Beatriz Deoti

ESTUDO MORFOLOGICO E IMUNO-HISTOQUIMICO DO PLEXO MIENTERICO
DAS VALVULAS CONFECCIONADAS NO COLO DE RATOS SUBMETIDOS A
AMPUTACAO ABDOMINOPERINEAL E COLOSTOMIA PERINEAL

Faculdade de Medicina
Universidade Federal de Minas Gerais
Belo Horizonte — Minas Gerais
2011



Beatriz Deoti

ESTUDO MORFOLOGICO E IMUNO-HISTOQUIMICO DO PLEXO MIENTERICO
DAS VALVULAS CONFECCIONADAS NO COLO DE RATOS SUBMETIDOS A
AMPUTACAO ABDOMINOPERINEAL E COLOSTOMIA PERINEAL

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e a
Oftalmologia da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais como requisito parcial para
obtencg&o do grau de Doutora em Medicina.

Linha de pesquisa: Motilidade Digestiva (0303)
Orientador: Alcino Lazaro da Silva
Co-orientadora: Rosa Maria Esteves Arantes

Faculdade de Medicina
Universidade Federal de Minas Gerais
Belo Horizonte — Minas Gerais
2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Reitor: Prof. Clélio Campolina Diniz

Vicerreitor: Profa. Rocksane de Carvalho Norton

Pro-reitor de Pds-Graduagdo: Prof. Ricardo Santiago Gomes
Pro-reitor de Pesquisa: Prof. Renato de Lima dos Santos

FACULDADE DE MEDICINA

Diretor: Prof. Francisco José Pena

Vice-Diretor: Prof. Tarcizo Afonso Nunes

Coordenador do Centro de P6s-Graduacao: Prof. Manuel Otavio da Costa Rocha
Subcoordenador do Centro de Pds-Graduagdo: Profa. Tereza Cristina de Abreu Ferrari

Chefe do Departamento de Cirurgia: Prof. Marcelo Eller Miranda

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A
OFTALMOLOGIA

Prof. Marcelo Dias Sanchez

Profa. lvana Duval de Aradjo

Prof. Edson Samesima Tatsuo

Prof. Alcino Lazaro da Silva

Prof. Tarcizo Afonso Nunes

Prof. Marcio Bittar Nehemy

Prof. Marco Aurélio Lana Peixoto

Livia Garcia Ferreira — Representante Discente Titular

Marcella Lobato Dias Consoli — Representante Discente Suplente



Tese apresentada para defesa, perante a Banca examinadora, constituida pelos professores:

Alcino Lazaro da Silva — Orientador — UFMG

Rosa Maria Esteves Arantes — Co-orientadora — UFMG

Viviam Rezende — UFMG

Virginio Candido Tosta de Souza — UNIVAS

Paulo Roberto Corsi — FMSCSP

Alberto Schanaider — UFRJ



HOMENAGEM

Aos Pacientes

“Sujeitos do nosso trabalho”, que nos motiva, nos impulsiona, nos
mobiliza, nos desafia..., pois confiando, com sua entrega de corpo e alma
espera no tratamento proposto a continuidade da vida

“Nascemos para o encontro com o outro
e ndo o seu dominio...”

Hélio Pellegrini



DEDICATORIA

Ao Antdnio,

Meu esposo que, por amor, assumiu uma atitude de apoio, de forma
plena, deixando fluir a felicidade que h4 em mim nascida de lutas, de
conquistas e prazeres. O amor nasceu e juntos conseguimos ir mais longe.
Dividiu comigo a sua histéria e me ajudou a construir a minha. Hoje mais
do que nunca somos dois. “S6 quem ¢ livre é capaz de se comprometer.”

“O amor ndo tem nada a ver com o que esperas conseguir,
apenas com o que esperas dar; quer dizer tudo.”

Katherine Hepburn



AGRADECIMENTOS

A Professora Rosa Maria Esteves Arantes
Como co-orientadora é exemplo estimavel de acolhimento e ajuda,
mostrou-me que ainda existe coracdo na adversidade do mundo. Minha

eterna gratid&o.

“Mais que escassez de meios,
h& a miséria de vontade.

Para a obra cientifica,

0S meios sdo quase nada

e 0 homem é quase tudo.”

Ramon y Cajal

Ao Professor Alcino Lazaro da Silva, meu pai, meu orientador e Ana
Maria Deotti e Silva, minha mée, a quem reverencio amo e admiro,
porque ha neles a presenca de Deus: existe coragem, solidariedade,
simplicidade e humildade ndo expressas por palavras, mas por exemplos.

“Orientar nao ¢ somente preocupagao

com a produgdo de uma boa tese,

mas também com a transformacéo

do orientando em pesquisador independente.”

Saul Goldenberg

“Preciso despir-me do que aprendi

Preciso esquecer 0 modo de lembrar que me ensinaram
E raspar a tinta com que me pintaram os sentidos
Desencaixotar as minhas emogdes verdadeiras
Desembrulhar-me e ser eu.”

Fernando A.N. Pessoa

A Carla Deotti Silva Barbosa, minha irma que de forma cimplice se
envolveu neste mundo do digitar sem fim, concretizando o sonho com
uma refinada tecnologia

“A alian¢a do idealismo de Quixote
ao bom senso de Sancho.”

Ramon y Cajal



Ao Marcelo Deotti e Silva, meu irméo que no seu siléncio ajudou-me no
sentido real das interpretacdes

“Calar diante do mistério que ndo entendemos
¢ sabedoria...”

Autor Desconhecido

A Béarbara e André, meus filhos, que no dia a dia, ensinam-me a
transcender os limites impostos pelo meio, a superar os interditos e a
projetar-me sempre num mais além, fazendo-me aceitar o desafio de
aprender que: para mudar o futuro sé depende de mudar a maneira como
Se pensa o presente.

