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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar as alteragbes histopatolégicas da parede intestinal comparando
segmentos colicos providos e desprovidos de transito intestinal e relaciona-las ao
tempo de exclusdo de transito. METODO: Quarenta e cinco ratos Wistar machos
foram submetidos a derivagdo do transito intestinal no célon esquerdo por meio de
colostomia proximal e fistula mucosa distal. Os animais foram divididos em trés grupos
experimentais e cada grupo em dois subgrupos. No primeiro subgrupo realizou-se a
derivacao do transito intestinal (subgrupo experimento) e no segundo, composto de
cinco animais, realizou-se apenas laparotomia sem derivagao de transito (subgrupo
controle). O sacrificio foi realizado seis (grupo A), doze (Grupo B) e dezoito semanas
(Grupo C) apds a realizagao do procedimento cirdrgico inicial. Segmentos dos colons
providos e desprovidos de transito intestinal foram removidos e submetidos a estudo
histopatol6gico. Foram analisadas as variaveis: comprimento das criptas colicas,
ulceragdo na mucosa, espessura das camadas muscular da mucosa, submucosa e
muscular prépria, congestao vascular, nimero de células caliciformes e graduacao
inflamatéria comparando os dois segmentos célicos nos diferentes grupos
experimentais. As variaveis, comprimento das criptas intestinais, espessura das
camadas muscular da mucosa, submucosa e muscular prépria foram mensuradas por
meio de método de imagem assistida por computador. Na analise estatistica foram
utilizados testes de igualdade de médias e medianas, analise de variancia e correlacao
estabelecendo-se nivel de significAncia de cinco por cento (p<0,05). RESULTADOS: A
exclusdo de transito intestinal mostrou-se associada com a redugdo do comprimento
das criptas célicas, aumento da espessura das camadas muscular da mucosa,
submucosa e muscular propria. Verificou-se maior quantidade de ulceragbes da
superficie mucosa e maior grau de inflamacéo com o progredir do tempo de exclusao.
Houve correlagdo significante entre presenca de ulceracbes na mucosa, congestao
vascular da submucosa, aumento da espessura das camadas submucosa e muscular
propria, presenga de células caliciformes, infiltrado inflamatério, graduagéao inflamatéria
e o tempo de exclusdo de transito. CONCLUSAO: A derivacdo do transito intestinal
encontra-se relacionada a alteragdes na parede coélica do segmento excluso que
pioram com o progredir do tempo de exclusao de transito.

Descritores: Coélon. Colite. Colostomia. Ratos. Processamento de Imagem Assistida
por Computador.



ABSTRACT

PURPOSE: To evaluate histopathological alterations of the colon wall in segments with
and without intestinal transit, by computer-assisted imaging, and to correlate these with
the length of time diversion. METHODS: Forty-five Wister male rats were submitted to
diversion of left side of colon by proximal stoma and distal mucous fistula. Animals
was divided in three groups and subdivided in two subgroups. In the first was made
diversion colitis, in the second only laparotomy without colon diversion in five rats
(control group). After six (group A), twelve (group B) and eighteen weeks (group C) of
initial surgery the animals were death. Colon segments with and without transit were
subjected to histopathological study. The variables colon crypt length, mucosal
ulceration, muscle layer thickness of the muscularis mucosa, submucosa and
muscularis propria, vascular congestion, number of caliciform cells, inflammatory grade
and degree of inflammation, comparing the two colon segments in the different
experimental groups were studied. Intestinal crypt length, muscle layer thickness of the
mucosa, submucosa and muscularis propria and caliciform cells were measured by
computer-assisted imaging method. Mean equality, variance analysis and correlation
tests were used in the statistical analysis, and the significance level was set at 5%.
RESULTS: Comparison between segments with and without transit showed that the
latter presented reduced length of colon crypts and increased muscle layer thickness of
the muscularis mucosa, submucosa and muscularis propria. There were greater
quantities of ulceration of the mucosal and greater degree of inflammation with
increasing time without transit. Mucosal ulceration, submucosal vascular congestion,
increased thickness of the submucosal and muscularis propria layers, presence of
goblet cells, inflammatory infiltrate and inflammatory grade correlated significantly with
the length of time without transit. CONCLUSION: Histological alterations occurred in all
layers of the colon wall, in the segments without intestinal transit. Ulcerations in the
intestinal mucosa, increased number of goblet cells, greater vascular congestion of the
submucosal layer and inflammatory reaction were related to increasing length of time

without transit.

Key words: Colon. Colitis. Colostomy. Rats. Computer-assisted image processing



1.INTRODUCAO
1.1 A COLITE DE EXCLUSAO

Em 1981 foi descrita, pela primeira vez, uma enfermidade denominada colite de
exclusao (CE) (Glotzer et al., 1981). Apresentada sem etiopatogenia esclarecida, a CE
foi definida como um processo inflamatério que surgia na mucosa célica de segmentos
desprovidos de transito intestinal, apds a realizacdo de operagdo de derivagao
intestinal, em doentes que nao apresentavam doenca inflamatéria intestinal pré-
existente. Desde entdo, esta enfermidade vem sendo reconhecida com maior
frequéncia (Geraghty e Talbot, 1991; Habr-Gama et al., 1997). A doenca também vem
sendo descrita em segmentos exclusos de transito, utilizados na reconstituicdo do
transito urinario, ou empregados para a confecgcao de neovaginas (Toolenaar et al.,
1993; Hage et al. 1995; Syed et al., 2001; Desrayaud et al., 2003; Abbasakoor et al.,
2004). Com o aumento da violéncia urbana aumentando os casos de traumatismo
ano-reto-célico e com a incidéncia cada vez maior do cancer colorretal e doencgas
inflamatérias intestinais, as operagdes de derivacdo do transito fecal vém sendo
realizadas com maior frequéncia, fazendo com que o nimero de doentes sujeitos ao

desenvolvimento da CE aumente de modo proporcional (Barreto et al., 2002).
1.2 AETIOPATOGENIA DA CE

Diversas teorias foram propostas para explicar a etiopatogenia da CE e, dentre
elas, destaca-se a que relaciona o surgimento da doenca com a diminuicdo dos acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) na luz intestinal (Giardiello et al., 1995: Kiely et al.,
2001). A mucosa do trato gastrintestinal é Unica na obtencao de substratos para o seu
metabolismo diretamente do limen intestinal e da circulacdo sanguinea (Roediger,
1982). A privagao de nutrientes essenciais deflagrando mecanismo etiopatogénico da
CE é suposto desde 1981 (Glotzer et al., 1981). Os AGCC representam o principal
substrato energético para o metabolismo dos colonécitos (Giardelo et al., 1995; Kiely

et al., 2001). No célon desprovido de transito, a auséncia de fibras oriundas da dieta,



impede a formacdo dos AGCC e sua conseqglente absorcdo e utilizagdo metabdlica
pelas células epiteliais da mucosa colica (Edwards et al., 1999). A escassez de AGCC
no intestino grosso rapidamente resulta em hipoplasia e inflamacdo da mucosa e
nessa situagdo, a glutamina, substrato energético secundario para essas células,
passa a ser primordial, podendo ser utilizada preferencialmente a glicose como fonte
energética (Roediger, 1982; Roediger 1990). A deficiéncia dos AGCC na luz intestinal
determina o processo inflamatério e altera a capacidade de absorcdo da mucosa,
provocando perda da funcdo de barreira contra a translocacdo de antigenos
intraluminares (Velasquez et al., 1997; Edwards et al., 1999) que esta associada com
bacteremia, septicemia, insuficiéncia renal e disfungdo pulmonar, o que pode
ocasionar faléncias organicas e por vezes a morte (Pinto Junior et al., 2007). Nao
sendo diferente, as criancas com CE podem apresentar quadros de bacteremia

repetitiva e, mais raramente, septicemia (Ordeim et al., 1992).
1.3 A COLITE DE EXCLUSAO E SEUS SINAIS E SINTOMAS

Apesar da maioria dos pacientes serem assintomaticos no momento da
descoberta da CE, a presenca de alguns sintomas como sangramento ou eliminagéo
de muco pelo canal anal e dor, pode induzir ao diagnéstico incorreto de outras formas
de inflamagao intestinal (Glotzer, 1981; Biondo-Simdes, 2000). Essas alteracoes,
embora reversiveis com a reconstituicdo do transito intestinal, adquirem importancia
nos enfermos cuja derivagcao torna-se permanente por razées de ordem clinica, assim
como no diagnéstico diferencial com outras moléstias inflamatérias do célon (Lopes-

Paulo, 2002).
1.4 0S ASPECTOS MACROSCOPICOS DA COLITE DE EXCLUSAO

A mucosa do célon excluso pode apresentar desde aspecto
macroscopicamente normal até graus diferentes de inflamagdo com eritema,
friabilidade, granulagoes, petéquias, erosdes com sangramentos espontaneos, edema

ou polipos inflamatérios (Giardelo et al., 1995; Edwards et al., 1999). O exame



endoscépico do segmento excluso de transito encontra-se alterado em 70 a 90% dos
doentes (Ferguson et al., 1991). A inflamacgao, caracteristicamente, é limitada aos
segmentos exclusos de transito e, a mucosa do célon proximal ndo excluso apresenta-

se normal na maioria dos casos (Glotzer et al, 1981).
1.5 AS ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS DA COLITE DE EXCLUSAO

Embora a CE tenha sido descrita pela primeira vez ha quase trés décadas,
seus aspectos histopatolégicos permaneceram obscuros até 1987, quando foram
descritas detalhadamente as alteragdes histopatolégicas na CE severa, em peca
cirdrgica ressecada de paciente que havia sido submetido a derivacao intestinal apés

traumatismo célico (Murray et al., 1987; Pinto Junior et al., 2007).

