3,0 £ 0,3mm) e papaina (média= 3,4 +
0,2mm) (grafico 2). Quando avaliado qual grupo apresentou maior dilatacdo
da artéria teste em relacdo ao seu respectivo controle, embora nédo tenha
havido diferenca estatistica significativa (p=0,15) entre os grupos elastase
(média= 1,2 + 0,4mm) e papaina (média= 2,1 + 0,4mm), verificou-se maior
tendéncia da papaina em provocar dilatacéo arterial (grafico 3). Ao comparar
0S aneurismas papaina-induzidos com os aneurismas elastase-induzidos de
outros estudos, o diametro dos aneurismas papaina-induzidos (3,4 + 0,2mm)

se aproximou dos valores dos diametros dos aneurismas elastase-induzidos
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descritos nos trabalhos de Cloft (média = 3,0mm) [33], Kallmes (média = 3,8
+ 0,8mm) [35], Thiex (média = 3,2mm) [38] e Ding (média = 3,6 + 0,9mm)
[57]. No entanto, € importante destacar que, no nosso estudo, o modo de
afericdo do tamanho dos aneurismas foi feito tomando-se as medidas
diretamente das artérias caroétidas. Isto é importante porque a maioria dos
trabalhos com aneurismas elastase-induzidos utilizou medidas angiograficas,
cujos valores tendem a ser superestimados por causa da pulsacéo
sangliinea que distende as paredes do aneurisma [41]. Deste modo, é
possivel que se fosse utilizada a angiografia por subtracdo digital, as
medidas dos aneurismas papaina-induzidos poderiam ter sido maiores.

Em relacdo ao comprimento dos aneurismas, a analise estatistica nao
revelou diferenca significativa (p= 0,83) entre 0s grupos elastase (média=
17,4 £ 1,4mm) e papaina (média= 16,8 + 2,1). Além disto, observou-se que 0
comprimento foi influenciado pela altura do nd, sendo que noés altos
produziram cotos longos e nos baixos, cotos curtos (grafico 4 ) (figura 10).
Este fato também foi observado por Ding et al (2007) os quais, ao estudarem
a variacdo do volume dos aneurismas elastase-induzidos de acordo com a
altura da ligadura da artéria carétida comum direita, perceberam que
ligaduras altas produziam aneurismas com comprimento e volume maiores e
ligaduras baixas produziam com comprimento e volume menores [43].

Em relacdo as fibras elasticas, a artéria carétida comum do coelho
apresentou-se como uma artéria mista, demonstrando uma camada
muscular bem evidente e parede rica em fibras elasticas dispostas de forma

concéntrica (figurall). Por serem fibras com alto grau de orientacdo e
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possuirem propriedades elasticas intrinsecas, as fibras elasticas sédo as
principais responsaveis pelas propriedades mecanicas da artéria [58]; de
sorte que a destruicdo dessas fibras provoca o enfraquecimento da parede
arterial com dilatacdo da mesma [5, 32]

Em nosso estudo, tanto papaina quanto elastase destruiram as fibras
elasticas (tabela 3), porém a papaina mostrou maior tendéncia de
destruicdo, o que foi confirmado pela formacdo de aneurisma em todos os
casos deste grupo (tabela 1). Todavia, apesar de ambos o0s grupos
formarem aneurismas, ndo houve reducdo do nimero de pixels das artérias
testes em 2 casos, num total de 7, no grupo elastase (28,5%) e em 1 caso,
num total de 8, do grupo papaina (12,5%). De fato, nos casos E3, E5 e P3 o
namero de pixels do teste foi maior que o numero de pixels do controle, de
modo que a diferenca controle - teste foi negativa (tabela 3). Quando
comparados o numero de pixels e o diametro dos testes, observa-se que no
caso E2 houve reducdo numero de pixels do teste em relagdo ao seu
controle (diferenca do numero de pixels controle-teste = 4,6 x10° pixels),
porém sem dilatacao arterial correspondente (diferenca do diametro teste —
controle = 0,0mm). Ja no caso E3, ndo houve reducdo do numero de pixels
do teste em relagdo ao seu controle (diferenca do numero de pixels controle
— teste = - 0,4 x10° pixels) e artéria ndo dilatou (diferenca do didmetro teste
— controle = 0,0mm). Nos casos E5 e P3, embora ndo tenha havido a
reducdo do numero de pixels dos testes em relacdo aos seus controles: E5
(diferenca do nimero de pixels controle — teste = - 02,4 x10° pixels) e P3

(diferenca do numero de pixels controle — teste = - 0,3 x10° pixels), as
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artérias testes dilataram em relacdo aos seus controles: E5 (diferenca do
diametro teste — controle = 1,0mm) e P3 (diferenca do diametro teste —
controle = 2,0mm) respectivamente (tabela 1) (tabela 3).

