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RESUMO



Alteragbes histologicas precoces causadas por enterocolite necrosante ja foram
exaustivamente estudadas em modelos animais. No entanto, poucas informacSes sobre os

efeitos tardios da doenga sobre a motilidade intestinal podem ser encontradas na literatura

atual.

No presente estudo, trinta e dois ratos Wistar machos recém-desmamados pesando entre 58
e 103 gramas foram distribuidos ao acaso em quatro grupos: Controle (nfo operados),
Sham (laparotomia), Isquemia por 30 minutos (laparotomia e isquemia da artéria
mesentérica superior por 30 minutos) ¢ Isquemia por 45 minutos (laparotomia e isquemia
da artéria mesentérica superior por 45 minutos). A motilidade intestinal no periodo
pos-operatdrio foi medida indiretamente através da medida do peso seco do total de fezes
obtidas em 24 horas nos 3°, 7°, 14° e 21° dias apéds a cirurgia. Segmentos de duodeno,
jejuno e ileo foram examinados & microscopia de luz para observacdio de alteragdes

ocorridas nos plexos mioentéricos.

Trés semanas ap0és a isquemia, os neurnios dos plexos mioentéricos apresentaram
vacuolizagio citoplasmatica, e seus nicleos apresentaram irregularidade no contorno e
sinais degenerativos. Houve mudancas significativas na motilidade intestinal nos animais
submetidos a 45 minutos de isquemia mesentérica, mas essas mudangas nfo provocaram

alteracOes significativas no crescimento final dos animais.

Os resultados sugerem que o processe de isquermnia-reperfusfio intestinal causa danos aocs
neurdnios dos plexos mioentéricos. Nas condi¢Bes referidas no presente estudo, essas
mudancas foram suficientes para induzir alteragGes na motilidade, mas isso nfo afetou a

funcfo intestinal
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ABSTRACT



Background/Purpose: Early histological changes induced by necrotizing enterocolitis have
been extensively studied using animal models. However, iInformation regarding late effects
on intestinal motility are lacking. The aim of this study was to investigate the late effects of
ischemia-reperfusion on myenteric plexus histology and intestinal motility.

Materials and Methods: Thirty-two post-weaning male mice weighing between 58 and
103g were divided randomly into 4 groups: Control (unoperated), Sham(celiotomy), 30 min
Ischemia(celiotomy and superior mesenteric artery ischemia for 30 minutes) and 45 min
Ischemia(celiotomy and superior mesenteric artery ischemia for 45 minutes). Postoperative
intestinal motility was assessed by weighing total fecal output over 24 hours on the 3%, 7%
14™ and 21* day after surgery. Segments of duodenum, jejunum and ileum were examined
at light microscopy for changes in the myenteric plexus.

Results:, At three weeks after ischemia, the myenteric neurons appeared, in light
microscopy, spongy or foamy, containing many vacuoles in their cytoplasm. The neuronal
nucleus became kregular, with degenerative signs. There were significantly changes in
intestinal motility in the animal groups submitted to intestinal ischemia, but these changes
did not affect the animal overall growth.

Conclusions: The results suggest that intestinal ischemia-reperfusion causes late neuronal
damage. Within the conditions of the present study, these changes were sufficient to induce
alterations in intestinal motility, but this did not affect mtestinal function.
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Com os avancos ocorridos nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatais nas
ultimas décadas, bebés prematuros de baixo e muito baixo peso passaram a ter melhor
prognostico, € com isso, varias patologias comecaram a surgir € ter maior prevaléncia, em
decorréncia da prematuridade. Entre essas doencas, a enterocolite necrosante tornou-se
causa significante de morbi-mortalidade. Hoje em dia, apenas a suspeita clinica de
enterocolite necrosante ja significa o inicio imediato de investigacbes laboratoriais e
radiologicas para o esclarecimento e instalacio de terapia adequada ao recém-nascido, a
qual consiste basicamente na instituiciio de antibioticoterapia, pausa alimentar, sonda para
descompressdo gastrica, reposigdo hidroeletrolitica, drogas vasoativas, e nutrigio
parenteral. ALBANESE & ROWE (1998) em um capftulo especifico dedicado & patologia
da enterocolite necrosante descrevem-na como “a emergéncia cirirgica mais comum em
recém-nascidos, (...) com taxa de mortalidade que supera em muito qualquer outra
patologia cirtirgica gastrointestinal em Cirurgia Pediétrica.” No mesmo capitulo, descrevem
as complicacdes que podem acontecer apds a ocorréncia da doenca. Entre. as complicagdes
mais comuns$ encontram-se as estenoses intestinais, onde as dreas intestinais que foram
acometidas na fase aguda da doenga evoluem com fibrose ¢ diminuicdio da luz, causando
obstruciio completa ou parcial do tripsito intestinal. Outra complicacdo descrita é a
sindrome da ma-absorcdo intestinal ou sindrome do intestino curto, que pode advir de
vérios fatores como, por exemplo, a diminuicio do comprimento intestinal (resseccdo
cirargica), deplec@o enzimdtica (normalmente deficiéncia de lactase), hipermotilidade
intestinal, hipersecre¢iio géstrica, supercrescimento bacteriano, diminuicdo do tempo de _
trénsito intestinal e deficiéncia de vitamina B12 e sais biliares (quando existe ressecgéio de
fleo terminal). O uso prolongado de putricBo parenteral total pode ocasiomar outra
complicacdio freqliente nos recém-nascidos com enterocolite necrosante, a doenca
colestatica, que € caracterizada por aumento sérico da bilirrubina direta, hepatomegalia e

niveis elevados de aminotransferases.

POKORNY et al. {1986} relataram uma incidéncia de enterocolite necrosante
entre nascidos vivos de 3:1000, sendo que entre 0s recém-nascidos de baixo peso esta
incidéncia subiu para 30:1000. Desses pacientes, 31% necessitaram tratamento cirargico

durante a fase aguda da doenca, ¢ 11% dos pacientes tratados clinicamente também
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necessitaram cirurgia mais tardiamente, devido a seqiielas tardias {estenoses). Este estudo,

porém, nfo se debruga sobre os achados andtomo-patologicos.

JANIK et al. (1981) descrevem que entre 175 pacientes tratados clinicamente
para enterocolite necrosante, vinte evoluiram com estenose entre 1 a 20 meses apés a fase
aguda da doenga. Sete dessas obstrugdes apresentaram-se no intestino delgado, ¢ dezenove
delas no colon. Os segmentos estenoticos ressecados foram submetidos & analise
microscopica, que revelou varios estigios de cicatrizagfio, desde inflamacdo aguda até
fibrose densa, principalmente na camada submucosa. Os autores relatam a presenga de
células ganglionares nas amostras examinadas, sem, no entanto, descrever as suas

condicdes.

Um dos problemas que se colocam em relagio & enterocolite necrosante € se o

desenvolvimento péndero-estatural pés-enterocolite € prejudicado a longo prazo.