As principais alteracdes histopatolégicas encontradas na CE relacionam-se a
presenca de graus diferentes de inflamagdo da parede colica (Geraghty e Talbot,
1991; Kieli et al.,, 2001). Estudos realizados em portadores de CE apresentam
resultados controversos, demonstrando que a doenca cursa com uma variedade de
alteracdes histolégicas, ndo existindo, entretanto, padrdao caracteristico (Geraghty e
Talbot, 1991). As alteragdes mais comuns incluem erosdes ou ulcera¢gdes da mucosa,
processo inflamatorio crénico inespecifico, hiperplasia linféide nodular difusa, criptite,
infiltrado inflamatério na Iamina propria, deplecdo de mucinas no epitélio mucoso,
atrofia das criptas célicas e, mais raramente, displasias teciduais (Geraghty e Talbot,
1991; Kieli et al., 2001). A hiperplasia linféide é considerada a alteragdo histoldgica
mais caracteristica (Murray et al., 1987; Komorowski et al., 1990; Yeong et al., 1991;
Drut et al., 1992). Estas alteragbes parecem aumentar de intensidade a medida que
progride o tempo de exclusao e, podem ser revertidas apds o restabelecimento do
transito intestinal (Kieli et al.,, 2001). A diferenciacdo destes aspectos com os
relacionados as doencas inflamatérias intestinais torna-se particularmente importante
em pacientes submetidos a derivacdo por doencga inflamatéria subjacente, pois as

alteracdes pos-derivagdo podem ser confundidas com recidiva da doenca inflamatéria



intestinal em um segmento previamente normal, e desta forma, retardar o

restabelecimento do transito fecal ou motivar terapéuticas inadequadas.
1.6 OS ESTUDOS SOBRE COLITE DE EXCLUSAO

A maioria dos estudos publicados avaliando as alteragdes histopatologicas da
CE tem sido feitos em casuisticas humanas, o que torna dificil analise uniforme, pois,
a doenga de base, as diferentes técnicas cirlrgicas utilizadas e o tempo de exclusao
do transito variam de forma significativa em cada publicacado (Biondo-Simdes, 2000). A
falta de uniformidade na descricdo dos diferentes aspectos histopatoloégicos
encontrados na CE, além da casuistica heterogénea, torna problematico o
estabelecimento de um padrao histopatolégico peculiar. Nao obstante as evidéncias
conhecidas até a presente data, poucos estudos avaliaram a CE de modo
experimental, existindo questionamentos quanto as alteragdées encontradas na parede
célica e sua relagdo com o tempo de exclusdo de transito (Keli et al., 1997, Biondo-
Simodes, 2000; Lopes-Paulo, 2002). Na maioria dos estudos, a interpretagdo das
alteracdes histoldgicas encontradas é feita de forma subjetiva, portanto, dependentes
da experiéncia do patologista na avaliacdo dos espécimes estudados (Lopes-Paulo,

2002).
1.7 O USO DA MORFOMETRIA COMPUTADORIZADA

O uso de andlise de imagem assistida por computador, também denominada
morfometria computadorizada, ou analise estereologica, permite quantificar
numericamente as mais variadas estruturas. (Baar e Oort, 1983). Na medicina, a
analise de imagem assistida por computador vem sendo utilizada com varios objetivos,
e apresenta como vantagens em relagdo aos métodos convencionais, a possibilidade
de avaliar quantitativamente estruturas macro e microscépicas, de forma objetiva e
rapida (Baar e Oort, 1983). A quantificacdo de elementos estruturais é parte
fundamental nos estudos experimentais e anatomo-patoldgicos (Martinez et al. 2002) e

vem sendo empregada na mensuracdo da espessura das diversas camadas que



compde a parede colica (Lopes-Paulo, 2002; Lopes-Paulo et al., 2002; Sousa et al.,
2008), na avaliagdo do volume dessas camadas (Kissmeyer-Nielsen, 1994; Lopes-
Paulo et al., 2002), na quantificacdo da intensidade de expressdo de proteinas e
edema existentes na parede coélica (Biondo-Simdes et al., 2000; Martinez et al., 2008;

Nonose et al., 2009) e na avaliagao do infiltrado inflamatério (Priolli et al., 2003).

A possibilidade do emprego de modelo experimental de CE em animais,
associado a método de anadlise que permita avaliacdo objetiva, garante maior
fidedignidade na interpretacao dos resultados encontrados, uniformizando a descrigéo
dos diferentes aspectos microscopicos. Variaveis passiveis de avaliagdo quantitativa,
tais como altura das criptas célicas, espessura das camadas muscular da mucosa,
submucosa e muscular prépria, populacdo de células caliciformes e inflamatérias
podem ser determinadas de modo mais preciso (Lopes-Paulo, 2002). A elaboracao de
modelo experimental de CE permite ainda avaliar a importancia do tempo de exclusao
fecal nas diversas alteragbes inflamatorias encontradas, melhorando a compreensao
da influéncia do tempo de exclusdo na evolugdo da enfermidade. O conhecimento de
diferentes aspectos histopatolégicos relacionados a CE possibilita a elaboragao de
novas estratégias para o tratamento e prevencdo de doenga que, provavelmente,
apresentara incidéncia progressiva, determinando custo econémico e social cada vez

mais alto.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo é avaliar as alteragdes histopatolégicas

encontradas na parede do célon de ratos submetidos a derivagao intestinal.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar as principais alteragbes histopatoldégicas encontradas no colon

desprovido de transito, com as encontradas no célon provido de transito.

Mensurar por morfometria computadorizada, a espessura das criptas célicas e
das camadas muscular da mucosa, submucosa e muscular prépria, comparando

segmentos providos e desprovidos de transito fecal.

Correlacionar a espessura das diferentes camadas da parede célica dos

segmentos desprovidos de transito intestinal ao tempo de exclusao.

Correlacionar as principais alteracbes histopatolégicas encontradas nos

segmentos colicos desprovidos de transito intestinal ao tempo de exclusao.

Definir o rato como modelo experimental para o desenvolvimento da colite de

excluséo.



3. METODO

A realizagdo deste estudo obedeceu a Lei Federal 6.638 e as orientagbes do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). Este trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade S&o Francisco, Braganca

Paulista (ANEXO I).

Foram utilizados 45 ratos machos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, provenientes do Biotério Central da Universidade Sao Francisco, com peso
variando entre 300 a 380 gramas, e média de idade de quatro meses. Os animais
foram distribuidos aleatoriamente, em trés grupos experimentais de 15 animais. Cada
grupo experimental composto por 15 animais foi dividido em dois subgrupos. No
primeiro subgrupo realizou-se a derivacdo do transito intestinal (subgrupo
experimento) e no segundo, composto de cinco animais, realizou-se apenas
laparotomia sem derivacdo de transito (subgrupo controle). Os grupos e subgrupos
foram formados de acordo com a data do sacrificio, a ser realizado em seis semanas

(Grupo A), 12 semanas (Grupo B) e 18 semanas (Grupo C).

No dia anterior ao procedimento cirdrgico os animais foram mantidos em jejum,
exceto agua, por 12 horas. Foram alojados em gaiolas individuais, identificadas pelo
namero do animal e, os dados de acompanhamento poés-operatério anotados em
fichas individuais. No dia da intervengdo foram pesados e anestesiados com o
emprego de cloridrato de xilazina 2%' + cloridrato de quetamina® na dose de

0,1ml/100g, administradas por via intra-peritoneal.

Depois de anestesiados, foram restringidos em mesa cirirgica em decubito
dorsal horizontal, realizando-se tricotomia abdominal e anti-sepsia com polivinil
pirrolidona-iodo (PVPI). Posteriormente foram entdo cobertos com campo cirtrgico

fenestrado, previamente autoclavado (Figura 1). A cavidade abdominal foi acessada

! Anasedan — Vetbrands — sedativo, analgégico e relaxante muscular
? Francotar — Virbac do Brasil — anestésico geral



por incisdo longitudinal mediana com trés centimetros de extensao, sendo identificada
a porgao retossigmoideana do intestino grosso. Com o auxilio de paquimetro e, apds
ligadura dos vasos da arcada marginal (Figura 2), seccionou-se o colo um centimetro
acima da placa de Peyer (Figura 3). Ap6s remogao do conteudo fecal eventualmente
presente, 0 segmento proximal do colo seccionado foi exteriorizado por incisao circular
com trés milimetros de diametro, realizada no flanco esquerdo interessando toda a

parede abdominal.

Figura 2: Ligadura entre pingas dos vasos sanglineos da

arcada marginal. Presenca de fezes no interior do colon.