"Filho € um ser que nos emprestaram
para um curso intensivo

de como amar alguém além

de nds mesmos, de como mudar nossos
piores defeitos para darmos

0s melhores exemplos.

Ser pai ou mée é o maior ato

de coragem que alguém pode ter,
porque é se expor a todo tipo de dor,
principalmente da incerteza

de estar agindo corretamente.”

José Saramago

Alessandra Deoti e Silva

Ana Carolina Parussolo André

Prof. Anténio Lacerda Filho

Breno Cotta Coelho

Céamara Departamental da Faculdade de Medicina — UFMG
Camila Franyffe Campos

Colegas do Hospital “Cristiano Machado”

Colegas do Instituto Mario Penna — Unidade Luxemburgo
Comité de Etica em Pesquisa animal - CETEA

Coordenacao do Programa de P6s-Graduacédo em Ciéncias Aplicadas
a Cirurgia e Oftalmologia

Cristiane de Souza Bechara

Darci Ribeiro

Débora Hugo Pacheco

Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina — UFMG
Derlin Severiano de Paula

Diogo de Oliveira Lopes Ferreira Santos

Dr. Paulo Afonso de Miranda

Eduardo Barbosa Coelho Neto



Elmo de Paula Campos Junior

Elza Helena de Almeida Hugo

Fernando Henrique Pereira

Funciondrios da Biblioteca da Faculdade de Medicina — UFMG

Funcionarios da Faculdade de Medicina — UFMG

Funcionarios da P6s-Graduacao em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e
Oftalmologia

FUPEC

Gil Patrus Mundim Pena

Isabel Cristina Costa e Silva

Johnny Hayck Correa

Prof. José Carlos Corréa

Prof. José Carlos Nogueira

Kelly Cristine de Lacerda Rodrigues Buzzatti

Magda Maria Profeta da Luz

Marcelo Moreira de Jesus

Prof. Andy Petroianu

Profa. Elizabeth Ribeiro da Silva

Profa. Marilles Porto Mattos

Profa. Virginia Hora Rios Leite

Prof. Rodrigo Gomes da Silva

Prof. Sérgio Alexandre da Conceicao



EPIGRAFE

“E essencial convencer-nos da prioridade da ética sobre a técnica, do
primado da pessoa sobre as coisas, da superioridade do espirito sobre a
matéria. A causa do homem sO sera servida se o conhecimento estiver
unido a consciéncia. Os homens da ciéncia s6 ajudardo realmente a
humanidade se conservarem o sentido da transcendéncia do homem sobre
o mundo e de Deus sobre 0 Homem.”

Beato Papa Jodo Paulo 11



INDICE

1 INTRODUGAO ottt ettt ettt ettt 1
2 REVISAO DA LITERATURA e sessis s asas s s 7
3 OB UIE T IV Ottt bbbt b e bbbttt 11
B4 METOD Ottt sttt sttt 13
N 0114 YOO TP PRSPPSO 14
o =T (=14 o TSSOSO TP PRSPPSO 14
4.3 Delineamento EXPerimental............ccooiviiiiiiic ittt e 14
G I N 0410111 - WP PP PP UUROTROURRURPN 14
4.3.2 Pré-0peratOrio IMEGIAL0............civiueiriiieiie ettt 15
4.3.3 ALO OPEratOrio € ANESTESIA ......cuviveririiirieirieieeie ettt sttt et b et sb bbbt 15
4.3.3.1 Grup0 SIMUIAAO (GS)...cuireeeieiieieiisi sttt ne s 15
4.3.3.2 Grup0 AMPULAAD (GA) ...eeueeieieiieieiesit sttt b e bt 16
4.3.3.3 Grupo Amputado com VAIVUIA (GACV) ....c.ociiiiiieieet e 17
4.3.4 COINEita A0 IMALEIIAL.........eeieie ettt e sre s e naenre e e e 23
4.3.4.1 FiXaGa0 O MALEITAL........ccveiiiiiiieiiei e 25
4.3.4.2 Processamento Histoldgico € MICIOLOMIA ..........ccueirieirieiiiiiesie s 25
I I 0] (o] = Yo T J OO PTRSSPRPR 27
2) HEMALOXITING € EOSING .....cviiiiiieiie ettt st st e st et e et e s be s te et e s beeneesbeeteesbesbeenre e 27
D) TrICrOMICO A8 GOMONT . .viuviivieiiite ettt sttt st e e e be e te e sb e s ta e st e sbeeteesbesneebestaeneeeas 27
¢) Imuno-histoquimica Produto GE&nico Proteic0 9.5.........cccciiiiiiciiciec e 27
4.3.4.4 Microscopia Descritiva e Analise Morfomeétrica ..........ccoocoveiieiiie i 28
a) Medida da Espessura da Parede INteStiNal ............ccoooviiiiiiiiii e 29
b) Densidade de Elementos Nervosos Produto Génico Proteico 9.5 positivo..........ccccceeveveeccieenenne. 30
c) Area de Tecido Conjuntivo da Parede Intestinal corado por Tricrdmico de GOMOri ....................... 32
4.4 ANAIISE ESTALISTICA ....vvveiveeieiieierieee ettt sttt ettt sbe st et et e e neereens 33
D R E S UL T AD O et e et e b e e st e e et e e s et e e sate e e saeeessteestaeesaneeans 34
LI AV o] = T PO P P OUPPPUPRUPR 35
5.2 Numero de Pontos por Valvula e Abertura da MUCOSA...........ccocueiierierieieieieese e 35
TR I\ [ od (1Sl oTo] o - USSP PP RPPROR 36
5.3.1 Aspectos HistopatolOgiCOS DESCIILIVOS ........cveueieuirieiirieiiiieisie st 36
5.3.1.1 Segmento Intestinal Caudal ............coiiiiiiiiiii s 36
5.3.1.2 Segmento INtestinal Cranial............ccoiiiriiiiiiiee s 41
5.3.2 Aspectos Histopatol0gicos QUANLItALIVOS. ........coveuirieririiicieiseiee s 43