Neste sentido, ABBASI et al. (1984) compararam dois grupos de criancas com
idade pés-conceptual de um ano, em estudo longitudinal. O primeiro grupo, composto por
22 criangas que sobreviveram ao processo de enterocolite necrosante, foi diagnosticado
através de critérios clinicos de disfuncfio gastrointestinal acompanhados de um ou mais
sinais radiologicos (pneumatose intestinal, presenga de gas portal, pneumoperitoneo, € alcas
intestinais dilatadas fixas). Neste grapo, além do tratamento clinico com antibioticoterapia,
descompressio gastrica com sonda e nufricBo parenteral, quatro pacientes necessitaram
procedimento cirirgico como parte do tratamento. Apés alta hospitalar, os pacientes
retornaram para consulta a cada trés meses, quando foram reavaliados quanto  aceitacdo
alimentar, intercorréncias clinicas, e exames fisico e neurolégico. O segundo grupo
consistiu de criangas nascidas no mesmo periodo, com pesos, idade gestacional e escore
Apgar de 1 ¢ 5 minutos similares aos do primeiro grupo, mas que ndio apresentaram
enterocolite necrosante. Na idade pds-conceptual de um ano, todas foram submetidas a
exames fisicos ¢ laboratoriais especificos para avaliacdo de crescimento, estado nutricional,
e funcHo gastrointestinal nfo tendo sido encontrada nenhuma diferenga significativa entre
os dois grupos de pacientes. De forma semelhante, YU et al. {(1984) realizaram uma
correlagiio entre pacientes mascidos com muito baixo peso que tiveram enterocolite com

outros sem a doenga que nasceram no mesmo periodo. De 41 sobreviventes 3 enterocolite
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necrosante, seis (15%) mostravam algum grau de deficiéncia aos dois anos de idade,
corrigidos para prematuridade, comparados a 48 (20%) de 241 sobreviventes de muito
baixo peso que ndo tiveram enterocolite. Ndo houve nenhuma evidéncia de disfuncio

gastrointestinal entre os grupos, apesar de algumas criangas (15%) permanecerem abaixo
do percentil 10 tanto para peso quanto para altura.

LADD et al. (1998) avaliaram retrospectivamente criangas sobreviventes a
enterocolite necrosante que foram submetidas a tratamento cirtirgico ¢ compararam, a longo
prazo, fatores que poderiam afetar seu crescimento. Assim, as taxas de mortalidade
variaram inversamente com a idade gestacional e 0 peso ao nascimento. A resseccio da
valvula ileocecal ndo influenciou no progndstico e a maior extensio de alcas intestinais
ressecadas levou a maior necessidade de nutricio parenteral, mas nio influencion no

- crescimento a longo prazo.

Em estudo realizado em 1990, RICKETTS & JERLES descrevem pacientes
operados por enterocolite necrosante, ¢ a taxa de sobrevivéncia para criangas com peso
mepor ou igual a 1.000g observada foi 54%, 74% para pacientes com peso entre 1.001g e
1.500g, € 79% no grupo maior que 1.500g. No seguimento a longo prazo, a fungdo
~ gastrointestinal mostrou-se normal em 74% dos pacientes, ¢ em apenas 8% houveram
disfungdes mais significativas, que influenciaram no ganho ponderal destes pacientes. De
modo semelhante, WALSH et al. (1989) compararam pacientes nascidos com muito baixo
peso que desenvolveram enterocolite necrosante com outros que nio tiveram a doenca.
Quarenta criangas (48%5) sobreviveram até 20 meses de idade pés-conceptual, e de 36 deles
foram obtidas informacSes completas para avaliacdo de seu desenvolvimento. Os
sobreviventes foram subdivididos em quatro grupos de acordo com critérios de gravidade
propostos por BELL (1973). Assim, 13 tinham enterocolite necrosante branda
(estagio I de Bell) e 23 tinham doenca grave (estagio III de Bell). Esses 36 sobreviventes
foram comparados com outros 766 recém-nascidos de muito baixo peso sem enterocolite
necrosante €, comparados com os pacientes de estdgio II aos 20 meses, as criancas com
estagio III tiveram valores subnormais de peso corporal mais evidentes (39% X 15%) além

de medidas de circunferéncia craniana também subnormais e mais evidentes (30% X 0%).

Introdacio
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Devido a importincia clinica desta entidade e 4 sua alta morbi-mortalidade
varios modelos experimentais tém sido utilizados para abordar aspectos da fisiopatologia da
enterocolite necrosante. No entanto, poucos estudos avaliam as alteracBes, provocadas a
longo prazo, pelo processo de isquemia-reperfusdo intestinal, na motilidade, nos plexos
mioentéricos ¢ nas fibras nervosas parassimpaticas da limina prépria e muscularis

mucosde.

A relacio entre o fluxo sangiiineo da artéria mesentérica superior e a atividade
elétrica do segmento intestinal correspondente foi estudada por FIORAMONTI & BENO
(1984) através de medidas simultidneas obtidas em ces conscientes. As informacdes foram
obtidas a partir de sensor para medir fluxo eletromagnético e eletrodos transparietais
previamente instalados cirurgicamente. O monitoramento continuo foi realizado durante 24
horas, ¢ 0s animais foram alimentados uma vez ao dia. Observaram que o fluxo sangiiineo
jejunal aumentou apds a refeicfio e diminuiu progressivamente no penodo pos-prandial
(7-12 hs) e entdo apresentou variagdes ciclicas associadas com a ocorréncia de complexos
migratorios mioelétricos nas outras 6 — 10 horas. O fluxo sangiiineo ileal aumentou e
manteve-se alto ¢ constante durante o periodo pds-prandial, e exibiu variagSes ciclicas
associadas aos complexos migratérios mioelétricos mesmo quando o cdo foi submetido a
jejum durante 48 horas. As variagdes ciclicas no fluxo sangiiineo foram eliminadas quando
¢ conteiido intestinal foi drenado com sonda cirurgicamente instalada proximalmente ao
segmento estudado. Assim, concluiram que no cio consciente o perfil do fluxo sangiiineo
¢std associado ao perfil motor do mesmo segmento intestinal. Essa associagio ¢ relacionada

a presenca de contetido digestive, provavelmente nutrientes no jejuno e bile no fleo.

O’DONNELL et al (1997) estudaram o efeito do processo de isquemia-
reperfusiio na mucosa intestinal de ratos e para isso estabeleceram quatro grupos de estudo,
I — Laparotomia de 180 minutos, II - isquemia de 60 minutos e reperfusio de 120 minutos,
1II ~ mesma manobra, mas mantendo fluxo intraluminal de perfluorocarbono durante o
periodo de isquemia ¢ IV — Processo de isquemia-reperfusio, mamtendo fluxo intraluminal
de perfluorocarbono durante o periodo de reperfusfio. Os autores observaram que o fluxo
continuo com perfluorocarbono durante ¢ periodo de isquemia ou todo o periodo de

isquemia-reperfusdo protege a integridade da mucosa intestinal, mas se realizado durante o
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periodo de reperfusio, piora a lesfio tecidual. Assim, os autores sugerem que a perfusio
intestinal com perfluorocarbono poderia ser utilizada como nova modalidade de tratamento

em pacientes portadores de isquemia intestinal.