Figura 3: Seccdo do intestino grosso do animal, um

centimetro acima da placa da Peyer (seta)

A fixagao da colostomia foi realizada com sutura em pontos separados de fio
absorvivel monofilamentar 6-0° nos quatro pontos cardinais e entre eles, sempre

amarrados com trés nés (Figura 4).
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Figura 4 — Aspecto final apos confecgado do estoma proximal.

? Monocryl - Ethicon, Inc.Somerville, NJ



O segmento distal do intestino grosso seccionado foi cateterizado com sonda
de polivinil 12 F, fixada por ligadura com fio de algoddo 3-0 e irrigada com soro
fisiologico 0,9%, até que o efluente drenado pelo anus do animal ndo mais

apresentasse saida de material fecal (Figura 5).

Figura 5 - Irrigacdo do coélon distal para a remogao de

residuos fecais.

Apés a irrigacao, o cateter foi removido sendo o célon distal exteriorizado como
fistula mucosa na regido lateral inferior esquerda da parede abdominal. A fixagao da
colostomia distal foi realizada com a mesma técnica utilizada para a colostomia
proximal. A parede abdominal foi fechada em dois planos de sutura: peritbnio e
aponeurose, com pontos continuos de fio de acido poliglicélico 4-0% e a pele com

pontos separados de fio monofilamentar de nylon 4-0* (Figura 6).

Concluida a operagéo, os animais foram mantidos por 10 minutos sob lampada

aquecida, e apds recuperagao anestésica, alojados em gaiolas individuais, sendo

* Mononylon - Ethicon, Inc.Somerville, NJ, USA



liberados para ingestdo de agua e ragdo padronizada, apds terem recuperado
completamente o estado de vigilia. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais
até a data do sacrificio, permanecendo em ambiente climatizado com controle de
temperatura e luminosidade, pesados semanalmente, ndo tendo sido tomado nenhum

cuidado adicional em relagéo a ferida operatéria e ao estoma confeccionado.

Figura 6 - Aspecto da parede abdominal apds realizagéo do

procedimento cirurgico

Na véspera do dia programado para o sacrificio foram novamente mantidos em
jejum por 12 horas, exceto para agua. Foram novamente anestesiados com a mesma
técnica anteriormente descrita, e submetidos a tricotomia abdominal, anti-sepsia e
laparotomia mediana, com abertura da cavidade por planos. Os segmentos colicos

providos e desprovidos de transito foram totalmente removidos.

As amostras coletadas do intestino grosso para o estudo histolégico, sempre
foram obtidas em todos os animais de local previamente determinado (um cm a partir

da face interna da fixagdo da colostomia no peritdnio parietal). Os segmentos



extirpados foram abertos longitudinalmente (Figura 7) pela borda anti-mesocolica,
sendo dispostos e presos sobre estrutura plana (Figura 8), com a superficie mucosa
voltada para cima e fixados em solucdo de formaldeido tamponado a 10%. Os
espécimes permaneceram fixados por 72 horas e posteriormente desidratados em
sucessivas concentracdes crescentes de alcool e clarificagdo em xileno. O material foi
incluido em blocos de parafina e submetido a dois cortes longitudinais para realizagao

do estudo histopatolégico e analise de imagem assistida por computador. As laminas

foram coradas pela técnica da hematoxilina-eosina.

Foe
|46
B

Figura 7: Segmento intestinal aberto longitudinalmente, pela
borda anti-mesocdlica .

Figura 8 — Segmento proximal do intestino grosso fixado sobre

placa de isopor com a superficie mucosa voltada para cima.



A leitura das laminas foi feita em microscépio 6ptico comum (Nikon H550S°)
com magnificagdo final de 100x. Os parametros histolégicos foram analisados
qualitativa e quantitativamente por patologista experiente em enfermidades do trato
digestivo, que desconhecia a origem do material e os objetivos do estudo. Foram
analisados os seguintes parametros histolégicos: espessura das diferentes camadas
da parede cdlica, superficie mucosa, infiltrado inflamatério, graduagéo inflamatéria,

congestao vascular submucosa e numero de células caliciformes.

O comprimento das criptas da mucosa célica e a espessura das camadas
muscular da mucosa, submucosa e muscular prépria foram mensurados por analise de
imagem assistida por computador, avaliando-se a imagem de cinco campos aleatorios.
A imagem selecionada no campo de visdo do microscopio, apés adequadamente
focada, foi capturada por camera de video (Nikon® DS-Fi1®) previamente acoplada a
microscépico optico. A seguir foi processada e analisada pelo programa NIS-
Elements’ instalado em um computador (Pentium 4 DC, 1 Gbyte Meméria RAM, 2 HD

de 200Gbyte, placa de video-captura ASUS) (Figura 9).

A mensuracao das camadas da parede célica nos cinco campos selecionados
dos segmentos com e sem transito intestinal, foi sempre realizada em local onde
existiam pelo menos quatro criptas célicas contiguas e integras. O programa apos
calibramento prévio permitia o estabelecimento de dois pontos determinados pelo
patologista onde, automaticamente, calculava distancia entre os locais selecionados.
Os valores encontrados eram transferidos para uma planilha de dados que, apds cinco
medidas, calculava a média com os respectivos desvios padroes. O valor final adotado
para cada camada mensurada nos segmentos provido e desprovido de transito
intestinal, foi representado pela média dos valores encontrados na avaliacao dos cinco

campos selecionados.

> Microscépio Optico Comum Mod. Nikon H550S

® Camera de Video Digital Mod. Nikon DS-Fil 5.0 mega pixels

7 Software que permite captura, arquivamento e andlise de imagens para os niveis mais avangados de
pesquisa. Permite mais de seis dimensdes para a analise.



Figura 9: Equipamento utilizado para a analise de imagem

assistida por computador.

A superficie mucosa foi analisada de acordo com a presenga de erosdes ou
ulceragdes e classificada em normal, erodida ou ulcerada. A intensidade do infiltrado
inflamatério foi graduada em leve, moderada ou intensa de acordo com o tipo de
células presentes (linfdcitos, eosindfilos, neutréfilos) e com a sua intensidade (de + a
++++). A congestao vascular foi classificada em ausente (-) ou presente (+) e, quando
presente, em cruzes (+ a ++++). O numero de células caliciformes foi avaliado em

normal ou diminuido.

Para as variaveis: aspecto da superficie mucosa, congestao vascular, infiltrado
inflamatério, foram atribuidos pontos de 0 (ausente) a 4 (intensidade maxima de cada
variavel isolada). Esses pontos foram somados para a aquisicdo de um novo
parametro estudado — graduacdo inflamatéria — cujos valores oscilaram de 0
(inflamagao ausente) a 12 (inflamagao maxima encontrada). Com os resultados dessa
somatéria determinou-se a graduagao inflamatéria em cada segmento estudado. De

acordo com o0s pontos obtidos na graduacgéo inflamatéria estratificou-se a graduagéo



em ausente (0), leve (1, 2, 3,4), moderada (5, 6, 7,8) e intensa (9,10,11 e 12), ao que

se denominou de grau de inflamacéo.

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada adotando-se nivel de
significancia de cinco por cento (p<0,05). Todos os dados obtidos foram expressos
pelo valor médio, desvio padrdao e respectivos intervalos de confianga, sendo
analisados pelo programa estatistico SPSS for Windows (versdo 13.0). Foram
utiizados os testes: “t” de Student, Mann-Whitney para a comparagdo entre as
varigveis nos segmentos célicos providos e desprovidos de transito intestinal. Para o
estudo da varidncia entre as mensuragoes realizadas nos segmentos providos e
desprovidos de transito fecal nos diferentes grupos experimentais, utilizou-se o teste
ANOVA, adotando-se o poés-teste de Student-Newman-Keuls para a avaliacdo das
diferencas comparando cada grupo experimental proposto. Para avaliagdo das
correlagbes existentes entre as variaveis e os diferentes tempos de exclusdo

propostos, utilizou-se os testes de correlacdo de Pearson e Spearman.



4. RESULTADOS

Os resultados obtidos na comparagdo da espessura das criptas célicas
revelam que existe significativa reducdo a partir da sexta semana de exclusdo do

transito intestinal, conforme demonstrada na Figura 10.
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FIGURA 10 — Espessura das criptas da mucosa colica comparando os subgrupos
controle e experimento (célons proximal e distal) nos diferentes periodos de

exclusdo. ** significante (distal x controle e proximal). Teste t de student.



Nossos resultados obtidos através da comparacdo da espessura da camada
muscular da mucosa indicam que existe um aumento na espessura ao se comparar

segmentos providos e desprovidos de transito intestinal, conforme a Figura 11.
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FIGURA 11 — Espessura da camada muscular da mucosa comparando 0s
subgrupos controle e experimento (c6lons proximal e distal) nos diferentes

*%

periodos de excluséo. significante (distal x controle e proximal). Teste t de

student.



A Figura 12 revela aumento da camada submucosa ao se comparar segmentos

com e sem transito intestinal, e que atinge seu maior valor ap6s 18 semanas.
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FIGURA 12 - Espessura da camada submucosa comparando os subgrupos

controle e experimento (célons proximal e distal) nos diferentes periodos de

excluséo.



Nossos resultados mostram que a camada muscular propria do segmento

excluso de transito tem sua espessura reduzida apdés 12 semanas, retornando aos

valores encontrados em seis semanas, ap6s 18 semanas de exclusdo, conforme figura

13.