E possivel que estas divergéncias tenham ocorrido em funcédo de
artefatos técnicos, tais como: 1) corte da artéria criando dobras, 2) excesso
de corante com impregnacdo demasiada dos tecidos arteriais e 3) erro no
ajuste do threshold de pixels. Todos estes problemas técnicos criam areas
escuras nao representativas das fibras elasticas, levando a superestimacéo
do numero de pixels. Alguns destes artefatos ja foram descritos em outro
trabalho. Uitto et al. (1983) ao estudarem as fibras elasticas da pele de
pacientes com pseudoxantoma elastico e sindrome de Buschke, utilizaram
uma técnica de quantificacdo das fibras elasticas semelhante a descrita em
nosso estudo. A analise morfométrica das fibras elasticas foi baseada no
reconhecimento diferencial destas fibras através de coloracdo especifica
(coloracdo de Verhoeff - Van Gieson) que marca as fibras elasticas,
destacando-as em relacdo ao tecido vizinho. As imagens em preto e branco,
com variados graus de cinza, foram convertidas em imagens binarias
através do ajuste do limiar de pixels (threshold) a um nivel que fornecesse
uma imagem binaria das fibras, correspondendo, tanto quanto possivel, as
imagens pretas e brancas das fibras elasticas. Estas imagens foram entéo
digitalizadas e a area ocupada pelos pixels pretos (fibras elasticas) foi
determinada automaticamente pelo programa de computador. Neste estudo,
0os autores identificaram trés fontes potenciais de erro, ou seja, areas

escuras nao representativas das fibras elasticas: 1) artefatos de coloracgéao,
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2) infiltrados celulares densos e 3) erro de ajuste do threshold por parte do
pesquisador. Quanto a este Ultimo item, os autores observaram uma
variabilidade de * 6,1% no nivel de threshold quando usavam 3
investigadores diferentes, e uma variabilidade individual de 2,4 a 5,3%. Em
relacdo ao erro do equipamento, a variabilidade foi desprezivel (10°%) [59].
Assim, apesar dos avancgos técnicos atraves do uso de programas
computadorizados de imagem, especificos para analise microscépica, 0
corte da artéria, sua inclusdo em parafina, a sua coloracdo e o ajuste do
threshold s&do dependentes do operador, de modo que os artefatos
inevitavelmente ocorrerdo por conta do erro humano, restando como solucéo
para a diminuicdo destes problemas, mais treinamento nos procedimentos
de preparo e analise histologicos.

De qualquer modo, embora o método tenha estas limitacOes, foi
possivel observar o comportamento geral das fibras elasticas no nosso
experimento. Por exemplo, a distribuicdo da quantidade de fibras elasticas
dos controles foi homogénea, de sorte que a andlise estatistica néo
demonstrou diferenca significativa (p= 0,13) entre 0s grupos elastase
(média= 7,5 + 0,5 x10° pixels) e papaina (média= 6,6 + 0,5 x10° pixels)
(grafico 5). Em relacéo a destruicéo das fibras elasticas nos testes, a analise
estatistica ndo revelou diferenca significativa (p= 0,009) entre os grupos
elastase (média= 5,2 + 1,1 x10° pixels) e papaina (média= 2,6 + 0,9 x10°
pixels). Mesmo assim, houve uma maior tendéncia da papaina em destruir
fibras elasticas (grafico 6 ). Esta tendéncia foi confirmada ao comparar o

grau de destruicdo das fibras elasticas dos testes em relacdo aos seus
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controles e, conquanto a analise estatistica ndo tenha apresentado diferenca
significativa (p= 0,003) entre os grupos elastase (média= 2,3 + 1,1 x10®
pixels) e papaina (média= 6,0 + 1,1 x10® pixels), os resultados
demonstraram uma clara tendéncia de maior destruicdo das fibras elasticas
no grupo papaina (gréafico 7 ) (figura 11 ).