No nosso meio, SBRAGIA NETO (1996) desenvolveu modelo experimental
para estudo das lesdes teciduais no processo de isquemia-reperfusio no intestino de ratos.
Para isso, clampeou a art€ria mesentérica superior, por diferentes periodos e colheu
biopsias em tempos e locais padronizados, para medidas morfométricas do epitélio
intestinal, avaliacdo da quantidade de neutrofilos na lAmina propria e determinacio
quantitativa de dois marcadores bioquimicos teciduais, o &cido gama aminobutirico ¢ a
ortofosfoserina, por meio de cromatografia. O autor concluiu que a intensidade da lesdo
isquémica € proporcional ao tempo de isquemia e é sempre menor que a observada durante
a reperfusdo tecidual; a quantidade de neutrdfilos na 1dmina prépria também ¢ proporcional
ac tempo de isquemia € € maior durante ¢ periodo de reperfusio; os teores de acido gama
aminobutirico ¢ ortofosfoserina aumentam na reperfusio, principalmente aos 10 e 15

minutos em relac@o aos encontrados aos 20 e 60 minutos de isquemia, respectivamente.

HEBRA et al. (1993) estudaram pela primeira vez os efeitos da hipoperfusio
nos complexos migratdrios mioelétricos em filhotes de porcos. Para tanto instalaram nos
animais eletrodos jejunais, sondas para medir fluxo mesentérico e um cateter pericardico.
Assim, realizaram tamponamento cardiaco, diminuindo em 75% o fluxo da ariéria
mesentérica superior durante cinco horas, e monitorizaram o ciclo de complexos
migratérios mioelétricos contimamente durante isquemia ¢ reperfusfic. Dwrante o periodo
de isquemia, ¢ tempo de ciclo dos complexos migratérios mioelétricos aumentou de 67 para
98 minutos, e a velocidade de propagacio do complexos migratdrios micelétricos cafu de
10 para 4 co/minuto. Na fase de reperfusfio, tanto o tempo de ciclo dos complexos
migratérios mioelétricos como a velocidade de propagagio dos complexos migratérios
mioelétricos néio diferiram das medidas basais. A conclusiio dos autores é que a mudanca
demonstrada pode estar relacionada com o supercrescimento e translocacfio bacteriana
durante os periodos de baixa perfusio intestinal.

Em 1994, HEBRA et al. utilizaram o mesmo modelo experimental para testar a
hipotese de que complexos migratérios mioelétricos disfuncionais induzidos pelo processo

de isquemia e reperfusfio intestinal estariam associados com a ocorréncia de translocagiio
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bacteriana. Para isso submeteram filhotes de porco 4 isquemia mesentérica nio-ochisiva
através de tamponamento cardiaco reversivel durante 300 minutos. Culturas de linfonodos
obtidas 14 horas ap6s a reperfusfio mostraram-se positivas para Escherichia coli efou
Kiebsiella pneumoniae nos animais submetidos ao processo de isquemia e reperfusfo
mtestinal, sendo negativas para o grupo Sham. Observaram também taxa de 17% de
translocacgio bacteriana para 6rgdos solidos € um terco dos animais tiveram bacteremia no
grupo submetido ao processo de isquemia e reperfusdo intestinal. Como se sabe, durante o
processo de isquemia e reperfusio intestinal ocorre alteracio da motilidade intestinal, e os
autores sugerem que este seja o principal fator no desencadeamento da translocacgfio
bacteriana. Estes resultados parecem estar de acordo com os achados de VANTRAPPEN
et al., (1977).

Estudos mais recentes, provavelmente preocupados com as seqgiiclas funcionais
da enterocolite necrosante, vém-se debrucando sobre as alteragdes de motilidade intestinal

que ocorrem entre os sobreviventes dessa entidade.

PIAQ et al. (1999) realizaram isquemia ileal segmentar por periodo de 4 horas ¢
demonstraram, quatro semanas ap0s o procedimento, alteracBes macroscopicas na area
submetida a isquemia (estenose) com dilatagio a montante (4rea nfo isquemiada), como se
observa na Doenga de Hirschsprung. Além disso, demonstraram com microscopia 6ptica e
 eletrénica realizadas trés semanas apés a isquemia mesentérica, alteracbes em neurdnios
dos plexos mioentéricos que apresentaram-se com muitos vaciiolos em seu citoplasma. Na
microscopia realizada apos 4 semanas do evento isquémico, ¢ citoplasma neuronal e os
feixes nervosos haviam se desintegrado para formar espacos vazios nos plexos
mioentéricos. Os nicleos dos neurbnios dos plexos mioentéricos lesados pela isquemia ndo
apresentaram sinais imunohistoquimicos de atividade de transcrigio do DNA. A
microscopia eletrénicé, o citoplasma neuronal jé revelava sinais degenerativos apenas 1
semana apos o processo isquémico: reticulo endoplasmatico distendido e mitocOndrias
edemaciadas com cristas fragmentadas. As fibras nervosas também mostravam destruicdo
mitocondrial ¢ mudancas degenerativas nos sitios pés-sinapticos. Os resuitados sugerem

que o processo isquémico intestinal provoca mortie celular tardia.
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Baseados no fato de que o oxido nitrico participa na regulacdio das contracdes
da musculatura lisa intestinal via neurbnios n#o-adrenérgicos ndio-colinérgicos
(ALEMAYEHU et al. 1994), TAKAHASHI et al. (2001) realizaram um estudo para
investigacdo das alteragdes da motilidade intestinal em ratos, implantando
microtransdutores na serosa do duodeno e jejuno e observando os efeitos de processo de
isquemia e reperfusfo intestinal a curto prazo, em animais com e sem pré-tratamento com
NG-nitro-L-arginina metil Ester (L-NAME), um inibidor da enzima 6xido nitrico sintetase.
Estes autores observaram alteracdes na motilidade intestinal durante e apés a isquemia

intestinal, as quais nfio ocorreram nos animais que receberam L-NAME.

Enquanto os efeitos da isquemia intestinal transitdria sobre a mucosa tém sido
bem investigados, menos se sabe sobre seus efeitos na fun¢io motora intestinal
HAKGUDER et al. (2002) realizaram investigagio da motilidade e microcirculagio
intestinal através de estudo experimental desenvolvido em ratos Wistar. Assim distribuiram
os animais em quatro grupos: 1- Controle; 2- Grupo Sham; 3- Animais submetidos &
isquemia da artéria mesentérica superior por 10 mimutos; € 4- Animais submetidos 2
isquemia da artéria mesentérica superior por 10 minutos com pré-tratamento com
alopurinol. O tempo de trinsito intestinal foi aferido através de exames radioldgicos
seriados obtidos com Raios-X apds injegfo intragistrica de sulfato de Bario. A
microcirculagio muscular intestinal foi avaliada determinando-se o niimero de microvasos
perfundidos com carbono marcado. Assim, ficou demonstrado gue o processo de isquemia
e reperfusfio mtestinal prolonga o tempo de trénsito intestinal e diminui a microcirculacio
intestinal significativamente (P < (.01). O pré-tratamento com alopurinol evitou a alteragiio
do tempo de irinsito intestinal ¢ manteve o mimero de microvasos perfundidos com
carbono marcado semethante ao dos animais do grupo Sham. Concluindo, os efeitos de
processo de isquemia-reperfuséo apés clampeamento da artéria mesentérica superior por 10
minutos sobre a motilidade intestinal podem ser quase neutralizados por pré-tratamento

com alopurinol, que atuaria como droga inibidora de radicais superoxidos.