Espessura- Muscular propria
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FIGURA 13 — Espessura da camada muscular prépria comparando os subgrupos
controle e experimento (célons proximal e distal) nos diferentes periodos de
exclusdo. * significante (distal x proximal); ** significante (distal x controle e proximal).

Teste t de student.



As Figuras 14 e 15 mostram a superficie mucosa coélica em segmentos

providos e desprovidos de transito ap6s 18 semanas de exclusao intestinal.
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FIGURA 14 — Superficie mucosa célica no colon provido de
transito ap6s 18 semanas de exclusio intestinal. (H.E.100x).

. | [ i
FIGURA 15 — Superficie mucosa célica no célon desprovido d
transito apés 18 semanas de exclusao intestinal. (H.E.100x)



Os dados apresentados na Figura 16 permitem verificar que ap6s 12 semanas
de exclusao de transito intestinal existe aumento no nimero de erosdes e ulceragdes

na mucosa.
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FIGURA 16 — Ulceracdes da mucosa célica comparando os subgrupos controle e
experimento (célons proximal e distal) nos diferentes periodos de excluséo.
** significante (distal x controle e proximal). Teste de Mann-Whitney.




Através da comparagédo exibida na Figura 17, é possivel observar que nao
existe aumento da congestdo vascular ao se comparar segmentos providos e

desprovidos de transito intestinal.
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FIGURA 17 — Congestao vascular na camada submucosa comparando os subgrupos
controle e experimento (célons proximal e distal) nos diferentes periodos de
exclusédo. Teste de Mann-Whitney.



A Figura 18 mostra, em mediana, maior atividade inflamatéria no célon

desprovido de transito intestinal ap6s 12 e 18 semanas.
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FIGURA 18 — Escore inflamatério comparando os subgrupos controle e experimento
(célons proximal e distal) nos diferentes periodos de exclusdo. ** significante (distal x
controle e proximal). Teste de Mann-Whitney.

Tabela 1. Variancia no comprimento das criptas da mucosa célica, nos segmentos
desprovidos de transito intestinal, em relacdo aos diferentes tempos de exclusao
considerados no estudo




Colon sem transito intestinal
Media + D.P.(um)

Grupo A Grupo B Grupo C N.K. p

. A-B <0,01*
Comprimento das
criptas da mucosa 20,75+1,12 17,21+1,50 19,96+1,35 A-C  <0,05*

D.P. = Desvio Padrao; um = micrometros; Teste ANOVA: p= 0,00006; N.K. = Pds-teste
de Newman-Keuls; * significancia

A Tabela 1 mostra a variancia dos valores encontrados nos valores médios
mensurados do comprimento das criptas da mucosa cdlica, nos segmentos

desprovidos de transito intestinal, em relacdo aos diferentes tempos de exclusédo

considerados.

A Tabela 2 mostra a variancia dos valores encontrados nos valores médios
mensurados na camada muscular da mucosa, nos segmentos desprovidos de transito

intestinal, em relagao aos diferentes tempos de exclusdo considerados.

Tabela 2. Varidncia na espessura da camada muscular da mucosa, nos segmentos
desprovidos de transito intestinal, em relacdo aos diferentes tempos de exclusao
considerados no estudo

Coélon sem transito intestinal
Média + D.P.(um)

Grupo A Grupo B Grupo C N.K. o]
Espessura da A-B <00
camada muscularda 822+072 686+1,09 763+084 A-C > 0.05
mucosa B-C
> 0.05

D.P. = Desvio Padrado; um = micrometros; ANOVA: p= 0,008; N.K. = Pos-teste de
Newman-Keuls; * significancia



A Tabela 3 mostra a variancia dos valores encontrados nos valores médios
mensurados da espessura da camada submucosa, nos segmentos desprovidos de

transito intestinal, em relacdo aos diferentes tempos de exclusio considerados.

Tabela 3. Variancia na espessura da camada submucosa, nos segmentos desprovidos
de transito intestinal, em relagédo aos diferentes tempos de exclusdo considerados no

estudo

Colon sem transito intestinal
Media £ D.P.(um)

Grupo A Grupo B Grupo C N.K. p
Espessura da A-B  >005
camada 21,37 +3,37 19,50+2,16 24,97+0,88 A-C  <0,01*
submucosa B_C .
< 0,01

D.P. = Desvio Padrdo; um = micrometros; ANOVA p= 0,002; N.K. = Pés-teste de
Newman-Keuls; * significancia

A Tabela 4 mostra a variancia dos valores encontrados nos valores médios
mensurados na camada muscular prépria, nos segmentos desprovidos de transito

intestinal, em relacao aos diferentes tempos de excluséo considerados.

Tabela 4. Varidncia na espessura da camada muscular prépria, nos segmentos
desprovidos de transito intestinal, em relacdo aos diferentes tempos de exclusao

considerados no estudo

Colon sem transito intestinal
Media £ D.P.(um)

Grupo A Grupo B Grupo C N.K. p
Espessura da A-B <001
camada muscular 37,44 +436 24,32+257 33,73+578 A-C  >0,05
propria B_C <001*

D.P. = Desvio Padrao; um = micrometros; ANOVA p= 0,00001; N.K. = Pés-teste de
Newman-Keuls; * significancia



A Tabela 5 mostra a correlagdo existente entre as variaveis estudadas e o
periodo de tempo do estudo nos segmentos sem transito intestinal, onde é possivel
verificar que as espessuras das camadas submucosa e muscular propria apresentam
correlagdo com o tempo de excluséo.

Tabela 5. Correlagédo entre medidas morfométricas e o periodo de tempo nos segmentos

sem transito intestinal

Coélon sem transito intestinal

r P
Comprimento das criptas da mucosa -0,337 0,06
Espessura da muscular da mucosa -0,235 0,21
Espessura da submucosa 0,460 0,01*
Espessura da muscular prépria -0,372 0,04*

Teste de correlagédo Pearson; r = coeficiente de Pearson; * significancia

A tabela 6 mostra a correlacao existente entre as demais variaveis estudadas e

o periodo de tempo do estudo nos segmentos sem transito intestinal.

Tabela 6. Caracteristicas morfolégicas e o periodo de tempo nos segmentos sem

transito intestinal

Coélon sem transito intestinal

rs P
Ulceracao da mucosa 0,412 0,02*
Congestao vascular da submucosa 0,410 0,04*
Células caliciformes 0,386 0,03*
Infiltrado inflamatério 0,470 0,009*
Graduacao inflamatoéria 0,362 0,04*

Teste de correlagdo Spearman; rs = coeficiente de Spearman; * significancia



5. DISCUSSAO
5.1 QUANTO AO METODO
5.1.1 O ANIMAL DE EXPERIMENTACAO

O rato é o mamifero mais utilizado em pesquisas experimentais. E um roedor
da familia Muridae, podendo ser da espécie Rattus rattus, que é o rato do telhado e da
espécie Rattus norvegicus. A principal diferenga entre as duas espécies é o tamanho
da cauda. O Rattus rattus possui a cauda maior que o corpo, com uma finalidade
preénsil enquanto o Rattus norvegicus tem a cauda menor que o corpo. A principal
espécie utilizada nas pesquisas € o Rattus norvegicus da linhagem Wistar, um rato
albino que nasce com peso variando entre quatro e seis gramas, sem pélo, de olhos e
orelhas fechadas e sem dentes. Atingem a maturidade sexual por volta dos 60 dias de
idade e procriam com rapidez. Desde o século passado, o papel deste animal na
medicina mudou de portador de doencas contagiosas a uma importante ferramenta
para o desenvolvimento da medicina e, em especial dos produtos farmacéuticos. A
caracterizacdo da linhagem Wistar foi publicada precocemente, estimulando sua
utilizacdo na pesquisa biomédica. Atualmente os ratos sdo os animais mais utilizados
em pesquisas de testes bioldgicos, porque sao faceis de obter e manusear. Como sao
animais de pequeno porte sdo econdmicos aos laboratérios, sendo possivel avaliar os
efeitos de quantidades minimas de drogas experimentais, uma avaliagdo mais dificil e
onerosa quando se utiliza animais de grande porte. O manuseio constante faz com
que eles se tornem déceis e faceis de controlar. Diante destas caracteristicas optamos

no presente estudo pela utilizacao desta espécie e linhagem.

Utilizamos apenas animais pertencentes ao género masculino com o objetivo
de eliminar quaisquer variagdes significantes com relagdo ao reparo anatémico
adotado na padronizagdo do local, no célon esquerdo, onde seria realizada a
derivacado intestinal (placa de Peyer). Estudos vém demonstrando a existéncia de

diferencas na localizacido da placa de Peyer ao compararem-se animais pertencentes



a diferentes géneros (Priolli et al., 2008). Da mesma forma o emprego de animais do
género masculino minimiza os efeitos das mudangas fisiolégicas que ocorrem durante

o ciclo hormonal das fémeas, que poderiam interferir nos resultados.

Durante todo o periodo do experimento os animais foram mantidos em gaiolas
individuais até a data do sacrificio, permanecendo em ambiente com temperatura
variando entre 20°C e 24°C, umidade relativa do ar entre 40% e 60%, com exposicao a
luz durante 12 horas/dia. Estes cuidados favoreceram a diminuicdo do estresse aos
animais que se mostravam, invariavelmente, colaboradores, faceis de manusear
desde que tratados com delicadeza e quando suas gaiolas sdo mantidas limpas e o

siléncio preservado.