5.3.2.1 Espessura da Parede INTESTINAL.............ccoiiiiiiiieics s 43



5.3.2.2 Densidade dos Elementos Nervosos Produto Génico Proteico 9.5 POSItiVO .........cooeevvvveeeeenn, 43

5.3.2.3 Area do Tecido Conjuntivo da Parede Intestinal (Colorag&o por Tricrémico de Gomori)...... 46
B D IS CUSSAOD ettt ettt 47
6.1 ASPECLOS GBIAIS. .....ueieiiitistestet ettt ettt b ettt s bt b e bt e st e e e bt e b e s bt e b e b e b n e e are s 48
TR AN 1011 i - T TRV UURTOUROURUURTPN 48
I @] o =] - Tov: [0 ST PSS S TR PP PP PPPTRPRURPN 48
6.2 Papel Funcional da Valvula — SEromiotOmMI@.........ccoeiiiiiiiiiiiiceiee e 49
6.2.1 MiICrOSCOPIA DESCIILIVA ....ecvviveeiieiie ettt sttt et e st et e st e e ra e besneetesreeneeneas 51
I A o1V ] - W SRR RTSRN 53
6.2.3 PIEXO IMHENTEIICO ...ttt et b bbbttt ettt bt ene b 57
R I T o =T (V7 SRS 60
7 CONCLUSAO oot 62
8 REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS coioiceeeeeeeeeeeeeeeeeesiesenes s 64
APENDICE A ..ottt 71
APENDICE B ...ttt 72
APENDICE C ..ottt 74
F N 2T {0 (] =3 o PO 75
APENDICE E....vovee ettt sttt s sttt sttt e ettt 76
I o= N [ =TT 80
9.1 RESUIAAOD CHIUIGICO. . .evveiieiete ettt ettt b ettt et 80
9.1.1 Pré, trans € POS-OPEIALOIIO. ......cveuiieririeiiitetiriei sttt ettt sttt bbbt et eb et 80
TR oo RSP OUROTR TSR 81

TR BV - Tox (0K Tol ] o] £ S TS S TSSOSO TR TP PTPTPPPURPN 83



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Detalhe da sutura em bolsa com fio de Seda..........cccceveiiiii i e 16
Figura 2A — Dissec¢do romba com o quinto dedo até a vértebra COCCIgea. .......ovevvvvvvivereieiieieeienns 17
Figura 2B — Arcada mesoCOliCa PreSErVata. ..........ccccveiveiieiiiiiiie et esee e st raesaesresnaenre 18

Figura 3 — Detalhe da arcada mesocolica (seta fina). Colo descendente

com replecao fecal (SEta [arga). .....ocvive e e 18
Figura 4 — Preparo do segmento intestinal para confec¢do das valvulas. ............ccccovviveveiiiiciieciennn, 19
Figura 5 — Secc¢do da seromuscular, com exposi¢cdo da mucosa (seta fina),

e preservagao da arcada (SETA GrOSSA). .....uuurerrerrerrerrereieiesieare st s sr et sbesr e enn e 19

Figura 6 — Injecdo de solugéo salina, via anal, para verificar a existéncia

ou n&o de perfuracdo na area da SEromMiotoMIa (SELA)........ceeverererereririririeere e 20
Figura 7 — Passagem do fio nas bordas da seromiotomia (SEta)............ccverervereerrinienenienesieeee s 20
Figura 8 — Fio passado na seromuscular seccionada com mucosa exposta (Seta)...........ccoerervervevrnnnn 21
Figura 9 — Trés valvulas confeccionadas no colo descendente (SEtas)........ccoverrerveninereenieiesieennnns 21

Figura 10 — Esquema ilustrativo das etapas do procedimento de confecgédo

da seromiotomia que da origem as valvulas. Visdo do limen. A=seromiotomia;

B=sutura; C=pontos nodados®. Proposta iNiCial. ...........c..cc.eeeeerererreerssreeeeessesseeseessesseeseesses s, 22
Figura 11 — Visdo da colostomia perineal, que fica exposta sob a pinca

hemostatica na regido onde o intestino foi suturado junto a pele. ........cccoveveieiecicie i, 23
Figura 12 — Segmento de 9cm dividido em dois segmentos de 3cm denominado

cranial (a esquerda) e 6cm denominado caudal (a direita) respectivamente,

colocados sobre papel filtro, com a camada serosa para baixo. As setas

identificam o sentido que o material foi enrolado — de caudal para cranial. ...............cccecevveiennins 24
Figura 13 — Rolos dos segmentos de 6¢cm do intestino de ratos do Grupo Amputado

com Valvula (acima) e Grupo Amputado (abaixo) apds imerséo no fixador

de Bouin. Visao lateral do rolo (SELA). .......cucvueiiciiiiii ettt 25
Figura 14 — Corte histolégico do rocambole de intestino. As marcas em vermelho

representam as valvulas, sendo a terceira a mais periférica. Barra = 3mm. ........c.cccooevvrninrinnnnn. 26
Figura 15A — Fotomicrografia da regido correspondente a uma valvula no rato

do Grupo Amputado com Valvula, mostrando o aumento localizado

da espessura da parede (linha preta), e a interrupc¢ao das camadas

musculares (Seta). AUMENTO A8 L0X.......cuiiiiriiirierieieieiee et 29
Figura 15B — Fotomicrografia do segmento caudal de um rato do Grupo

Simulado mostrando o0 método para fazer as medidas das espessuras

das camadas muscular total (MT), camada muscular circular

e externa (MI, ME), e serosa (SE). AUMENTO € 4X. ...ccucvveiieiiieeiieesiee e sie e seeesteeseeesee e s 29