Os efertos da enterocolite necrosante sobre o sistema nervosc entérico foram
estudados por WEDEL et al. (1998) através de procedimentos imuno-histoquimicos

utilizando anticorpos para protefnas neuronais e gliais. Assim, fragmentos de flec e célon
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afetados por enterocolite necrosante na fase aguda foram ressecados e seus plexos
ganglionares mioentéricos examinados. Esses estudos revelaram que ocorria uma grande
reducio das células gliais concomitante com a gradual deterioracfio das células nervosas,
ambos predominando na face antimesentérica da circunferéncia imtestinal, onde as lesGes
isquémicas tendem a aparecer primeiro. Os efeitos deletérios mais intensos foram
observados nos plexos submucosos internos, dependentes da profundidade da lesdio da
mucosa. Os plexos destruidos apareceram como “cestos vazios”. Levando-se em conta a
anatomia do suprimento vascular intestinal, a topografia caracteristica das lesGes
neuropatologicas encontradas oferece suporte para investigacdes de eventos isquémicos
dentro de uma gama de diferentes fatores patogénicos que podem culminar com
enterocolite necrosante. As alteragdes dos plexos mioentéricos demonstradas pelos autores,
¢ seu potencial efeito adverso sobre a motilidade intestinal e interagdes neuroimunolégicas,

contribuem para a complexa patogénese da enterocolite necrosante.

Observacgoes obtidas na prética clinica tém confirmado a préseﬁga de alteragSes
nos plexos intestinais de criancas que receberam estomias durante o tratamento de um
episodio de enterocolite pecrosante. No entanto, os dados da literatura nfio tém sido

suficientes para elucidar a importancia clinica dessas alteracdes.

O presente estudo visa investigar as alteragfes histoldgicas que ocorrem a curto
e médio prazo em animais submetidos a processo de isquemia e reperfusio intestinal,
comrelacionando-as com eventuais alteracGes do transito intestinal e suas repercussdes no

seu desenvolvimento pdndero-estatural.

Introducis
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2-OBJETIVOS



O presente estudo visa:

1. Estudar o efeito tardio da isquemia intestinal sobre os aspectos histologicos
dos plexos mioentéricos em ratos submetidos a isquemia e reperfusio da artéria

mesentérica superior.

2. Estudar o efeito precoce e tardio da isquemia e reperfusio da artéria
mesentérica superior no trinsito intestinal de ratos jovens e sua repercussio no

desenvolvimento ponderal dos animais.

Ohjetivos
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3 - MATERIAIS E METODOS
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3.1 - ESCOLHA DO MODELO EXPERIMENTAL
A escolha de ratos Wistar para a realizagfo deste estudo teve por objetivos:

. Facilitar a obtengdo de animais logo apés o desmame com pesos

corporais parecidos.
® Facilitar o procedimento anestésico e controle durante o transoperatorio.

» Permitir a observacio dos animais por periodo de até 21 dias no periodo
pos-operatorio, em virtude da sua resisténcia & agressdo cirtrgica e poder

manté-ios isolados em gaiolas metabdlicas.

3.2 - COMPOSICAO DOS GRUPOS E CRONOGRAMA DOS PROCEDIMENTOS

Foram utilizados 66 ratos Wistar machos, com 20 dias de vida

(logo apés o desmame}, com peso variando entre 46,2 ¢ 114,9 g (média = 75,6g).

Os ammais nasceram no Biotéric Central da Universidade Estadual de
Campinas, onde permaneceram até o desmame, no 20° dia de vida. Em seguida, foram
transferidos ao Biotério do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da Universidade
Estadual de Campinas, onde foram mantidos em gaiolas metabélicas durante 4 dias, para

ambientalizacdo.

Os animais que sobreviveram até o 21° dia p6s-operatério foram submetidos

a0s seguintes procedimentos:

- GRUPO CONTROLE: Constituido por animais submetidos & pesagem no
dia inicial ¢ mantidos em gaiolas metabélicas para controle de peso corporal

e fecal de 24 horas nos 3°, 7°, 14° e 21° dias apés o inicio do experimento.

- GRUPQO SHAM: Constituido por animais submetidos & pesagem, anestesia
geral, laparotomia e manuseio da artéria mesentérica superior, ¢ fechamento
da cavidade abdominal apés 45 minutos. Depois disso, os animais foram
mantidos em gaiolas metabélicas para controle de peso corporal e fecal de

24 horas nos 3°, 7°, 14° e 21° dias p6s-operatérios.

Materinis ¢ Métodos
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- GRUPO ISQUEMIA 30 MINUTOS: Constituido por animais submetidos
a pesagem, anestesia geral, laparotomia e clampeamento da artéria
mesentérica superior durante 30 minutos, e fechamento da cavidade
abdominal apos esse procedimento. Depois disso, os animais foram mantidos
em gaiolas metabolicas para controle de peso corporal e fecal de 24 horas

nos 3°, 7°, 14° ¢ 21° dias p6s-operatorios.

- GRUPO ISQUEMIA 45 MINUTOS: Constituido por animais submetidos
a pesagem, anestesia geral, laparotomia e clampeamento da artéria
mesentérica superior durante 45 minutos, e fechmpento da cavidade
abdominal apés esse procedimento. Depois disso, os animais foram mantidos
em gaiolas metaboélicas para controle de peso corporal e fecal de 24 horas

nos 3°, 7%, 14° e 21° dias pds-operatérios.

- GRUPO ISQUEMIA 60 MINUTOS: Constituido por animais submetidos
a pesagem, anestesia geral, laparotomia e clampeéménto da artéria
mesentérica superior durante 60 minutos, e fechamento da cavidade
abdominal ap6s esse procedimento. Depois disso, o animal sobrevivente foi
mantido em gaiola metabolica para controle de peso corporal e fecal de 24
horas nos 3°, 7°, 14° e 21° dias pds-operatérios.
Dos animais sobreviventes foram forﬁxadés quatro grupos, controle, sham,
isquemia 30 minutos e isquemia 45 minutos, com oito animais cada (n = 8), tendo-se
desconsiderado, para efeito de anilise estatistica o grupo de isquemia 60 minutos, do qual

apenas um animal dentre 26 submetidos 4 cirurgia sobreviveu.

3.3 - PADRONIZACAQ DOS PROCEDIMENTOS CIRURGICOS
3.3.1 - Clampeamento da artéria mesentérica superior

Pesagem ¢ identificagio do animal (marcacio nas orelhas), seguidas de
aplicagdo intraperitoneal de anestésico. As drogas utilizadas foram Xilasina (0,1 mg/Kg) e
Quetamina (7.5 mg/Kg) segundo FLECKNELL (1987), que foram complementadas com

gotas na cavidade peritoneal quando ocorria superficializaciio anestésica dos animais.

Materiais £ Métodos
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b)

d)

g

h)

Imobilizagdo do animal em decibito dorsal horizontal com abdugio dos
quatro membros, proporcionando exposicio ideal do abdome. Os animais

foram mantidos sobre colchfio elétrico aquecido a 37° Celsius.

Tricotomia do abdome e antissepsia cutdnea, utilizando-se solugdo
alcodlica de polivinil pirrolidona-~iodo a 10%, seguidas de colocagio de

campos estéreis delimitando a regifio abdominal.
Laparotomia mediana xifo-umbilical por planos.