Os poucos estudos analisando a CE em modelos experimentais também
adotaram o rato como animal de experimentacao (Keli et al., 1997; Biondo-Simdes et
al., 2000; Lopes-Paulo et al., 2000; Pinto Junior et al., 2007). Embora a maioria dos
autores proponha que o animal apresenta paralelismo no desenvolvimento da CE com
0 que ocorre no homem, outros acreditam que o rato ndo representa um bom animal
de experimentacao para o estudo da CE, pois a freqliéncia com que desenvolvem
doenca inflamatéria intestinal € muito baixa e as lesdes histolégicas encontradas sao
discretas nos segmentos com exclusao fecal (Biondo-Simdes et al., 2000). Entretanto
para outros autores, no rato, o modelo experimental de CE determina modificacbes
histolégicas e bacteriol6gicas comparaveis com as descritas nos seres humanos com
pequenas diferencas histolégicas (Keli et al., 1997). No presente estudo, pode-se
verificar que o rato revelou-se um animal de experimentacdo adequado para se
estudar a CE, pois, além do facil manejo e resisténcia ao procedimento cirlrgico,
desenvolveu alteragdes histoldégicas compativeis com a CE que foram relacionadas

aos diferentes tempos de derivagéo do transito intestinal propostos.



5.1.2 O PRE-OPERATORIO

Optamos por iniciar o jejum 12 horas antes do procedimento, exceto a oferta de
agua, com intuito de reduzir o conteudo fecal no interior do célon, o que além de
facilitar a manipulagao intestinal, possibilitou menor necessidade de limpeza mecéanica
com solugdo fisiolégica para eliminagdo de residuos fecais presentes. O
acondicionamento dos animais em gaiolas individuais com identificacdo (niumero do
animal e grupo experimental) para 0 acompanhamento pés-operatério, assim como as
anotacbes em ficha individualizada, tornou possivel o controle adequado das
caracteristicas das fezes, consumo de ragao e aspectos relacionados a ferida cirirgica
e estoma. O alojamento individual também evitou que um animal agredisse o estoma
do outro, fato observado durante a elaboracdo de grupo piloto para padronizacdo das

etapas experimentais desenvolvidas no presente estudo.

Revisando a literatura recente, a maioria dos autores ndo faz mengédo em
relacdo aos cuidados dispensados no preparo pré-operatério (Keli et al., 1997; Biondo-
Simdes et al., 2000; Lopes-Paulo et al., 2000; Pinto Junior et al., 2007). Um dos
estudos experimentais relata que os animais foram isolados uma semana antes do
procedimento cirirgico em gaiolas individuais, porém nao adotou o regime de jejum
pré-operatério empregado em nossa pesquisa (Keli et al., 1997). Acreditamos que o
jejum, iniciado 12 horas antes do procedimento cirlrgico, reduz a possibilidade de
inicio da colite relacionada a privacao de nutrientes, que poderia ocorrer ao adotar-se
periodo de jejum mais prolongado. Da mesma forma, ndo observamos qualquer tipo
de complicagdo relacionada a oferta de dieta 12 horas antes da cirurgia. De modo
semelhante ao anteriormente proposto, optamos pelo fornecimento de racao
padronizada e agua (Keli et al.,1997) nos dias que antecederam a intervencéo
cirurgica. Desta forma, foi possivel o controle das excretas de cada roedor diminuindo
as chances de se selecionar para o experimento, animal com qualquer tipo de doenca

intestinal prévia. Durante o periodo pré-operatério ndo observamos diarréia ou outro



sinal que sugerisse complicagdes gastrintestinais e doencas inflamatérias em nenhum

animal selecionado.
5.1.3 O AGENTE ANESTESICO E A TECNICA CIRURGICA

Utilizamos como agente anestésico a xilazina 2% associada ao cloridrato de
quetamina na dose de 0,1ml/100g, administradas por via intraperitoneal. Em estudo
semelhante, foi utilizado o éter inalatério como agente anestésico, porém, os autores
descrevem complicacbes pulmonares que levaram a morte de um animal durante o
procedimento cirdrgico (Keli et al., 1997). No grupo piloto idealizado para a
padronizagao técnica do presente estudo, quando utilizavamos a anestesia inalatéria
com éter, pudemos notar maior incidéncia de depressao respiratéria que culminou com
a perda de trés animais. Outros autores, apesar de utilizarem anestesia inalatéria com
éter etilico, ndo encontraram complicagées, mas também ndo expressam quaisquer
beneficios relacionados ao veiculo anestésico empregado (Biondo-Simdes et al.,
2000). Um estudo experimental empregou a anestesia geral intraperitoneal com
thiopental na dose de 50 mg/kg de peso, sem relato de complicacio relacionada a
droga (Lopes-Paulo, 2002). A via de administracdo adotada e as drogas empregadas
no presente estudo foram bem toleradas por todos os animais, sendo a recuperacao

anestésica pos-operatoria rapida e sem complicagdes relacionadas.

Apoés a anestesia, os ratos foram restringidos em mesa operatéria, submetidos
a tricotomia da regido abdominal e degermacdo com PVPI. Nao obstante néo
encontrarmos referéncias quanto ao emprego da degermacao cutanea, acreditamos
que quando realizada, traz beneficios relacionados aos cuidados pds-operatorios, pois
nao registramos nenhum caso de infeccdo da ferida operat6ria, mesmo sem ter sido

adotado qualquer tipo de cuidado adicional (curativos, antibioticoterapia, etc).

Procedeu-se a laparotomia mediana infra-umbilical longitudinal de trés cm de
extensdo para a identificagdo da porgcdo retossigmoideana do intestino grosso. A

extensdo e a localizacao da incisdo na parede abdominal permitiram, com facilidade, a



localizagédo do colon esquerdo, a identificacdo da placa de Peyer - o reparo anatdmico
adotado para a seccao do célon - bem como a confeccdo dos estomas proximal e

distal.

A colostomia proximal e a fistula mucosa distal foram realizadas no hipocondrio
e fossa iliaca esquerda, respectivamente, para evitar que o animal pudesse alcangar o
estoma com a boca o que poderia ocasionar complicacbes pés-operatérias. Da
mesma forma, a confecgao de dois estomas terminais separados por uma distancia
adequada evitou a migragdo de material fecal da colostomia proximal para a fistula
mucosa distal, o que poderia gerar possivel nutricdo para o célon desfuncionalizado.
Ao realizar-se uma colostomia em alca a completa exclusdo fecal, em algumas
oportunidades, pode nao ser alcancada. Acreditamos que esta opcao foi valida a
medida que ndo encontramos em nenhum animal, quando do sacrificio e abertura do
célon excluso a presenca de material fecal. A técnica empregada para fixacao cutanea
da colostomia e da fistula mucosa assegurou boa coaptacao das bordas do estoma a
pele e ndo observamos, em nenhum animal necrose ou deiscéncia da fixagcdo da
colostomia. Da mesma forma a sintese da parede abdominal em dois planos,
respeitando o peritdnio e aponeurose também foi adequada n&o ocorrendo casos de

deiscéncia da parede abdominal ou evisceragao.

Acreditamos que a limpeza mecanica do célon excluso, em modelos
experimentais propostos para CE, é uma etapa fundamental e imprescindivel para
assegurar a completa eliminagao de todo conteudo fecal residual no segmento célico
a ser excluso. A limpeza mecénica do segmento excluso de transito em modelos
experimentais de CE ja havia sido proposta (Margarido et al., 2003). Todavia, em
nenhum dos estudos experimentais de CE existentes na literatura menciona que tal
cuidado tenha sido tomado. No presente estudo, o segmento distal do intestino grosso
seccionado foi cateterizado com sonda de polivinil 12 F fixada por ligadura com fio de

algodao 3-0 e irrigada com soro fisiologico 0,9%, até que o efluente drenado pelo



anus do animal nao mais apresentasse saida de material fecal. Dessa forma
podiamos assegurar a inexisténcia de residuos fecais que, em mantendo o
fornecimento energético ao segmento excluso de transito, poderiam alterar os
resultados encontrados. Outros autores que elaboraram modelos experimentais para
o estudo de CE nao realizaram a limpeza mecéanica do célon antes da confecgcédo da
fistula mucosa (Keli et al., 1997, Biondo-Simdes et al., 2000, Lopes-Paulo et al.,
2000). E importante ressaltar que a presenca de contetido fecal residual no segmento
intestinal excluso altera os resultados encontrados, pois as fezes continuam servindo
de substrato energético para a porgédo do célon excluso de transito intestinal evitando
o surgimento da CE. Sendo assim, os estudos que nao efetuaram a limpeza mecanica
prévia no segmento excluso de transito, e que nao encontraram alteragées
histolégicas compativeis com desenvolvimento da CE, provavelmente, encontraram
resultados irreais consequentes a presenca do substrato energético (fezes) que
mantinha a nutricdo da parede célica. Revisando a literatura, verificamos que apenas

um unico estudo experimental descreve este cuidado (Kissmeyer-Nielsen et al., 1994).