Em relacdo ao espessamento parietal, os valores foram muito
proximos em ambos o0s grupos (tabelal), de se sorte que ndo houve
diferenca estatistica significativa (p= 0,43) entre os grupos elastase e
papaina (grafico 8). Em relacdo aos testes, também n&o houve diferenca
estatistica significativa (p= 0,81) entre os grupos elastase (média = 0,30 +
0,04mm) e papaina (média = 0,31 + 0,0mm) (grafico 9), sendo que estes
valores ficaram um pouco abaixo do resultado de Abruzzo el al. cujo estudo
histologico de 4 aneurismas elastase-induzidos revelou espessura parietal
média de 0,40mm [12]. Quando comparada a diferenca de espessura
parietal entre os testes e 0s controles, a andlise estatistica ndo demonstrou
diferenca significativa (p= 0,87) entre os grupos elastase e papaina (grafico
10).

Com relacéo a lesdo endotelial, ambas as enzimas papaina e elastase
possuem acao destrutiva sobre o endotélio. Um estudo com microscopia
eletrbnica, sobre os efeitos da papaina e da elastase sobre o endotélio de
ratos, verificou que a infusdo intra-arterial destas substancias provocava a
lesdo da membrana endotelial e a abertura das juncdes interendoteliais [60].
Em nosso trabalho, embora a maioria dos casos de ambos os grupos

apresentasse lesdo parcial do endotélio: elastase (85,7%) e papaina
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(62,5%), a papaina provocou maior lesdo endotelial do que a elastase, de
modo que o endotélio foi completamente destruido em 37,5% dos casos do
grupo papaina em comparacdo com 14,20% dos casos do grupo elastase,
ou seja, uma diferenca de 23,3% a favor do grupo papaina (tabela 6) (tabela
7) (grafico 12 ). Este fato foi relevante, uma vez que gerou trombose mais
extensa no grupo papaina. Em verdade, quando avaliado o grau de
trombose, a andlise estatistica demonstrou diferenca significativa (p= 0,001)
a favor do grupo papaina (média = 0,88 + 0,04) em comparacdo com 0O
grupo elastase (média = 0,45 = 0,08) (grafico 11) . Estes resultados
contrastaram com os de Abruzzo et al. que, ao estudarem as alteracdes
histolégicas em 4 aneurismas elastase-induzidos, verificaram trombo
desorganizado preenchendo 1/3 da cavidade em somente 2 aneurismas
[12].

Quanto a fibrose intimal, ela foi descontinua em 71,4% dos casos do
grupo elastase. Ja no grupo papaina, sua analise foi bastante prejudicada
pois, em 50% dos casos deste grupo, a trombose extensa ndo permitiu
distinguir a fibrose do tecido vizinho (tabela 8) (tabela 9) (grafico 13 ) (figura
13). Isto € lamentavel, pois a reacéo fibrgtica € um item muito importante na
determinacdo da validade dos modelos de aneurisma, principalmente
quando séo testados materiais de embolizacdo [6]. Desse modo, é
fundamental que sejam realizados trabalhos futuros os quais determinem o
grau fibrose, como por exemplo, através da mensuracdo do colageno da

parede arterial.
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Em relacdo ao processo inflamatério mural, ele foi ausente em 42,5%
dos casos do grupo elastase contra 25% dos casos do grupo papaina,
indicando uma menor tendéncia a inflamacao no grupo elastase. Porém, em
ambos 0s grupos predominaram os casos com inflamacéo leve (elastase=
57,1% e papaina= 62,5%) que consistia em um infiltrado de linfocitos e
plasmacitos (grafico 14 ) (figura 14 ). Isto difere dos casos de Abruzzo et al.
nos quais predominavam neutréfilos e mondcitos [12]. Embora este infiltrado
inflamatorio tenha sido leve, o seu predominio no grupo papaina pode ter
sido responsavel pela maior tendéncia a destruicdo das fibras elasticas e,
consequentemente, ao maior grau de dilatacdo arterial neste grupo. Anidjar
et al (1992) estudaram a resposta inflamatoria na parede da aorta abdominal
de ratos Wistar incubados com elastase pancreatica porcina e verificaram
que, quanto maior a atividade inflamatoria, maior o diametro da aorta
abdominal [30]. Halpern et al (1994), por sua vez, estabeleceram um modelo
para a sequéncia dos eventos inflamatorios. Eles observaram que a elastase
provocava uma lesao inicial na parede arterial, seguida de uma resposta
inflamatoria e ativacdo de proteinases endogenas com destruicdo da elastina
e do colageno [31]. Portanto, € possivel que um infiltrado inflamatério,
mesmo que leve, possa originar uma cascata de eventos na qual haja
liberacdo de enzimas endogenas capazes de destruir as fibras elasticas e
provocar maior dilatacdo arterial, como no caso do grupo papaina.
Entretanto, € necessario ndo exagerar a importancia da resposta inflamatoria
na formacdo dos aneurismas saculares experimentais, pois 0 seu papel