Afastamento das algas intestinais para identificacio e clampeamento
(Figura 1) com micro-clampes vasculares da artéria mesentérica superior
(durante 30, 45 ou 60 minutos, dependendo do grupo do animal). Durante
o tempo de oclusdo arterial, as algas intestinais foram reposicionadas e
cobertas com gaze, que foi irrigada com soro fisiolégio 0.9% morno para

evitar ressecamento e maiores perdas hidricas pelo animal.

Decorrido o tempo de oclusfo, o micro-clampe foi retirado,
observando-se a reperfusdo intestinal imediata, com algumas &reas

sugestivas de sangramento e necrose na luz intestinal (Figura 2).

Sutura do peritdneo parietal, planos musculares e aponeurose do misculo
reto abdominal com pontos continuos de polipropileno 4-0. Sutura da pele

com pontos continuos com mesmo fio.

Espera até o despertar do animal e transferéncia para a gaiola de
recuperacdc anestésica até o dia seguinte, quando os animais foram

restituidos &s gaiolas metabdlicas.

N&o foram utilizadas antibioticoprofilaxia ou analgesia pos-operatéria.

As gaiolas metabolicas utilizadas ficam em ambiente calmo e fotoperiodos

controlados artificialmente (12hs escuro/12hs claro). Além disso, essas gaiolas permitem a

oferta de ragfo e dgua ad libitum, ¢ a coleta de urina e fezes individual dos animais.

Materinis e Métodos
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Figura 2 - Aspecto pos-reperfusio infestinal. As setas

sangramento e necrose intraluminal.
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Os animais foram vistos diariamente, tendo suas gaiolas limpas e renovadas
ofertas de dgua e racfio. Foram pesados, e tiveram suas fezes de 24 horas coletadas
(deixadas em estufa a 37°C durante 24 horas) e pesadas nos 3°, 7°, 14° e 21° dias
pos-operatorios, para monitoramento de forma indireta do trénsito intestinal, como proposto
por BUSTORFF-SILVA et al. (1999).

A partir do peso, obteve-se a superficie corporal do animal, utilizando-se a
formula proposta por WEIHE (1987):

Superficie corpérea (em?) = [9,1 x peso (g)] *%-

No presente estudo, 0 métedo de avaliaciio do fluxo fecal foi sensibilizado
utilizando-se, para fins estatisticos, o peso das fezes normalizado para a superficie corpérea
dos animais. Esta normalizac8io foi considerada necesséria em vista de o peso inicial dos

animais do grupo controle diferir significativamente dos outros grupos.

3.3.2 - Sacrificio dos animais

a) Pesagem e identificagio do animal canulagfio de veia caudal e injecdio

endovenosa de dose letal de Tiopental.

b) Imobilizagiio do animal em dectibito dorsal horizontal com abdugio dos

quatro membros, proporcionando exposi¢io ideal do abdome.
¢} Laparotomia mediana xifo-umbilical por planos.

d) Mobilizagdo das algas intestinais, realizando clampeamento do piloro com
pinga Kelly e abertura do flec terminal junto 4 vélvula {leo-cecal com
tesoura. Cateterizado duodeno com abocath 16French, irrigando o intestino
com soro fisioclogio 0,9%, até limpeza da luz intestinal, que foi entdo

preenchida com formol.

Materiais e Métodos
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e) Ligados duodeno com polipropileno 3-0 e ileo com fio de algoddo 2-0, para
posterior identificacfio dos cotos. Foi mantida alga levernente distendida com
formol para facilitar o manuseio do material durante a fixacdo e cortes

histolégicos. Ligadura do meso do delgado com tesoura.

f) Mantidas algas em frascos com formol durante 24 horas € depois o material

foi transferido para solugéo de alcool 70%.

3.4 - ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO
3.4.1 - Macroscopia

Teve por finalidade verificar a presenca de dreas de estenose ou de dilatagéio no

segmento intestinal submetido a isquemia.

3.4.2 - Microscopia optica

Foram realizadas seccBes transversas seriadas de Smm, duas do duodeno, duas
do jejuno e duas do ileo terminal. Os fragmentos foram progressivamente desidratados com
solugles de etanol em concentragBes crescentes (70 até 100%), ¢ a seguir incluidos em
historesina e cortados com 2um de espessura para confeccfo de lAminas, que foram coradas

com azul de toluidina ou hematoxilina-floxina.

A andlise microscopica teve por objetivo avaliar os seguintes pardmetros:
presenga de infiltrado inflamatério, 4reas de necrose e os neurdmios dos plexos

mioentéricos.

Blaterizis ¢ Métodos
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3.4.3 - Métodos Estatisticos
3.4.3.1 - Analise de Varidncia (ANOVA) com Tukey

A analise de varidncia, abreviada por ANOVA (“Analysis Of Variance”), é
aplicada quando se deseja comparar os diferentes tratamentos de uma pesquisa,
baseando-se em célculos estatisticos da varidncia. Com base nestes calculos e na utilizago
da distribui¢do “F” de Spedecor, pode-se concluir quando dois ou mais tratamentos diferem
significativamente entre si. O uso da analise de varifincia indica a probabilidade de que a
hipétese nula (Ho) seja verdadeira, ou seja, a probabilidade de que nenhuma diferenca
existe entre quaisquer dos grupos. Se a hipétese Hy for rejeitada, sera o indicio de que ha
diferenca devida aos diferentes tratamentos estabelecidos para cada grupo. Essa analise de
varidncia, portanto, informa somente se hd ou nfio diferenca estatisticamente significativa
entre dois ou mais grupos, mas nfo indica quais os grupos envolvidos. Para identificar os
grupos, deve-se realizar uma comparago entre pares (“pair wise comparison test™), que
compara cada grupo com cada um dos outros. O teste utilizado para esse fim neste trabalho
foi o teste de Tukey.

3.43.2 - Andlise de varidncia bivariada (Twe-way ANOVA) para a

evolucio ponderal

A andlise de varidncia bivariada (Two-way ANOVA), também descrita como
analise de varidncia de dois critérios, fundamenta-se na andlise da varidncia envolvendo
dados classificados segundo dois fatores diferentes, determinando como uma resposta &

afetada pelas duas diferentes categorias de varidveis.

No presente estudo, o método de avaliacio do fluxo fecal foi sensibilizado
utilizando-se, para fins estatisticos, o peso das fezes normalizado para a superficie corpdrea
dos animais. Esta normalizac@io foi considerada necesséria em vista de o peso inicial dos

animais do grupo controle diferir significativamente dos outros grupos.

Muierinis e Blétodos
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4.1 - OBSERVACOES REALIZADAS NO PERIODO POS-OPERATORIO

O poés-operatorio imediato até 16 horas apds o procedimento cirtrgico foi o
periodo mais critico de mortalidade dos animais operados. Assim, do grupo de isquemia de
60 minutos, de 26 ratos operados, 25 morreram (taxa de mortalidade de 96%), enquanto no
grupo de isquemia de 45 minutos, 15 animais foram operados e 8 sobreviveram
(taxa de mortalidade de 47%). Dentre os 8 animais operados no grupo de isquemia de 30
minutos, a mortalidade foi nula, ¢ no grupo Sham, de 9 animais operados, 1 morreu
(taxa de mortalidade de 11%). Foram utilizados 8 animais no grupo Controle que
apresentou mortalidade nula.