Para determinar o ponto no qual seria realizada a secgao coélica para confecgao
dos estomas, adotamos a placa de Peyer como reparo anatdmico. Outros estudos
realizaram a colostomia em local determinado pela introducao de cateter graduado por
via anal, marcando a distancia para confeccionar a colostomia (Kissmeyer-Nielsen et
al. 1994, Lopes-Paulo, 2002). A introducdo de cateter via anal, em algumas
oportunidades provoca traumatismos a mucosa reto-célica levando ao aparecimento
de solugdes de continuidade na mucosa, que determinando quebra da barreira epitelial
permitem a translocacdo de bactérias para a submucosa estéril, e o conseqlente
surgimento de inflamacao local, o que poderia interferir na interpretacdo das
alteracdes histologicas pelo patologista. A placa de Peyer é estrutura singular
localizada a altura da transicao retossigmoideana no rato. Foi descrita em nosso meio,

pela primeira vez em 1947, como estrutura linféide na regido terminal do intestino dos



ratos (Junqueira et al., 1947). Encontra-se anteriormente ao epididimo, em machos, ou
ao utero, em fémeas. Pela facilidade de sua localizagéo, ja que aparece sempre como
area de conformagéao ovalada, esbranquicada, ligeiramente espessada, localizada na
parede anterior do colon contra-lateral a linha de inser¢do do mesentério e mais
cranialmente a reflexao peritoneal, permite que a medida das distancias intracavitarias
seja mais facilmente obtida quando comparada a mesma medida aferida com outro
reparo anatémico (Priolli et al., 2008). Desta forma, a adocao da placa de Peyer como
reparo anatémico para o ponto de escolha da seccao célica, em detrimento a reflexao
peritoneal, reduziu a extensdo da incisdo cirlrgica e 0 tempo necessario para as
medidas intracavitarias. Da mesma forma, contribuiu para a reducdo do tempo
operatério e do tempo anestésico, garantindo a sobrevivéncia dos animais submetidos
a procedimentos cirdrgicos extensos e complexos, nem sempre bem tolerados. Em
nenhuma oportunidade houve a necessidade da infusdo de doses complementares de
anestésico. Sua identificagao foi feita em todos os animais com facilidade e o auxilio
do paquimetro foi Util para estabelecer o ponto exato padronizado para secgao do

célon esquerdo.

A ferida operatéria nao recebeu nenhum tipo de cuidado adicional no periodo
pos-operatério. Nenhum dos animais evoluiu com deiscéncia, infeccdo de ferida
cirurgica, ou qualquer outro tipo de complicagdo. Tanto o estoma proximal quanto o
distal mantiveram-se com aspecto normal, com pele saudavel e sem presenca de

prolapsos ou infecgdes.
5.1.4 O TEMPO DE EXCLUSAO

A maioria dos estudos publicados avaliando a CE foi realizado a partir de
espécimes retirados de doentes, portadores de exclusao fecal realizada por diferentes
enfermidades e com diferentes tempos de exclusido intestinal. Assim sendo, ndo é
possivel comparar os diferentes aspectos relacionados a doenca bem como quantificar

o tempo necessario para o seu desenvolvimento. De modo semelhante, revisando os



poucos estudos experimentais em modelos de CE verificamos variagdo entre os
autores com relagdo ao tempo ideal para promover a excluséo intestinal (Keli et al.,
1997, Biondo-Simdes et al., 2000, Lopes-Paulo et al., 2002, Pinto Junior et al., 2007).
Esta falta de uniformidade dificulta a comparagédo dos resultados encontrados pelos
diferentes estudos. Alguns excluiram o transito fecal por uma, duas, quatro e doze
semanas e adotaram como grupo controle animais sacrificados logo no inicio do
experimento. (Kissmeyer-Nielsen et al.,, 1994). Outros adotaram dois grupos
experimentais, sacrificados com seis e 17 semanas (Keli et al., 1997). Estes autores
adotaram como grupo controle fragmentos colicos obtidos do segmento provido de
transito no inicio do experimento. Outro estudo utilizou dois grupos experimentais,
sacrificando no inicio do experimento alguns animais e retirando destes uma porgao
do colon para andlise comparativa com o segundo grupo, sacrificado somente apdés
quatro semanas (Lopes-Paulo, 2002). Encontramos ainda outro estudo que adotou
quatro periodos de exclusdo com sacrificio apés uma, duas, quatro e oito semanas,
porém diferente dos demais, adotando como controle, espécimes obtidos do célon
provido de transito dos mesmos animais (Biondo-Simdes et al., 2000). Percebe-se,
portanto que, ndo existe um consenso entre os autores com relagdo ao tempo de
exclusdo para obter espécimes, bem como a forma de se obter um grupo controle
ideal. Acreditamos que a evolugdo ponderal que o animal apresenta durante os
diferentes tempos de exclusdo faz com que exista crescimento das diferentes
camadas da parede célica. Qualquer estudo morfométrico comparativo entre grupos
experimentais com diferentes tempos de exclusdo poderia, portanto, sofrer a
interferéncia do ganho ponderal, tornando os resultados dificeis de serem
comparados. Foi por esta razao que propusemos trés grupos experimentais adotando
como controle, espécimes retirados do coélon com transito preservado do mesmo
animal. Desta forma comparavamos dois segmentos coélicos obtidos do mesmo animal,
portanto sem a interferéncia do ganho ponderal ao longo do tempo de exclusao.

Preocupando-se com a questdo da inflamagao sistémica possivelmente gerada pela



exclusdo do transito intestinal que pudesse produzir alteragdes na mucosa célica
proximal, tomou-se o cuidado de comparar as caracteristicas analisadas no célon

proximal e no grupo controle, onde nao se verificou qualquer diferenga significante.

Em nosso estudo, optamos por excluir o transito fecal por seis, 12 e 18
semanas. Com esta padronizacdo foi possivel descrever alteragdes histologicas nos
segmentos desprovidos de transito de todos os animais, independente do tempo de
exclusdo, o que permite concluir que independente do tempo de exclusdo adotado

existe o surgimento da CE.
5.2 - QUANTO AOS RESULTADOS

A CE é um processo inflamatério que acomete os segmentos do célon e reto
desprovidos de transito intestinal (Glotzer et al., 1981; Keli et al., 1997). A doenga
apresenta quadro clinico variado e a maioria dos doentes evolui de maneira
assintomatica, estimando-se que 30 a 50% se tornem sintomaticos a medida que
progride o tempo de exclusdo. Os enfermos sintomaticos queixam-se de dor retal,
eliminagdo de sangue e muco nas fezes, tenesmo, febre baixa e, mais raramente,
fistulas. O exame endoscopico do segmento excluso de transito identifica a doenca em
todos os enfermos em periodo que varia de trés a 36 meses (Glotzer et al., 1981; Keli

et al., 1997).

Os AGCC, representados pelo butirato, acetato e propionato, sdo formados a
partir da fermentacdo de fibras vegetais dietéticas e carboidratos pelas bactérias
anaerobicas existentes na luz intestinal (Clostridium sp., Eubacterium sp,
Fusobacterium sp.), e representam a principal fonte de energia para os colonécitos
(Roediger et al., 1980; Soergel et al., 1994; Jargensen et al., 1997) respondendo por
aproximadamente 80% das necessidades energéticas da mucosa célica (Roediger ,
1990). Em segmentos derivados do célon, a auséncia do bolo fecal impede a formagao
dos AGCC, bem como sua absorcao e utilizagcao pelas células epiteliais. Os AGCC

determinam maior fluxo sanglineo para a parede intestinal, pela diminuicdo da



resisténcia das arteriolas do colon e reto, promovem aderéncia entre os colonécitos,
aumentam a absor¢ao de s6dio e agua, estimulam o crescimento normal das células
do epitélio colico, influenciam a motilidade célica e favorecem a cicatrizagao de lesées
da parede intestinal (Mortensen et al., 1991; Kissmeyer-Nielsen et al., 1994; Pinto et
al.,, 1999). Os AGCC exercem papel protetor no desenvolvimento de neoplasias, em
virtude de sua agéo antiproliferativa interferir no processo de diferenciacdo celular
favorecendo a apoptose (Velasques et al., 1997). Nos segmentos desprovidos de
transito intestinal, a glutamina, substrato energético secundario para essas células,
fornecida principalmente pelo suprimento sanguineo passa a ser primordial, podendo

ser utilizada preferencialmente a glicose como fonte energética (Roediger, 1982).

O diagnéstico da CE é feito pelo exame histopatoldégico de fragmentos da
mucosa célica obtidos durante exames endoscépicos. A endoscopia, a mucosa do
coélon excluso pode apresentar desde aspecto macroscopicamente normal até graus
diferentes de inflamagcdo com eritema, friabilidade, erosdes com sangramentos
espontaneos, edema ou polipos inflamatérios (Giardiello et al., 1995; Edwards et al.,
1999). Nos casos mais graves ocorre formagdo de Ulceras aftéides praticamente
indistinguiveis daquelas encontradas nas doencgas inflamatdrias intestinais (Korelits et
al., 1985). Tais aspectos, sobretudo naqueles enfermos submetidos as derivagoes
intestinais decorrentes de complicacbes de doencas inflamatérias intestinais, torna
problemético o diagnéstico diferencial entre crises de exacerbagdo da doencga
inflamatéria pré-existente ou desenvolvimento da CE, dificultando a indicagdo de

restabelecimento do transito intestinal (Kiely et al., 2001).