Figura 16 — Método de digitalizacéo usado para medir automaticamente a area

da camada muscular circular (cor de rosa) mensurada em pm?e delimitada

pela méscara azul. A area produto génico proteico positiva dos axdnios apds

digitalizag&o foi evidenciada pelos pontos em verde. AumMento de 10X.......cccccvvverevveeeniesnenennn 31
Figura 17 — Método usado para medir a area corada por Tricromico de Gomori,

indicativa da presenca de tecido conjuntivo (areas verdes) distribuidas

em toda a espessura da parede. AUMENTO A& 4X. .....ovvereiriiiiiiise e 33
Figura 18 — Aspectos histopatoldgicos do segmento caudal da parede intestinal

dos Grupo Simulado (A e B), de aspecto normal e Grupo Amputado (C, D),

apresentando espessamento da serosa (C, seta fina) na regido anatomicamente

similar & regido da confecgdo da valvula amostrada em E e F no Grupo Amputado

com Valvula. Note o espessamento da parede seromuscular na area de confeccéo

da valvula (E, seta grossa), bem como a interrupgéo de continuidade das camadas

musculares na area seccionada (F, seta fina) acompanhada de reacéo inflamatéria

crbnica da camada serosa (F, seta grossa). Mucosa preservada em todos 0s grupos.

Aumento 4x. Coloracéo: A, C, E (HE); B, D, F (Tricrdomico de GOMOri). ......c.ccocvverenerenreninnnens 37
Figura 19 — Aspectos histopatoldgicos das véalvulas (A-D), aumento 10x, e area adjacente

(E-F). Observa-se interrup¢do parcial das camadas musculares (A, area tracejada).

Tecido conjuntivo e vascular exuberante, representando cicatriz fibrosa (B, C, e detalhe).

Em B, observa-se tecido conjuntivo ao redor do espaco vazio (*) ocupado previamente

por fio cirurgico. A coloracdo pelo Tricrdmico de Gomori evidencia o tecido conjuntivo

e deposicao de colageno na cor verde-azulada (C, detalhe, seta). Infiltrado mononuclear

rico em células gigantes do tipo corpo-estranho (B, C, D, setas). Areas representativas

dos intervalos entre as valvulas, da parede intestinal, mostram estrutura preservada

e com pouca deposicdo de tecido conjuntivo (E e F). AUMENO 4X. ....ccevvvvereieiieseeiene e 39
Figura 20 — Expressdo de Produto Génico Proteico 9.5 na parede intestinal de animais

representativos dos Grupo Simulado (A, B, C), Grupo Amputado (D, E, F) e Grupo

Amputado com Valvula (G, H, ). Nota-se a presenca do plexo mientérico de forma

continua no Grupo Simulado (A) e Grupo Amputado (D) engquanto ha uma nitida

interrupcdo da continuidade dos elementos Produto Génico Protéico 9.5 — positivos

do plexo no Grupo Amputado com Vélvula (G), que se correlaciona com a area onde

a valvula foi confeccionada (G, Detalhe em HE). Neste grupo observa-se também

diminuicéo localizada da densidade de fibras nervosas intramusculares lisas da

parede intestinal, principalmente na camada muscular circular (setas H,1). A, D, G

(aumento 4x); B, E, H (aumento 10x), C, F, I (QUMENTO 20X).......cccerverrererininiirienieniesieseeeeeeieeas 40



Figura 21 — Aspectos histoldgicos do segmento intestinal cranial, proximal a regido
das valvulas no Grupo Simulado (A, B, C, J), Grupo Amputado (D, E, F, K),
e Grupo Amputado com Valvula (G, H, 1, L). Observa-se continuidade das camadas

serosa, musculares e submucosa, que apresentam estrutura preservada nos trés grupos.

No Grupo Amputado com Valvula (G) observa-se presenca de inflamagéo crénica
com reacdo giganto-celular do tipo corpo estranho na serosa (seta). A coloracao
pelo Tricrémico de Gomori (B, E, H) evidencia o tecido conjuntivo e deposi¢éo

de colageno em proporg¢des semelhantes entre os grupos. A expressao de Produto
Génico Proteico 9.5 (C, F, I, J-L) delineia os elementos do plexo nervoso de forma
continua e de distribuicdo semelhante nos trés grupos. A—I (aumento 4x). J-L
(aumento 10X). Coloragdes A, D, G (Hematoxilina Eosina); B, E, H

(Tricrdmico de Gomori); C, F, I, J, K, L (Produto Génico Proteico 9.5). .......ccccceveiviiiernnnne.

Figura 22 — Hérnia incisional na abertura da cavidade abdominal (seta).

Rato do Grupo SIMUIAAO. ........coiviiicieic ettt sae s
Figura 23 — Cibalos na luz intestinal (setas). Rato do Grupo Simulado............cccecevviieiieiieiennns
Figura 24 — Aspecto enrugado da mucosa, no sentido longitudinal............c.ccccooeviiiiiiiicicnienns

Figura 25 — Anus borrado de fezes pastosas (seta). Rato do Grupo Amputado............cc.cc.eveene..

Figura 26 — Colo fino e sem contetdo fecal no seu interior.

Rato do Grupo AMPULAAOD. .....cveveiieiiiiiiire bbb

Figura 27 — Infecgdo da coxa esquerda — grau avangado — determinado pela

exposicao de estruturas nobres (seta). Rato do Grupo Amputado com Valvula. ...................

Figura 28 — Animal anestesiado para coleta do material. Prolapso de maior grau

da colostomia. Fezes formadas. Rato do Grupo Amputado com Valvula................ccceeneeee.

Figura 29 — Aderéncias (seta) do aparelho reprodutor com o colo dilatado.