ainda nao esta totalmente definido. Realmente, ao analisar os casos E1, P4
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e P5, verificou-se que houve formacéo de aneurisma apesar da auséncia de
inflamacédo (tabela 1) (tabelalQ) (tabela 11), indicando assim a ocorréncia
de outros mecanismos na formacdo destes aneurismas saculares
experimentais, 0os quais nao foram avaliados neste trabalho. De fato, além
do enfraquecimento da parede arterial e da inflamacéo parietal, os aspectos
hemodindmicos sdo muito importantes na formacdo dos aneurismas
saculares. Miskolczi et al. com o intuito de suprimir as respostas
inflamatoérias presentes nos estudos in vivo, realizaram um estudo in vitro
atraveés da incubacao de elastase no interior das artérias caroétidas de porcos
e ovelhas. Depois colocaram estas artérias num circuito hidraulico que
permitia controlar variaveis, tais como: pressdo, pulsacdo e fluxo. O
resultado foi o surgimento de pequenos aneurismas saculares nos locais
onde havia destruicdo das fibras elasticas e tensdo hemodinamica sobre a
parede arterial enfraquecida [32]. Portanto, da mesma forma que o modelo
elastase-induzido, os mecanismos inflamatérios e hemodinamicos dos
aneurismas papaina-induzidos precisam de mais esclarecimentos.

Quanto a dose de papaina e de elastase, sua escolha foi empirica. Ao
tentarmos injetar essas substancias verificamos que as artérias carotidas
comuns dos coelhos n&do suportavam mais que 0,2ml de suspenséo
enzimatica, de sorte que a injecdo desse volume provocava grande tenséo
nas paredes arteriais. Entdo, preferimos ndo ultrapassar esse limite, pois a
injecdo de volumes maiores poderia romper a artéria com perda do
experimento. Apesar dos volumes injetados serem iguais em ambos 0s

grupos, a quantidade de unidades de enzima foi diferente, de maneira que o
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volume de 0,2ml de papaina, ou seja, 1mg, continha 17 - 40U de enzima e o
volume de 0,2ml de elastase, ou seja, 1mg, continha 6 - 8U de enzima.
Apesar dessa diferenca, acreditamos que ela ndo tenha interferido de
maneira importante nos resultados macroscopicos e histologicos pois,
embora o grupo papaina tenha apresentado maior dilatacao arterial, maior
inflamac&o, maior lesdo endotelial e maior trombose do que o grupo
elastase, acreditamos que isto tenha ocorrido mais em funcdo da acéo
intrinseca da papaina do que o seu maior numero de unidades de enzima
em relacdo a elastase. Isto porque, embora 1 mg de papaina contenha 17-
40U de enzima e 1 mg de elastase contenha 6-8U de enzima, essa diferenca
foi compensada pela alta poténcia da elastase, cuja capacidade elastolitica €
cinco vezes maior que a papaina [61]. De qualquer modo, embora a escolha
da dose de papaina tenha sido empirica, ela foi suficiente para enfraquecer
a parede arterial e produzir dilatacdo. Contudo, sdo necessarios novos
estudos para determinar se doses maiores de papaina sdo capazes de
induzir a formacéo de aneurismas maiores.

Além disso, um fato interessante em nosso estudo foi quanto a dose
elastase. A literatura refere a criacdo de aneurismas saculares com doses de
elastase variando entre 20U e 100U [34, 38]. No nosso estudo, o uso de 6 -
8U dessa enzima também foi capaz formar aneurismas, embora seu
diametro médio (3,0 + 0,3mm) fosse menor do que os diametros
apresentados em outros trabalhos com aneurismas elastase-induzidos, tais
como: Ding (3,7 = 0,7mm) [43], Onizuka (4,2 = 1,2mm) [44] e Hoh (5,9 +

1,9mm) [34].
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7 Conclusodes

1 - A injecdo intra-arterial de papaina foi capaz de formar aneurismas
saculares em todos os animais.