4.2 - ANALISE ANATOMO-PATOLOGICA

4.2.1 - Macroscopia

Apesar de terem sido observadas dreas sugestivas de necrose e sangramento
intraluminais logo apds o desclampeamento da artéria mesentérica superior (Figura 2), nio
foram observadas alteracBes macroscOpicas significativas, tais como areas de estenose,

dilatag¢@o ou fibrose nos grupos de isquemia de 45 ¢ 30 minutos logo apds a eutanasia.

4.2.2 - Microscopia optica

Foram analisadas as secgdes transversas seriadas de 5mm, duas do duodeno,
duas do jejuno e duas do ileo terminal tendo-se observado o mesmo padrio de alteracdes

teciduais nas diferentes porgSes do intestino deigado num mesmo grupo de animais.

Nas laminas obtidas a partir dos grupos Controle e Sham foi verificada a

estrutura intestinal padréio, constituida pelas seguintes camadas (Figura 3):

32



I. Mucosa - na qual se encontram os tecidos epiteliais de revestimento do
lamen, formado por células cilindricas com bordadura em escova e células

caliciformes, ¢ a lamina prépria.
II.  Muscular da mucosa — pouco evidente nos animais estudados.

II. Submucosa — camada delgada de tecido conjuntivo moderadamente denso,
rico em vasos sangiiineos e linfaticos. Nessa camada encontram-se os

plexos nervosos de Meissner.

IV. Muscular - camada constituida por musculatura lisa, subdividida em
camada circular interna e camada longitudinal externa. Entre essas duas
subcamadas encontram-se os plexos nervosos mioentéricos ou de Auerbach

(Figuras 4 e 3).

V. Serosa - formada por uma fina camada de tecido conjuntivo frouxo

revestida por mesotélio, pouco evidente nas ldminas observadas.

As alteragGes histoldgicas mais evidentes observadas nos animais submetidos &
isquemia por 30 e 45 minutos concentraram-se em maior ocorréncia de infiltrado
inflamatério na lamina propria, progressivamente mais intenso nos animais submetidos a
maior tempo de isquemia (figuras 6, 7 e §). Também foram constatadas alteractes
citologicas nos neurdnios dos plexos micentéricos, tanto nos de Meissner como nos de
Auerbach.

As alteragSes neuromais consistiram principalmente de progressiva
vacuolizacio citoplasmatica, dando impressdo de um aumento da relagfio citoplasma/micleo
(Figura 9). Os contornos nucleares tornam-se mais irregulares nos animais de isquemia de
30 minutos e passam a ser menos nitidos nos animais de isquemia de 45 minutos. O
nuciéolo, que € bastante evidente nos niicleos dos neurdnios dos plexos miocentéricos dos
animais dos grupos Controle e Sham, sfo progressivamente menores ou apresentam-se

picnoticos a medida que se eleva o tempo de isquemia (Figuras 10 e 11).

Resuliados
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Figura 4 - Fotomicrografia de intestino de animal controle, na qual observam-se as duas
camadas musculares, circular interna (CI) e longitudinal externa (LE). Entre as
duas localizam-se os plexos mioentéricos de Auerbach (A). Na camada
submucosa  observam-se  os  plexos nervosos de  Meissner

{Hematoxilina-Floxina, 400x).

Resultados
35



Figura 5 — Detalhe ampliado da Figura 11 para visualizagio de neurdnios de aspecto
normal (setas).
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Figura 6 —

Fotomicrografia de

intestino de animal controle, na qual observa-se a
integridade de todas as camadas, com discreto infiltrado inflamatério, dentro
dos padiGes da  normalidade

na ldmina  propria  (seta).
(Azul de Toluidina, 200x).
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Figura 7 - Fotomicrografia de intestino de animal submetido a 30 minutos de isquemia, na
qual observa-se a integridade de todas as camadas, ¢ o maior afluxo de células

inflamatorias na ldmina propria (setas). (Azul de Toluidina, 200x%).
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Figura 8 - Fotomicrografia de intestino de animal submetido a 45 minutos de isquemia, na
qual nota-se que apesar da integridade de todas as camadas, ha infiltrado

inflamatério mais intenso na ldmina prépria (setas). (Azul de Toluidina, 200x).
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Figura 9 - Fotomicrografia de intestino de animal submetido a 30 minutos de isquemia,
detalhando neurbnio de plexo mioentérico de Auerbach, cujo citoplasma
encontra-se vacuolizado (seta 1), e niicleo de contornos levemente irregulares

(seta 2). (Azul de Toluidina, 1000x),
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Figura 10 — Neurdnios de plexos nervosos de intestino de rato submetido i isquemia
mesentérica por 45 minutos, onde constatam-se diminuiciio da basofilia
citoplasmatica e aumento do volume do pericério, com perda de definicdo
dos limites nucleares (1) e deslocamento do ntcleo para a periferia do

pericario e vacuolizagdo citoplasmatica (2). (HF 1000X).
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Figura 11 - Neurdnios de plexos nervosos de intestino de rato submetido 3 isquemia
mesentérica por 45 minutos, onde observa-se em 1: diminuicdo da basofilia
citoplasmatica ¢ aumento do volume do pericério, com perda de definicdo
dos limites nucleares. Em 2: neurbnio com intensa basofilia citoplasmatica,

nicleo de contornos nitidos e presenca de dois nucléolos evidentes.

(HF 1000X).
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4.2 - RESULTADOS FUNCIONAIS
4.2.1 - Evoluciio ponderal

A evolugo ponderal pés-operatéria dos diferentes grupos de animais pode ser
observada nos graficos representados na Figura 12, nos quais nota-se que o grupo conirole
apresentou maior ganho ponderal no periodo entre os dias 0 e 7, quando comparado a todos
os demais grupos. Nos demais periodos, a evolugiio ponderal foi praticamente a mesma em

todos os grupos.

Evolucéo Ponderal Pds-operatéria

250
200-
@ 150
[+
73
kg
. —a— Controle
1007 e Sham
= 30 minutos
—ee £5 miNLEDS
5(1-
D ) i ¥ T 1 1 £
0 3 8 g 12 15 18 21

Dias Pés-ocperatérios

Figura 12 — Grafico da evolugo ponderal pos-operatéria dos diferentes grupos em relagdo

ao periodo de observagio.
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4.2.2 - Trinsito intestinal

Para a avaliagfo do trdnsito intestinal realizou-se a normalizagfio dos resultados
do fluxo fecal para a superficie corporal € a partir da relagfo entre o peso das fezes colhidas
durante 24 horas e a superficie corporal dos respectivos animais nos 3°, 7°, 14° e 21° dias
pos-operatodrios, correspondentes aos grupos Controle, Sham, Isquemia de 30 minutos e

Isquemia de 45 minutos, foram obtidos os graficos apresentados na Figura 13.

Como observado na Figura 13A, os animais do grupo controle apresentam uma
reducfo significativa do trdnsito intestinal no PO14 em relaciio ao PO3, mas no PO21
observa-se uma recupera¢do do mesmo. Na Figura 13D, observa-se entre os animais do
grupo de isquemia de 45 minutos que houve uma queda progressiva do fluxo fecal nos
PO14 e PO21, apresentando-se neste diferenga estatisticamente significativa em relagio ao
PO3 ¢ PO7.
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Figura 13 - Graficos da evolugio do tripsito intestinal no 3° 7°, 14° e 21° dias

pos-operatorios.
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5 - DISCUSSAO



Segundo VEJCHAPIPAT et al.(2000), a lesfio intestinal causada POT Processo
de isquemia e reperfuséo ¢ associada com uma das mais sérias complicagdes em cirurgia
pedidtrica, pois € um dos principais fatores envolvidos na gravidade de afecgdes como
enterocolite necrosante, volvo intestinal, intussuscepgfio ¢ doenga inflamatéria intestinal.
Tais pesquisadores referem que a leso de reperfusiio ocorre apds um periodo varidvel de
isquemia intestinal e exacerba o dano tecidual causado pela hipéxia.