Rato do Grupo Amputado COM VAIVUIA. ........ccoceiiiiiiiiie e

Figura 30 — Abscesso encapsulado (seta cheia). Fios cirargicos (seta fina).

Rato do Grupo Amputado COmM VAIVUIA. ..........cccoiiiiiiiee e

....... 42

....... 83

....... 85

....... 86



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Causas de morte N0S ratos d0 GACY ..o 35
Tabela 2 — Anélise da densidade dos elementos nervosos PGP positivo

no segmento intestinal caudal N0 GS, GA, GACV ..o 44
Tabela 3 — Anélise das proporg¢des da densidade dos elementos nervosos

PGP positivo no segmento intestinal caudal N0 GS, GA, GACV ......cccooiviieieniiie e 45
Tabela 4 — Variaveis nimero de pontos por valvulae abertura

02 MUCOSA NO GACV ...ttt ettt e e ste s e e besse et e steeneesteeneenbeaneenee e 71
Tabela 5 — Abertura da mucosa por valvula nos ratos do GACV ... 71

Tabela 6 — Influéncia das variaveis nimero de pontos por valvula
e abertura da mucosa N0 ODIt0 A0S ANIMAIS .......ccverveieieiiisi et 71

Tabela 7 — Analise da espessura da camada muscular dos grupos

GS, GA, GACV, do segmento intestinal caudal.............cccovveieiiieiiiieiie i 72
Tabela 8 — Analise da espessura da camada muscular dos grupos
GS, GA, GACV, do segmento intestinal cranial ............cccccveiiiiieiiiieiie e 73

Tabela 9 — Analise estatistica comparativa entre grupos dois a dois
das médias das medidas da Camada SEMOSA.........c.erveirrieiririeesise et 73

Tabela 10 — Andlise do PGP no segmento intestinal cranial

NOS GrUP0S GS, GA, GACV oottt s et e e s e e e nre e e nsaeeateeesnaeean 74
Tabela 11 — Analise do TG no segmento intestinal caudal

NOS GrupoS GS, GA, GACV ..ot ettt et sbe e sae e b e e 75
Tabela 12 — Complicaces trans e pos-operatdrias dos animais

NO GS, GA, GACV ..t e st s e e st e e s be e e te e e ante e e sbeeesteeeanteeesnneeans 80
Tabela 13 — Anélise comparativa dos pesos dos ratos no pré-operatorio

NO GS, GA, GACV ..t e ettt s e e st e e s te e e te e e anbeeeabeeesteeeanteeesnnaeans 81

Tabela 14 — Analise comparativa dos pesos dos ratos no pré-operatorio

€ POS-0PEratOrio dOS trES GIUPODS ......veueieeriiteririesiete sttt sttt ettt b ettt ettt ne et 82
Tabela 15 — Comparagdo entre grupos 2 a 2 quanto ao ganho médio

de peso pOsS-0peratorio N0 GS, GA, GACV .....coii ettt 83



LISTA DE GRAFICO

Densidade dos elementos nervosos PGP positivo — seguimento intestinal distal



RESUMO

Colostomia abdominal definitiva ap6s amputacdo abdominoperineal € uma cirurgia
estabelecida, mas nédo é isenta de morbidades. A proposta de substituicdo a ela é a técnica da
colostomia perineal que preenche as exigéncias atuais do tratamento do cancer de reto, porque ela
ndo interfere na radicalidade da cirurgia proposta, evita a colostomia abdominal definitiva,
preenche o vazio pélvico e é contentiva. O estudo das valvulas cirdrgicas confeccionadas no
segmento do intestino abaixado permitird o conhecimento da natureza histologica das mesmas e o
seu aprimoramento. O objetivo é estudar os aspectos morfologicos e imuno-histoquimicos do
plexo mientérico das valvulas confeccionadas e a adjacéncia da terceira valvula e a espessura das
camadas musculares e de tecido conjuntivo da parede intestinal nas adjacéncias da terceira
valvula. Propde-se contribuir na elucidagdo dos mecanismos que promovem o retardo do
conteudo intestinal ou a continéncia parcial e a natureza deste tecido. Foram operados 36 ratos,
distribuidos em 3 grupos. No Grupo simulado, 6 animais foram submetidos a laparotomia. No
Grupo Amputado, 6 animais foram submetidos a amputacdo do conjunto esfincteriano e
colostomia perineal. No Grupo Amputado com VAlvula, 24 animais foram submetidos a
confeccdo de trés seromiotomias 9seccao das camadas serosa, musculares longitudinal e muscular
circular) no colo abaixado, amputacdo do conjunto esfincteriano e colostomia perineal. No 40° dia
poés-operatdrio o segmento intestinal foi submetido a estudo morfoldgico e imunohistoquimico da
seguinte forma: estudo microscopico descritivo (Hematoxilina Eosina) no segmento operado, no
local da seromiotomia e a montante e ajusante a terceira valvula; analise morfométrica e imuno-
histoquimica (Produto Génico Protéico 9.5 que evidencia os elementos do sistema nervoso
entérico) no local da seromiotomia e a montante e ajusante a terceira valvula; Tricrdmico de
Gomori e a medida linear da espessura das camadas serosa, muscular longitudinal e muscular
circular a montante e ajusante a terceira valvula. A microscopia descritiva (Hematoxilina Eosina)
da parede intestinal na regido da valvula revela uma inflamag&o cronica, com presenca de células
gigantes do tipo corpo estranho, e uma interrupcéo linear microscopica das camadas musculares,
regido que apresenta deposicdo de tecido conjuntivo vascular e colageno, com auséncia da
inervacdo no local da seromiotomia. A observagdo sistematica das areas adjacentes a valvula
mostra aspecto estrutural preservado das camadas musculares longitudinal e circular. A coloracéo
com Tricrébmico de Gomori mostra deposicdo de colageno principalmente na area proxima a
intervencdo cirdrgica, sem revelar diferencas quantitativas entre os grupos nas areas adjacentes a
terceira valvula. As espessuras das camadas musculares longitudinal e circular ndo variaram
significativamente nas amostras estudadas. A imunoexpressao do Produto Génico Protéico 9.5,
mostra diminuicdo da densidade do plexo mientérico estatisticamente significativo no local da
seromiotomia. A densidade dos elementos nervosos da camada muscular circular nos locais
adjacentes a 3?2 valvula ndo foi estatisticamente diferente. A conclusdo do estudo morfolégico e
imunohistoquimico das valvulas confeccionadas no colo esquerdo de ratos submetidos a
amputacdo abdominoperineal e colostomia perineal mostra uma desnervacdo no local da
seromiotomia que contribui para o retardo do fluxo intestinal e uma preservacao dos elementos
musculares e de tecido conjuntivo da parede intestinal e dos elementos nervosos nos locais
intervalvulas.