A partir de sua descricao inicial, estudos vém demonstrando os principais
aspectos clinicos, endoscopicos e terapéuticos relacionados a CE (Glotzer et al., 1981;
Geraghty e Talbot, 1991; Giardiello et al., 1995, Habr-Gama et al., 1997; Edwards et
al., 1999, Kiely et al.,, 2001; Barreto Neto et al., 2002). Todavia, as alteragdes

histopatolégicas da parede do célon desprovido de transito intestinal ainda



permanecem com aspectos controvertidos (Geraghty e Talbot, 1991; Edwards et al,
1999). Avaliagbes realizadas em bidpsias do célon excluso demonstram uma
variedade de alteragdes histoldgicas, ndo se encontrando padrdo caracteristico para a
CE (Geraghty e Talbot, 1991). Os achados mais comumente descritos incluem
inflamagéo crdnica inespecifica, com ou sem formagédo de abscesso em criptas,
hiperplasia linféide nodular difusa, criptite, infiltrado de linfécitos e presenga de alguns
neutrofilos na IAmina propria e deplecao de mucina no epitélio mucoso (Lopes-Paulo,
2002). O infiltrado inflamatério € composto principalmente por células plasmaticas com
pequeno numero de linfécitos, macrofagos e eosindfilos, estando usualmente
confinado a mucosa e estendendo-se, mais raramente, a submucosa (Roediger et
al.,1990, Geraghty e Talbot, 1991). Ulceras aftéides, abscesso e distorcdo da
arquitetura das criptas e metaplasia das células de Paneth sao alteracdes encontradas
nos casos mais graves (Geraghty e Talbot, 1991; Kiely et al., 2001). A maioria dessas

alteracoes regridem completamente apds restabelecimento do transito intestinal.

O estudo das alteragdes histopatolégicas encontradas na CE geralmente é feito
de forma subjetiva, dependendo e variando com a experiéncia do patologista na
analise dos espécimes. A possibilidade do emprego de método de analise de imagem
que permita avaliacdo objetiva na interpretacdo das alteracbes, possibilita maior
fidedignidade quanto aos resultados obtidos, uniformizando a descricdo dos diferentes
aspectos histopatolégicos. Variaveis passiveis de avaliagdo quantitativa tais como
comprimento das criptas colicas, espessura da diferentes camadas da parede
intestinal, quantidade de células caliciformes, podem ser determinadas objetivamente,
possibilitando conclusées mais precisas. A andlise de imagem assistida por
computador vem sendo utilizada com varios objetivos e apresenta como vantagens,
em relacdo aos métodos convencionais, a avaliacdo quantitativa das estruturas
microscopicas de forma objetiva e rapida (Martinez et al., 2002, Priolli et al., 2003).

Poucos estudos avaliaram as alteragées inflamatoérias na parede colica de segmentos



intestinais desfuncionalizados por métodos morfométricos de andlise (Kissmeyer-

Nielsen, 1994, Biondo-Simoes et al., 2000; Lopes-Paulo et al., 2002).
5.2.1 AS CAMADAS DA MUCOSA COLICA

O comprimento das criptas da mucosa célica ja foi mensurado em seres
humanos e animais com CE (Geraghty et al., 1991; Keli et al., 1997). A analise de
aspectos histopatolégicos encontrados em 15 doentes com CE verificaram que em
53,3% dos casos havia atrofia das criptas intestinais e que em 80% deles
encontravam-se distor¢coes na arquitetura normal (Geraghty et al., 1991). Ao estudo de
segmentos intestinais de ratos desprovidos de transito intestinal por seis e 17
semanas, evidenciou reducdo significativa na altura das criptas da mucosa célica no
segmento intestinal excluso de trénsito, relacionando tal redugdo ao tempo de
exclusao (Keli et al., 1997). A partir de medidas executadas com o auxilio de programa
de andlise de imagem assistida por computador, pode-se verificar significante redugao
na altura das criptas nos segmentos célicos de ratos desprovidos de transito intestinal
(Lopes-Paulo et al., 2002). Constataram ainda que, nos segmentos sem transito
intestinal, o volume parcial da mucosa era significativamente menor no grupo derivado,
quando comparado ao grupo controle. Em outro estudo, os autores verificaram que
havia significante reducao de peso da mucosa célica: 10% ap6s uma semana, 21%
apoés duas semanas, 37% apoés quatro semanas e 31% apo6s 12 semanas de exclusao
de transito intestinal (Kissmeyer-Nielsen et al., 1994). Ao relacionarem a atrofia da
mucosa a da lamina prépria e a muscular da mucosa verificaram redugéao de 41% do
peso no epitélio apds quatro semanas e, 48% apds 12 semanas. Foi descrito que a
atrofia da camada mucosa é significativa apdés duas semanas de derivacao,
alcangando um pico apds quatro semanas, quando, a partir de entdo, se estabiliza
(Roediger, 1990). Entretanto, cabe lembrar que em nenhum destes estudos é possivel
assegurar a auséncia de conteudo fecal no coélon excluso, pois ndo foi descrita a

limpeza mecénica antes da confeccao da derivacgao.



No presente estudo a limpeza mecénica foi sempre realizada e encontrou-se
redugdo significativa no comprimento das criptas da mucosa célica ao se comparar
segmentos providos e desprovidos de transito intestinal, independente do tempo de
exclusao. Demonstrou-se que no colon desprovido de transito ap6s seis semanas de
exclusdo, havia significativa reducdo no comprimento das criptas coélicas que
alcangava seu menor valor apds 12 semanas. Nos animais submetidos a exclusdo de
transito por 18 semanas, apesar do comprimento das criptas aumentarem,
permaneciam ainda com valores inferiores aos encontrados nos animais com seis
semanas de exclusdo. Nao foi possivel mostrar correlagéo significante entre o tempo
de exclusdo e a reducdo nos valores das criptas. Talvez este fato decorra da
progressiva recuperagéo do comprimento das criptas nos animais com 18 semanas de
exclusdo, que pode ser secundario ao aumento da congestao vascular nos animais
submetidos a 18 semanas de exclusdo. A congestdo vascular pode aumentar o
fornecimento de glutamina ao segmento excluso, determinando uma recuperagao
parcial do comprimento das criptas célicas. Estudos vém propondo a irrigacdo do
coélon excluso com solugdes ricas em AGCC ou a reconstrucao do transito intestinal
precoce, que podem reverter significativamente a atrofia das criptas célicas. (Neut et

al., 1995; Kiely et al., 2001; Oliveira-Neto et al., 2004, Nassri et al., 2008).

Verificou-se um aumento na espessura da camada muscular da mucosa ao se
comparar segmentos providos e desprovidos de transito intestinal, independente do
tempo de exclusdo considerado. Demonstrou-se que nos segmentos exclusos de
transito havia, entretanto, significativa redugéo na espessura da camada muscular da
mucosa, ao comparar os animais submetidos a exclusdo por seis e 12 semanas,
quando a partir de entdo a espessura da camada estabilizava-se. Nao se encontrou
correlacdo entre o tempo de exclusédo e a espessura da camada muscular da mucosa.

Nossos achados encontram-se de acordo com estudo semelhante que, mensurando o



peso da camada muscular da mucosa encontrou reducdo de 34% apo6s 12 semanas

de derivacao (Kissmeyer-Nielsen et al., 1994).

Estudando o peso da camada submucosa, pesquisadores ndo encontraram
variagoes de peso em segmentos desprovidos de transito intestinal (Kissmeyer-
Nielsen et al., 1994). Em contraposi¢ao, analisando o volume da submucosa verificou-
se aumento de volume significante no grupo submetido a derivacdo do transito
intestinal quando comparado ao grupo controle (Lopes-Paulo, 2002). Da mesma
forma, outros estudos sobre os aspectos histopatolégicos da colite p6és-derivagao no
homem, descreveram um possivel aumento do tecido conjuntivo na submucosa, que
poderia estar relacionado a este aumento (Ma et al., 1990). Tais achados coroborram
com nossos resultados, pois no presente estudo verificou-se, ao comparar segmentos
com e sem ftransito intestinal, que ocorria aumento significativo na espessura da
camada submucosa no segmento desprovido de transito, que se apresentava

relacionado ao tempo de exclusao, atingindo seu maior valor ap6s 18 semanas.