Tal afirmativa pode justificar a elevada taxa de mortalidade observada entre os
animais  submetidos a 60 e 45 minutos de isquemia mesentérica
(96% e 47%, respectivamente). Esses animais foram a 6bito nas primeiras horas apos o
desclampeamento da artéria mesentérica superior, e isso provavelmente ocorreu devido 3
liberagfo de radicais livres e translocagéio bacteriana (DEITCH et al., 1990; HEBRA et al,,
1994 e SBRAGIA-NETO, 1996). A taxa de mortalidade observada no grupo Sham (11%)
deve-se, provavelmente, ao estresse cirtrgico-anestésico a que foram submetidos os

Devido & alta mortalidade observada no grupo de animais submetidos a 60
minutos de clampeamente, foram utilizados para anélise histologica e de transito intestinal
apenas os animais submetidos a 30 e 45 minutos de isquemia.

A observagio macroscopica das algas revelou, logo apds a reperfusdo, a
presenca, na luz intestinal, de 4reas sugestivas de hemorragia intraluminal. Em nenhum dos
animais ocorreram lesGes envolvendo a serosa. Nos animais sobreviventes, avaliados no
21° dia p6s-isquemia nio foram observadas alteragSes macroscépicas nas alcas intestinais,
as quais apresentavam um aspecto normal. Estes resultados diferem das observacdes de
PIAG et al. (1999), os quais relataram a presenga de estenose de alcas de delgado em ratos
observados 4 semanas ap6s isquemia intestinal. No entanto, estes autores utilizaram um
tempo de isquemia muito mais prolongado (4 horas), envolvendo segmentos intestinais
menos extensos.

Apesar do aspecto aparentemente normal das alcas intestinais, o exame
microscopico revelou lesdes neuronais significativas, tanto nos animais submetidos a
isquemnia de 30 minutos, como nos de 45 minutos de isquemia. O processo de vacuoclizacio
citoplasmatica e a perda da defini¢fio dos limites nucleares, com a diminui¢io dos nucléclos

sdo indicadores precisos do processo de degeneracdo neuronal. Embora alteracBes
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semelhantes ja tenbam sido descritas por PIAO et al. (1999), os animais utilizados naquele
estudo foram submetidos a tempos de isquemia mais prolongados e apresentavam
alteragbes macroscopicas das alcas intestinais. WEDEL et al. (1998), utilizando técnica de
montagem imunohistoquimica, demonstraram a presenga de alteragSes do sistema nervoso
entérico em segmentos intestinais retirados de criancas em fase aguda de enterocolite

necrosante.

JANIK et al. (1981) avaliaram os aspectos histolégicos das algas em
recém-nascidos que evolufram com estenose ap6s enterocolite necrosante e, embora estes
autores descrevam presenga de intensa fibrose na submucosa das 4reas acometidas, nfio
fazem mencdo a alteragdes dos plexos mioentéricos. Nos animais do éresente estudo, foi
observado infiltrado inflamatério mais intenso na submucosa em relagio aos animais
controle, mas sem areas sugestivas de fibrose, sugerindo uma lesfio mais leve. Assim,
aparentemente, 0 presente trabalho € o primeiro que descreve alteragdes tardias dos plexos
mioentéricos na auséneia de lesdes intestinais macroscopicas. Este achado se reveste de
importéncia clinica, na medida em que indica que, algas intestinais que passaram por um
processo de isquemia e reperfusio podem apresentar alteracSes histolégicas mesmo com
aspecto macroscopico aparentemente normal. Esta observagio deve ser levada em conta,

por exemplo, quando da programagio de fechamento de ileostomias pos-entereocolite

necrosante.

O método de avaliagio do fluxo fecal para inferir a situacfio do transito
intestinal proposto por BUSTORFF-SILVA et al. (1999) mostrou-se de facil realizaggio,
permitindo que o animal pudesse ser monitorizado por semanas sem grandes manipulagdes.
Este modelo foi utilizado previamente como marcador funcional de retorno de trinsito
intestinal em animais submetidos a laparotomias, tendo apresentado excelente
reprodutibilidade. Os métodos utilizados por outros autores, principalmente “in vitro”, ‘
embora avaliem de modo bastante adequado as caracteristicas fisiolégicas da motilidade
intestinal , ndo atentam para as consequéncias clinicas dessas alteragBes bioguimicas. A
idéia de utilizar o modelo nesta situagfio teve como objetivo utilizar um parmetro “clinico”
de avaliacio da funcionalidade intestinal dos ratos. Este método € barate, ndo implica na
utilizagdo de metodologia complexa ou que envolva radiacfio e reflete, quando analisado

copjuntamente com a evolugdo ponderal dos animais, o funcionamento global do trato
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gastrointestinal dos animais. Além disso, ndo implica em sacrificio dos animais o que
resulta em vantagem adicional, tanto do ponto de vista bioético quanto do ponto de vista
econdmico. OUs resultados mostraram que nos animais submetidos a isquemia intestinal
houve uma tendéncia progressiva a diminuigio da producfo fecal a partir do 14° dia
pos-operatério, mas apenas nos animais submetidos a isquemia de 45 minutos essa
diferenga foi significativa. No entanto, esta diminuicio do volume fecal nfo se traduziu em
alteragdo da evolugdo ponderal dos animais, mostrando que, se de alguma forma o transito
intestinal pode estar alterado, alguns mecanismos compensatérios podem ter sido ativados
impedindo uma repercussdo maior sobre os aspectos nutricionais do animal. Uma das
hipéteses para explicar este fato poderia estar ligada ao achado de algumas células
neuronais com citoplasma intensamente baséfilo, com niicleos contendo dois nucléolos
(Figura 11). Isso normalmente acontece em células com maior atividade metabélica, devido
a intensa sintese protéica. Este achado pode indicar que alguns neurdmios que sofreram
menos com o processo isquémico podem ter-se tornado “vicariantes™, podendo inclusive vir

a inervar um niimero maior de células musculares (ALBERTS et al. 1989).