Palavras-chave: Colostomia/métodos; Amputacdo/métods; Plexo mientérico/anatomia e
histologia; Neoplasias colorretais; Imunohistoquimica; Incontinéncia fecal/reabilitacdo; Ratos
wistar.



ABSTRACT

Definitive abdominal colostomy (DAC) following abdominoperineal amputation is an established
surgical technique, but it is not free of morbidities. The technique proposed for avoiding DAC is
abdominoperineal amputation with perineal colostomy, as it meets the current requirements for
the treatment of rectal cancer because it does not interfere with the radicality of the proposed
surgery, avoids the need for definitive abdominal colostomy, fills the pelvic hollow and is
contentive. The valves constructed in the intestinal segment to make the perineal colostomy
continent must be studied from a histological point of view. The goal is contribute towards the
elucidation of the mechanisms that promote the retardation of the intestinal contents or partial
continency. The aim is to study the morphological and immunohistochemical studies of the
myenteric plexus of the valves manufactured and the third valve and the adjacent muscle layers
and connective tissue of the intestinal wall adjacent to the third valve. A total of 36 rats were
operated on, which were distributed into 3 groups. In the Simulated Group, 6 animals were
subjected to a laparotomy. In the Amputated Group, 6 animals were subjected to the amputation
of their sphincter structure and to perineal colostomy. In the Amputated Group with Valve, 24
animals underwent three seromyotomy procedures (section of the serous muscular, longitudinal,
myenteric plexus and circular muscular layers) on the pulled-through colon, the amputation of the
sphincter structure and perineal colostomy. On the 40" postoperative day the intestinal segment
underwent morphological and immunohistochemical study in the following manner: descriptive
microscopy (Hematoxylin and Eosin stain) on the segment operated on, at the site of the
seromyotomy and upstream and downstream of the third valve; morphometric and
immunohistochemical analyses (Protein Gene Product 9.5 which confirms the existence of the
enteric nervous system elements) at the location of the seromyotomy and upstream and
downstream of the third valve; Gomori trichrome stain and the linear measurement of the
thickness of the serous, longitudinal muscular and circular muscular layers upstream and
downstream of the third valve. The descriptive microscopy (Hematoxylin and Eosin stain) of the
intestinal wall in the region of the valve reveals a chronic inflammation, cicatricial, with fibrous
replacement tissue, restricted to the location, and a microscopic linear interruption of muscle
layers, a region which presents deposits of collagenous and vascular conjunctive tissue, with an
absence of enervation at the seromyotomy site. A systematic observation of the areas adjacent to
the valve shows that the structural aspect of the longitudinal and circular muscular layers was
preserved. Coloration with Gomori trichrome stain shows deposits of collagen mainly in the area
near the surgical intervention, without revealing quantitative differences among the groups in the
areas adjacent to the third valve. The thicknesses of the muscle layers, both longitudinal and
circular, did not vary significantly in the samples studied. Immunoexpression of Protein Gene
Product 9.5 demonstrates the total absence of nervous elements and of the myenteric plexus at the
site of the valve. The density of the nervous elements of the circular muscular layer at sites
adjacent to the 3" valve was not statistically different. The conclusion of the morphological and
immunohistochemical study of the valves constructed in the left colon of rats subjected to
abdominoperineal amputation and perineal colostomy shows the denervation at the serotomy site,
which contributes to the retardation of the intestinal flow and the preservation of the muscular
elements, of the conjunctive tissue, of the nervous elements and of the myenteric plexus of the
intestinal wall at the intervalvular sites.

Key words: Colostomy/methods; Amputation/methods; Myenteric plexus/anatomy and histology;
Colorectal neoplasia; Immunohistochemistry; Fecal incontinence/rehabilitation; Wistar rats.



1 INTRODUCADO

Primum non nocere
(Primeiro nao prejudicar)

Hipdécrates (460-377 a.C.)



Historicamente, apds a primeira extirpacdo do reto bem sucedida feita por Lisfranc em
1826, por via perineal, surgiu o problema da conservacdo da funcdo esfincteriana e por
consequéncia a colostomia definitiva. Dieffenbach, Kocher, Kraske, Hochenegg, Burch,
Maunsell, Bloch, Paul e Mikulicz, Weir, Ball e Aldrich-Blake apresentaram suas propostas de
reconstituicdo do tubo digestivo, nem sempre conseguindo conciliar radicalidade do
tratamento com reabilitacdo da funcéo neoanal.

Em 1908, Ernest Miles apresentou os fundamentos de sua amputacdo radical baseado
nas vias de propagacdo linfatica do céncer de reto e seus principios e sua técnica se
difundiram de tal forma que os problemas da conservacdo dos esfincteres e da reconstituicdo
do transito intestinal passaram a plano secundario. Houve a impressdo geral de que a
conservacdo dos esfincteres comprometeria a radicalidade da operacdo com consequente
diminuicdo da sobrevida. Apesar da grande influéncia e repercusséo obtidas por Miles, houve
bem cedo opinides discordantes quanto ao emprego sistematico de sua técnica’.