2 - Os aneurismas papaina-induzidos apresentaram maior tendéncia a
dilatacdo do que os aneurismas elastase-induzidos.

3 - A papaina provocou maior tendéncia a destruicdo das fibras elasticas do
que a elastase.

4 - A papaina ndo provocou maior espessamento parietal do que a elastase.
5 - A papaina provocou maior destruicdo endotelial do que a elastase.

6 - A papaina provocou maior trombose do que a elastase.

7 - A papaina provocou maior inflamacéo parietal do que a elastase.

8 - N&o foi possivel determinar se a papaina provocou maior fibrose intimal

do que a elastase.
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8- Anexos

Anexo A - Dados Grupo Controle/Ficha Operatéria

1- Anestesia

2,80 kg/Macho

2,30 kg/Macho

1,90/Fémea

1.1-Inicio/Término
(horas)

8:15h 11:00 h

9;50h |11:00 h

11:20 h 13:00h

2-Tipo de
Anestesia/Dose (ml)

2.1- Cetamina

2.2-Xilazina

2.3-Cetoprofeno

2.4-Enrofloxacina

2.5-Heparina

2.6-Reaplicacdo de
Cetamina/Xilazina

3-Cirurgia

3.1-Inicio/Término
(horas)

8:30 h

10:00 h

11:30 h

3.2-Complicacbes
Peroperatdrias

3.3-Recuperacéo
Anestésica

Normal

Normal

Normal
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Anexo B - Dados Grupo Controle/Ficha Pos-operatoria

1-Sinais de Dor ou 2,80 2,30 1,90/Fémea
Estresse kg/Macho | kg/Macho

1.1-Dose 0,8 ml 0,7 ml 0,6 ml
Cetoprofeno (ml)
1.2-Enrofloxacina 0, 8ml 0,7 ml 0,6 ml
(ml)
1.3-Complicagéo - N&ao - Nédo | - N&o
P&s-operatoéria
1.4-Saida de Pus - Nao - Nao | - N&o
pelo Local de
Incisdo
1.5-Sinais de - Nao - Néao - Néao
Hemorragia
1.6-Déficit - N&o - N&o - Né&o
Neuroldgico
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Anexo C - Dados Grupo Elastase/Ficha Operatoria

1- Anestesia

1,90 kg/Fémea

2,30 kg/Macho

2,20 kg/Macho

2,00 kg/Fémea

1,90/Macho

2,60 kg/Fémea

77

2,20 kg/Macho

1.1-Inicio/Término (horas) 8:30h [10:00h  [10:00 11:30h | 9:00h | 11:00 9:00h | 10:30 10:30 | 12:00 | 9:30h | 12:30 12:00 | 15;40

h h h h h h h h
2-Tipo de Anestesia/Dose (ml)

2.1- Cetamina 1,9ml 2,3ml 2,2ml 2,0ml 1,9ml 26 ml 2,2 mi

2.2-Xilazina 1,9 ml 2,3ml 2,2ml 2,0ml 1,9ml 26 ml 2,2 mi

2.3-Cetoprofeno 0,6 ml 0,7 mi 0,7 mi 0,6 ml 0,6 mi 7,5 ml 6,5 ml

2.4-Enrofloxacina 0,6 ml 0,7 ml 0,7 ml 0,6 ml 06m | 7,5 mi 6,5 ml

2.5-Heparina - - - - - Sim -

2.6-Reaplicacdo de - N&o - N&o - N&o - N&ao - N&o - N&o - N&o

Cetamina/Xilazina

3-Cirurgia

3.1-Inicio/Término (horas) 8:35h |9:30h 10:10 11:00h | 9:10h | 10:00 9:10 h | 10:10 10:40 | 11:30 | 10:00 | 10:40 | 12:10 | 13:00
h h h h h h h h h

3.2-Complicagbes Peroperatdrias - N&o - Néo - N&o S im - - N&o - N&o - N&o

3.3-Recuperacdo Anestésica Normal Normal Normal Nor mal Normal Normal Normal
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Anexo D- Dados Grupo Elastase/Ficha Pds-operatoria
1-Sinais de Dor ou Estresse 1,90 kg/Fémea | 2,30 kg/Macho 2,20 2,00 1,90/Macho 2,60 2,20
kg/Macho kg/Fémea kg/Fémea kg/Macho