Outros autores (HAKGUDER et al., 2002) realizaram avaliagio in-vivo de
motilidade utilizando método radiolégico, tendo demonstrado lentificacio do transito
intestinal 6hs apés a reperfusio da artéria mesentérica superior. Estudos in-vitro
demonstraram que 15 minutos de hipoxia sfo capazes de reduzir a atividade contratil em
50% (BIELEFELDT & CONKLIN, 1997). HEBRA et al. implantaram eletrodos nas
camadas subserosa ¢ intramuscular intestinal de porcos, tendo registrado uma queda na
velocidade de propagacfio dos complexos mio-entéricos de até 60%. UDASSIN et al
{1995) determinaram a motilidade gastro-intestinal apés processo de isquemia e reperfusio
em ratos introduzindo uma refeicdo marcada com calorificos no estdmago do animal e
medindo a distdncia percorrida por ela ¢ o tempo decorrido (indice intestinal). Estes
trabalhos tém em comum o fato de avaliarem as alteragdes de motilidade em periodos
imediatamente seguintes ao processo de isquemia reperfusfio. Nesta fase do processo, as
alteracSes inflamatorias agudas sdic predominantes e os resultados obtidos por esses autores
podem estar apenas confirmando o papel dos mediadores inflamatérios agudos na alteragfo
do trinsito intestinal (BUSTORFF-SILV A et al., 1999; PATIERNO et al., 2004).
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No presente trabalho procurou-se avaliar a evolugiio da motilidade durante a
evolugio tardia da enterocolite. E verificado na pratica clinica que inumeros pacientes
apresentam crises tardias de sub-oclusio intestinal apés o tratamento clinico de um episodio
de enterocolite necrosante ou entio apds fechamento de ileostomias, as quais sfo
frequentemente atribuidas a estenose tardia dos segmentos atingidos. No entanto, em
algumas criangas nenhuma édrea de estenose anatémica € encontrada ¢ as criangas recebem
um diagnostico de pseudo-obstrugio intestinal (LANGE et al., 2003). E possivel gue nessas
criangas, a degeneracdo tardia dos plexos mio-entéricos, possa estar associada com outros
fatores como por exemplo, ressecebes intestinais extensas e presenga de aderéncias

intestinais, tornando a sintomatologia mais importante.

Uma outra situagdo clinica potencialmente complicada refere-se ao achado de
alteragdes nos plexos mio-entéricos em bidpsias das bocas de ileostomias realizadas
previamente a0 seu fechamento. Uma vez que as repercussdes clinicas dos achados
histolégicos ndo sfo bem conhecidas, torna-se dificil decidir se a ﬂéoétomia deve ser
fechada ou mais intestino ressecado. Embora os resultados apresentados no presente
trabalho sugiram que as alteragdes do trénsito intestinal sejam pouco significativas, existem
evidéncias que estas alteragSes de motilidade sfio progressivas (fig 13), ocorrendo a partir
do 14° dia pés-isquemia e se tornando mais intensas no 21°. E possivel que um tempo de
observago pés-isquemia mais prolongado revelasse slteracdes mais profundas e com

repercusséo “clinica”.

Por outro lado, do ponto de vista ponderal, os resultados do presente estudo
confirmam os achados de ABBASI et al (1984) que ndo encontraram diferencas
significativas na evolucdo péndero-estatural entre criancas que tiveram enterocolite, e que
foram tratadas clinica ou cirurgicamente com ressecgSes intestinais, quando comparadas
com um grupo de criangas sem enterocolite. Estes autores concluem que, na auséncia de
sindrome do intestino curto, nfio existem efeitos a longo prazo sobre o crescimento, estado
nutricional e fungdo gastro-intestinal de criancas prematuras que passaram por um episodio

de enterocolite no periodo neonatal.
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Desta maneira, embora tenha sido possivel demonstrar a presenca de alteracdes
neuronais tardias nas alcas intestinais submetidas a graus moderados de
isquemia-reperfusdo, ainda persiste a controvérsia sobre a importancia clinica dessas

alteragbes. Novos estudos clinicos e experimentais devem ser realizados para esclarecer

estes aspectos do problema.
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A luz dos dados obtidos, podemos concluir que, nas condigdes experimentais

do presente trabalho:

1 - Os neurdnios dos plexos nervosos intestinais de ratos submetidos & isquemia
mesentérica apresentaram, ao 21° dia pos-isquemia, alterages sugestivas de
degeneracdo celular, as quais se encontravam associadas com maior afluxo

de infiltrado inflamatério na camada submucosa desses animais.

2 - A isquemia intestinal provocada pelo clampeamento da artéria mesentérica
superior afetou progressivamente o trinsito intestinal de ratos jovens
submetidos a 45 minutos de isquemia mesentérica. Essa alteracdo foi mais
marcada no 21° dia pés-isquemia e nfo teve repercussdo no desenvolvimento

ponderal dos animais.
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ANEXO 1

TABELA DE DADOS
Peso do Rato Peso das Fezes
Tratamento PO PO3 PO7 PO14 | PO21 PO3 PO7 PO14 | PO21
45'1 834 88.6 1170 170,35 211,0 2,1 3,3 3,3 3,5
45' 1 82,6 89,7 126.,0 176,1 2260 2,5 3.8 4,1 3,7
45' TH 58,3 66,4 101,2 153,4 196,2 34 3.7 3,5 3,5
45" IV 85,4 90,8 111,35 1492 197,0 2,2 2,7 3,6 3,6
45V 79.4 83,5 1184 1342 204,0 3,1 34 . 1,8 34
45'VH 75,2 80,2 111,0 1623 205,0 2,1 2.6 3,6 4,0
45'ViIl 73,5 90,0 1193 170,0 2050 2.3 3,7 39 2.9
45X 79,7 91,2 128,0 1848 233,0 2.8 4,7 4,9 3,8
30'1 69,4 74,3 103,0 147,0 1780 2.4 3,0 3,6 30
300 94,5 101,3 136,1 176,6 2150 2,7 3.9 4,3 53
RIS H 63,9 73.3 181,1 142,0 174,0 2,5 3,2 © 386 4.0
30 IV 99,3 103,5 139,7 192,0 2440 2.7 3,4 5,1 55
v 93,4 100,4 133,0 1754 2130 1,7 2,8 2,7 4,4
30' VI 77,3 91,0 125,0 168,0 209.4 2.5 32 3.1 39
30' Vi 103,3 1180 1590 2220 2723 2.4 4,2 4.3 4,9
30" VIII 85,9 1004 131,0 180,5 2193 22 3,1 32 2,3
Sham I 31,6 897.3 132,35 173,3 212.0 2.6 3,3 4,2 3,4
Sham II 839 97.0 1429 204,35 2550 3,1 4,2 4,4 5,6
Sham 111 91,6 99,0 1314 164,8 207,8 3,0 3,9 4,5 4,6
Sham IV 70,5 £1.0 115,1 166,1 177,0 26 2,6 3.4 5,0
Sham V 73,1 93,0 132,5 1894 2342 32 3,7 4.2 4.8
Sham VI 87.2 103.0 87.1 1644 214,1 2,5 0.9 3,7 3,7
Sham VII 92,4 105,0 1390 190,9 2352 2.5 3,1 3,9 4,3
Sham VIII 80,0 86.0 118,0 160,0 217.0 2,3 4.6 44 4,4
Controle I 67,3 91,2 107,6 1683 202,0 3,1 2,5 3,7 4.8
Controle 72,0 83,0 116,0 1576 182,0 33 4.4 3,7 4.9
Controle ITZ 49,0 85,0 116,60 161,9 198,0 24 3,5 32 4.6
Controle IV 65,0 83,0 117,0 157,0 1976 2.9 43 3,5 5,0
Controle V 73.7 99,6 1392 182.0 2245 3,1 3,5 3,0 3,2
Controle VI 74,7 103,3 148.0 1923 2213 3.1 2,9 32 32
Controle VI 754 98.7 140,0 182,5 2390 2,6 33 2.6 3.6
Conirole VIII| 724 1029 143,1 1822 2193 3,1 3.6 2.4 33
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