Dentre os avan¢os no tratamento do cancer de reto, nas Ultimas duas décadas, trés sdo
fundamentais: (1) o aumento do numero de operacbes de resseccdo anterior baseado na
evidéncia de que a cura para os tumores localizados no reto médio®*, ou distal® nio é afetada
pela preservagdo esfincteriana; (2) a diminuigdo nas taxas de recidiva local apds tratamento
neoadjuvante®e (3) a énfase na importancia dos aspectos técnicos das operacdes oncoldgicas
sobre o reto’. Ainda assim, ha casos com indicagdo de amputag&o com colostomia definitiva.

As evidéncias anatomopatoldgicas que justificam a necessidade da realizacdo da
excisao total do mesorreto com o objetivo de reduzir a ocorréncia de recidiva apds tratamento
cirdrgico do cancer no reto, principalmente na margem circunferencial, sdo inequivocas®®.

E apreciavel a reducdo nas taxas de recidiva local ap6s o tratamento cirdrgico
exclusivo com excisdo total do mesorreto e 0 mesmo nivel de evidéncia de anastomose apos 0
emprego dessa técnica. No entanto, ha questdes que permanecem ndo respondidas como: (1)
se a ocorréncia de metastases linfonodais ou invasdo vascular e linfatica sdo apenas
marcadores de doenca avancada que é incurdvel por cirurgia; (2) se a técnica de exciséo total
do mesorreto conforme proposta para os tumores do reto médio e inferior nada acrescenta ao
que muitos cirurgides que realizam uma operagdo adequada para o cancer nestas localizac6es
ja a praticavam rotineiramente; (3) se com a realizacdo da excisdo total do mesorreto é
necessario acrescentar tratamento adjuvante ou mesmo se a excisao total do mesorreto €, de
fato, superior ao tratamento cirdrgico convencional associado a quimioirradiagdo ou
irradiacdo adjuvante; (4) se as operagdes de resseccdo anterior resultam em melhor controle

local do tumor do que as operacOes de resseccdo abominoperineal do reto realizadas com a



mesma técnica; (5) existe a forma ideal de selegdo de pacientes em que a indicacao da cirurgia
sera curativa?

Para esclarecer estas lacunas aguardam-se mais estudos e ao que parece, por hora, a
amputacdo abdominoperineal do reto estd longe de ser uma técnica operatdria que esta
proscrita (“an endangered operation”)™.

O agravo mais frequente para a indicacdo da confeccdo do estoma é o cancer de reto.
Esse dado é corroborado por outros autores, no que se refere as colostomias definitivas, as
quais sdo geralmente realizadas em pacientes com diagndstico de neoplasia de reto e
éﬂUSlz'lg'M.

Mesmo com todo o esforco que os cirurgides tém feito para preservar um ndmero
crescente de esfincteres anais, subsidiado pelo avanco da tecnologia, com a realizacdo de
resseccOes anteriores baixas, a amputacdo abdominoperineal pode ser necessaria, e uma
colostomia abdominal definitiva se imp&e™.

A reacdo negativa ao estoma definitivo tem varias explicagdes: fisicas, sociais,
familiares, conjugais, profissionais, higiénicas, psiquicas, econdmicas e pessoais. Sem falar na
marginalizacdo natural, pois o paciente fica, forcosamente, diferente da maioria. Para o
paciente estomizado, a mutilagdo do corpo e o uso do dispositivo coletor levam-no a
necessidade de reconstituir sua identidade corporal. A imagem corporal é interpretada como
desfigurada ou em processo de reelaboragdo. Contraditoriamente, ha pacientes
colostomizados que ndo querem mais se desfazer do estoma, talvez, por dois motivos.
Primeiro ja se acomodaram, aceitando-a passivamente ou sublimando-se. Segundo, o caminho
percorrido na adaptacdo conquistada foi tdo longo e arduo que, racionalizando, é preferivel
ficar assim a correr o risco de novo insucesso e retorno a origem, apos provaveis sofrimentos
ou desgastes fisicos e psiquicos™®. Deve-se lembrar que um paciente que apresenta sintomas
em uma sociedade na qual os tabus em relacdo a parte intima do corpo sdo uma realidade, em
geral preferem protelar a procura a assiténcia médica até o limite toleravel, recorrendo muitas
vezes a tratamentos paliativos e a automedicacdo, com atraso no diagnostico, e por
consequéncia tratamentos mais mutilantes™.

Apesar da colostomia ser uma cirurgia salvadora, ela ndo é isenta de morbidades™. A
perda resultante de continéncia fecal associada com uma colostomia permanente € uma
condicdo séria para qualquer paciente™. Este foi o grande motivo que levou Lazaro da Silva a
aplicar as observacdes dos seus estudos realizados no intestino delgado™ no colo™.

Discordando com o fato de ter que amputar e colocar uma colostomia terminal no

14,15,16,17,18,19,

abdome dos pacientes, Lazaro da Silva entra para o grupo de autores que busca



alternativas para evitar realizar em seus pacientes uma opcao de tratamento sem escolha,
justificado pela gravidade da doenca de base — o Cancer?®?%?® Ele prop6s uma amputagdo
abdominoperineal modificada, com objetivo de evitar a colostomia abdominal definitiva
mantendo a radicalidade do tratamento. E realizada a amputagio abdominoperineal mais
confeccdo de valvulas, ou seja, confeccdo de trés seromiotomias seguidas de sutura
seromuscular mais colostomia perineal, para tratamento de lesGes que justifiguem a resseccao

do esfincter anal. O autor comenta:

“sem tomar partido... ha que se fazer de tudo para evitar uma colostomia...