1.1-Dose Cetoprofeno (ml) 0,6 mi 0, 7ml 0,7 mi 0,6 ml 0,6 ml 0,5 ml/0,5 ml 6,5 ml
1.2-Enrofloxacina (ml) 0,6 ml 0,7 ml 0,7 mi 0,6 ml 0,6 ml 0,5 ml/0,5 ml 6,5 ml
1.3-Complicacéo Pos- - N&o - N&o - N&o - N&o - N&o - N&o - N&o
operatoria
1.4-Saida de Pus pelo Local - N&ao - N&o - N&o - N&o - N&o - N&o - N&o
de Incisdo
1.5-Sinais de Hemorragia - N&o - N&o N&o N&o N&o - N&o - N&o
1.6-Déficit Neurologico - N&o - N&o N&o N&o N&o - N&ao - N&o
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Anexo E - Dados Grupo Papaina/Ficha Operatéria
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Animal 01/Dose Animal 02/Dose Animal Animal 04/Dose Animal 05/Dose Animal 06Dose Animal 07/Dose Animal 08/Dose
papina papaina 03/Dose papaina papaina papaina 06/Dose papaina papaina papaina
0,2 (ml) 0,2 (ml) 0,2 (ml) 0,2 (ml) 0,2 (ml) 0,2 (ml) 0,2 (ml) 0,2 (ml)

1- Anestesia 2,20 kg/Macho 2,30 kg/Fémea 2,90 kg/Fémea 2,00 kg/Macho 2,10 kg/Macho 2,10 kg/Macho 2,20 kg/Macho 2,10 kg/Macho
1.1- 8:30 h 11:30h |[10:40h [12:30h |16:30h | 18:30h [11:.0 Oh | 12:30h | 830h |12:00h |10:15h (12:.00h [9:00h {1 1:00h | 10:30h |12:00 h
Inicio/Término
(horas)
2-Tipo de
Anestesia/Dose
(ml)

2.1- Cetamina 2,2mi 2,3ml 29 ml 2,0 mi 2,1ml 2, 1ml 2,2 mi 2,1 mi

2.2-Xilazina 2,2mi 2,3ml 29 ml 2,0 mi 2,1ml 21 mi 2,2 mi 2,1 mi
2.3-Cetoprofeno 0,7 mi 0,7 ml 0,8 mi 0,6 mi 0,6 ml 0,6 ml 6,6 ml 0,6 mi
2.4-Enrofloxacina 0,7 ml 0,7 ml 0,8 ml 0,6 ml 06m | 0,6 ml 6,6 ml 0,6 ml

2.5-Heparina - - - - - - - -

2.6-Reaplicacéo Sim - - Nao - Nao - Nao - Nao - Nao - N&o - N&o

de

Cetamina/Xilazina

3-Cirurgia

3.1- 8:35h 9:30h |10:45h [12:00h |16:40h 17:30 h 11:10 h | 12:00h 8:40h 9:40h |10:20h |[11:00h |9:10h 10:0 Oh | 10:40h | 11:30 h
Inicio/Término

(horas)

3.2-Complicagfes - N&o - Né&o - Nao Sim - - Nao - N&o - Né&o - Né&o
Peroperatérias

3.3-Recuperacéo Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal No rmal

Anestésica
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Anexo F - Dados Grupo Papaina/Ficha Pés-operatéria
1-Sinais de Dor 2,20 kg/Macho | 2,30 kg/Fémea 2,90 kg/Fémea 2,00 kg/Macho | 2,10 kg/Macho | 2,10 kg/Macho | 2,20 kg/Macho 2,10
ou Estresse kg/Macho
1.1-Dose 0,7 ml 0,7 ml 0,8 ml 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 6,6 mi 0, 6ml
Cetoprofeno
(ml)
1.2- 0,7 ml 0,7 ml 0,8 ml 0,6 ml 0,6 ml 0,6 ml 6,6 mi 0, 6ml
Enrofloxacina
(ml)
1.3- - N&o - N&o - N&o - N&o - N&o - N&o - N&o - N&o
Complicagéo
P6s-operatoria
1.4-Saida de - Né&o - N&o - N&o - N&o - N&ao - N&o - Néo - N&o
Pus pelo Local
de Incisado
1.5-Sinais de - N&ao - Nao - Néao - Nao - Néao - Néao - N&ao - Néao
Hemorragia
1.6-Déficit - Né&o - N&o - Néao - N&o - N&o - N&o - N&o - Né&o
Neuroldgico
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