Estudando a espessura da camada muscular prépria em segmentos de célon
providos e desprovidos de transito, autores descreveram aumento significativo nos
segmentos excluso de transito intestinal (Violi et al., 1998). Porém de modo distinto,
outro experimento identificou a reducdo de até 48% na espessura da camada
muscular prépria, nos segmentos exclusos de transito intestinal quando comparados
aos segmentos onde o transito encontrava-se preservado (Kissmeyer-Nielsen et al.,
1994). No presente estudo durante a remogado dos espécimes verificou-se,
macroscopicamente, que o célon desprovido de transito se apresentava contraido e
com reducdo do seu diametro e comprimento longitudinal. Esta constatacdo foi mais
evidente nos animais com 18 semanas de derivagcdo de transito intestinal. Ao se
comparar segmentos providos e desprovidos de transito intestinal, verificou-se que a
camada muscular propria do segmento excluso de transito reduzia sua espessura

apds 12 semanas, retornando a valores préximos aos encontrados com seis semanas,



apds 18 semanas de exclusio. Constatou-se que a variagdo na espessura da camada
muscular no segmento sem ftransito intestinal apresentava-se inversamente
relacionada ao tempo de exclusdo. E possivel que esta regressdo da espessura da
camada muscular se deva a redugdo macroscopica dos segmentos desprovidos de

transito.
5.2.2 EROSOES E ULCERAQ()ES DA MUCOSA INTESTINAL

Um dos aspectos endoscopicos mais evidentes na CE é a presenca de erosdes
e ulceracbes da mucosa intestinal, que podem facilitar a migracido de antigenos
intraluminares para a corrente sangiiinea. Autores acreditam que a absorcdo de
antigenos pela mucosa ulcerada do colon excluso possa levar a sintese de anticorpos
anti-mucosa célica, desencadeando alteragées inflamatérias no célon provido de
transito intestinal, semelhantes as encontradas na colite ulcerativa (Lim et al.,1999).
Estudos experimentais vém demonstrando que modificagdes na arquitetura normal da
mucosa célica, em segmentos desprovidos de transito, podem ocasionar alteragdes na
barreira intestinal, apesar desta alteracdo ndo aumentar necessariamente a
translocagao bacteriana (Pinto Janior et al., 2007). Estudos em humanos demonstram
a presenca de alteracbes da mucosa intestinal em 100% dos doentes estudados,
relacionando-as ao tempo de exclusao (Glotzer et al., 1981). Todavia, outros autores
s6 encontraram lesdes na mucosa coélica em 76% e 53,3% dos casos (Geraghty et al.,
1991; Orsay et al.,, 1993). Estudos experimentais encontraram modificagcbes na
superficie epitelial nos segmentos exclusos somente em animais submetidos a 17
semanas de exclusdo de transito, sem contudo, haver relagdo significante com o
tempo de exclusdo (Keli et al.,, 1997). A presenca de Ulceras superficiais foram
descritas em 31,43% dos segmentos intestinais estudados, referindo
comprometimento apenas da camada mucosa, que ndo se encontravam relacionadas
ao tempo de exclusao (Biondo-Simoes et al., 2000). Apesar da integridade da mucosa

célica ndo ser considerado um achado frequente na CE em ratos, no presente estudo



foi possivel verificar que apds 12 semanas de exclusdo houve aumento no nimero de
erosdes e ulceragcdes da mucosa célica que se encontrava relacionada ao tempo de
exclusdo de transito intestinal. Em trés animais, submetidos a derivacdo por 18
semanas, identificou-se formacao de ulceras profundas que atingiam a muscular da
mucosa. Os diferentes achados na literatura podem ser explicados pelos diferentes

tempos de exclusdo e metodologia de analise considerada.
5.2.3 A CONGESTAO VASCULAR

A presenga de congestao vascular na lamina prépria € considerada como sinal
sugestivo de inflamacao (Keli et al., 1997). Nao obstante a quantificagdo da congestao
vascular ser dificil de mensurar, sua identificacdo pode reforcar a presenca de
inflamagéao. Estudo experimental demonstrou que em segmentos do célon desprovidos
de ftransito intestinal existe aumento significativo na congestdo de vasos da
submucosa quando comparado aos segmentos com transito preservado (Keli et al.,
1997). Aumento significativo do volume parcial da submucosa foi constatado no
segmento do célon desprovido de transito intestinal, atribuindo este achado a possivel
aumento de tecido conjuntivo e congestao vascular na submucosa (Lopez-Paulo et al.
2002). Diferente disso, em estudo semelhante nédo foi encontrado variagdo no peso da
camada submucosa em segmentos desprovidos de transito (Kissmeyer-Nielsen et al.,
1994). No presente estudo, verificou-se ao comparar segmentos com € sem transito
intestinal, que ocorria aumento significativo na espessura da camada submucosa no
segmento desprovido de transito, que se apresentava relacionado ao tempo de
exclusdo, atingindo seu maior valor apés 18 semanas. Nao se encontrou aumento da
congestdao vascular da submucosa quando se comparou segmentos providos e
desprovidos de transito. Todavia, a congestao vascular da submucosa se encontrava
relacionada ao tempo de exclusdo, a presencga de infiltrado inflamatério e ao aumento

de espessura da camada submucosa.



5.2.4 AS CELULAS INFLAMATORIAS

A infiltragcao de células inflamatérias na lamina propria € um achado frequente
na CE. A quantificagdo do infiltrado inflamatério da Iamina prépria é passivel de
ceticismo, pelo fato de existir na mucosa célica normal algum grau de infiltrado (Keli et
al., 1997). Com o objetivo de diminuir a subjetividade desta interpretacdo alguns
autores propuseram a analise quantitativa e qualitativa das células presentes no
infiltrado inflamatério (Jenkins et al., 1988). No presente estudo optou-se por
considerar-se de forma conjunta varidveis normalmente consideradas na
caracterizacao do processo inflamatério. Ao adotar a escala de graduagao, analisando
conjuntamente as principais alteragcdes encontradas no processo inflamatério, foi
possivel observar maior atividade inflamatéria no colon desprovido de transito, apds 12
e 18 semanas de exclusido. Verificou-se ainda que a graduacao inflamatéria e o grau
de inflamagdo encontravam-se relacionadas ao tempo de exclusdo de transito

intestinal.

A CE é enfermidade que apresenta sintomatologia incapacitante para o doente
submetido a derivacao intestinal, muitas vezes tornando-o recluso e afastando-o do
convivio social (Roe et al., 1993). Ao considerar que a indicagao de cirurgias de desvio
de transito intestinal vem aumentando progressivamente como consequéncia da
incidéncia cada vez maior do cancer e dos traumatismos abdominais, uma parcela
cada vez maior da populagcédo estara sujeita ao desenvolvimento da CE. Soma-se a
este fato estudos demonstrando que somente a metade dos doentes portadores de
estomias tem seu trénsito intestinal restabelecido (Habr-Gama et al., 1997). A
possibilidade de conhecer todas as alteragdes histolégicas envolvidas na CE, e de
estudar objetivamente a melhora do padrdo histolégico da CE ap6s diferentes
estratégias medicamentosas, torna importante o melhor conhecimento das alteracées
histolégicas encontradas na doenga. Assim sendo, acreditamos que o presente estudo

vem ao encontro destas aspiracoes.



6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo nas condicbes experimentais em que foi

realizado permitem concluir que:

1. O modelo experimental proposto mostrou-se valido para o desenvolvimento

da colite de exclusao em ratos.

2. Existe reducdo na altura das criptas coélicas da mucosa ao comparar 0s

segmentos providos e desprovidos de transito intestinal.

3. Ocorre aumento da espessura da camada muscular da mucosa ao comparar
os segmentos providos e desprovidos de transito intestinal, independente do tempo de

exclusao fecal.

4. Existe aumento na espessura da camada submucosa ao comparar 0s
segmentos providos e desprovidos de transito intestinal, independente do tempo de

exclusdo fecal.

5. Ocorre aumento na espessura da camada muscular prépria ao comparar 0s
segmentos providos e desprovidos de transito intestinal, apds seis e 18 semanas de

excluséo fecal.

6. Existe a formacido de Ulceras mucosas nos segmentos desprovidos de

transito intestinal relacionadas ao tempo de excluséo.

7. Nao se encontrou aumento da congestdo vascular da submucosa ao

comparar segmentos providos e desprovidos de transito intestinal.

8. Existe maior atividade inflamatéria nos segmentos exclusos de transito fecal

que se encontra relacionada ao tempo de exclusao.

9. A presenca de ulceragbes da mucosa, congestdo vascular, infiltrado
inflamatério e graduacao inflamatéria foram variaveis relacionadas ao tempo de

exclusao intestinal.
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ANEXO Il — Médias das variaveis estudadas, obtidas através da morfometria

computadorizada, considerando os grupos e subgrupos (experimental

controle) e o tempo de estudo.

ESPESSURA DAS CRIPTAS COLICAS

Seis semanas 12 semanas 18 Semanas
Grupo controle
28,47 um 26,9 um 24,85 um
Com Transito Intestinal
29,95 um 26,26 um 26,12 um
Sem Transito Intestinal
20,75 um 17,21 um 19,16 um
ESPESSURA DA SUBMUCOSA
Seis semanas 12 semanas 18 Semanas
Grupo controle
14,72 um 11,42 um 12,9 um
Com Transito Intestinal
13,23 um 10,29 um 13,4 um
Sem Transito Intestinal
21,37 um 19,5 um 24,97 um

MEDIA DOS VALORES DA ESPESSURA DA MUSCULAR DA MUCOSA

Seis semanas 12 semanas 18 Semanas
Grupo controle
4,83 um 3,69 um 3,63 um
Com Transito Intestinal
5,54 um 4,5 um 3,91 um
Sem Transito Intestinal
8,22 um 6,86 um 7,63 um

MEDIA DOS VALORES DA ESPESSURA DA MUSCULAR PROPRIA

Seis semanas 12 semanas 18 Semanas
Grupo controle
34,68 um 33,66 um 33,63 um
Com Transito Intestinal
29,55 um 26,41 um 21,83 um
Sem Transito Intestinal
37,44 um 24,32 um 32,73 um

um = micrémetros