...quando se vive num mundo contemporaneo em que o culto ao fisico é uma
realidade. Realidade tdo marcante que as mulheres estdo se expondo
fisicamente cada vez mais enquanto 0s homens voltam suas preocupacdes e

atitudes para a beleza de seu fisico exterior. Sdo situagGes contemporaneas

que néo se lhes pode negar valores ou apoio, antes do que critica'*”.

A técnica da colostomia perineal atende os objetivos atuais do tratamento cirdrgico do
cancer de reto: resseccdo radical da neoplasia e reconstituicdo da funcéo neoanal. O cirurgido
tecnicamente preparado, que tem a oportunidade de acompanhar estes pacientes no pés-
operatorio, testemunha a grata satisfacdo dos mesmos, pois consegue oferecer, além da
proposta de possivel cura, uma reabilitacdo muito proxima a condicao fisioldgica do paciente
antes do diagndstico e tratamento da estigmatizante doenca, o cancer.

As vantagens da técnica sdo: evitar a colostomia abdominal; preencher a pelve, ndo
interferir na exérese em bloco dos tecidos pélvicos para uma operacdo mais oncoldgica; a
reparacao cicatricial se faz em torno de um quarto do tempo; a secre¢do da mucosa colica é
pequena na colostomia perineal ou ndo existe, porque ha uma oclusdo parcial e minima
exteriorizacdo do colo na pele; sob o ponto de vista social, oferecer maiores condigdes de
convivio do que com o uso da bolsa; a continéncia é relativa; o paciente pode programar a sua
higiene de acordo com a sua conveniéncia; evitar uma anastomose; recompor a vagina nas
suas paredes laterais e posterior quando ela for incluida na ressec¢do; a exoneracdo vesical é
eficaz; a cicatrizacdo perineal € mais rapida; evitar a hérnia colostobmica abdominal e a hérnia
perineal; economizar, porque dispensa o uso da bolsa de colostomia e o tratamento das
dermatites; ndo predispor & vaginoses e nem a infeccéo do trato urinario; ndo requerer rotacao
de retalhos com aumento da morbidade cirurgica e do tempo operatorio com risco de perda do
mesmo; poder ser realizada em pacientes que se submeteram a neoadjuvancia e ndo atrasar a

adjuvancia se indicada. Na vivéncia diaria, quando um cirurgido tecnicamente preparado,



oferece esta opgdo para 0s pacientes, os mesmos preferem esse método a colostomia
definitiva na parede abdominal*16:242>:26:27,

A seromiotomia realizada para confeccionar as valvulas no colo abaixado consiste em
seccdo total, mas local das camadas serosa, camada muscular longitudinal e muscular circular
até a protrusdo da mucosa seguida de sutura invaginante da seromuscular por meio de pontos
separados seromusculares-seromusculares. Isto implica em seccdo dos plexos mientéricos,
com preservacdo do plexo submucoso e mucoso. Estudos sdo necessarios para que se
estabeleca a importancia do sistema nervoso entérico para fungdes intestinais®.

O estudo do Sistema Nervoso Entérico para fungbes gastrointestinais em saude e
doenca € de extrema importancia nas pesquisas atuais. O avan¢o nos conhecimentos do
completo papel fisiopatolégico e a modalidade de prevencdo de muitas doencas
gastrointestinais parecem estar entre os segredos do sistema nervoso entérico e 0 €ixo
intestino-cérebro no campo da farmacologia neurogastrointestinal. Pacientes com neuropatia
entérica funcional, sdo agora alvos relevantes para experimentacéo futura e estudos clinicos®.

O encantamento com o Sistema Nervoso Entérico se da porque € a Unica rede neuronal
dos mamiferos que tem atividade reflexa coordenada e completamente independente do
sistema nervoso central?®2% %031,

Nunca houve qualquer divida de que o sistema nervoso do intestino é especial em
muitos aspectos. O controle nervoso da motilidade intestinal € primariamente governado pelo
plexo mientérico e este pode ser estudado sem nenhuma influéncia dos axdnios dos nervos

32,33,34 24,25,26,27

extrinsecos®. A desnervacdo quimica ou desnervacdo cirdrgica tem sido

extensamente utilizadas para estudar o papel dos plexos nervosos nas suas diferentes funcdes

intestinal, na sua plasticidade neuronal®

. Todos os estudos morfologicos durante quase um
século, claramente apontavam para esta conclusdo®®®. Se pudéssemos entender como os
programas motores sdo iniciados, e como sdo substituidos por outro, haveria potencial para
desenvolver terapias e tratar as dismotilidades’. Os papeis funcionais dos diferentes tipos de
neurbnios no circuito neural que regulam as fungdes gastrointestinais ainda precisam ser
elucidados™.

A importéncia da integridade dos elementos musculares e nervosos que constituem a
parede intestinal € o alvo dos estudos atuais em diversas doengas que afetam esta estrutura
muscular e seus componentes nervosos entericos, e a enorme complexidade desta organizacdo
ainda desafia o entendimento pormenorizado de mecanismos e fendbmenos que regem o

funcionamento normal do 6rgéo e as condicdes que afetam a manutencéo de sua integridade®.



A seromiotomia foi proposta e as alterac@es histologicas, na valvula confeccionada, no
nivel celular e nervoso, sdo desconhecidas. E uma técnica de reabilitagio original que de fato
promove o controle da exoneracdo do conteudo intestinal e funciona proporcionando
continéncia aos pacientes com muitas vezes sensagdo de um neo-anus. E realizada em
pacientes com sucesso e resultados promissores. No tratamento atual para o cancer de reto
baixo, 0 aspecto da cura juntamente com a reabilitacdo da funcdo, o mais proxima do normal,
é inquestionavel e inequivoco e esta técnica traz este tipo de proposta, em que o paciente fica
reabilitado na sua funcdo neoanal, sem alteracbes de vestimentas e de comportamento
decorrente de um abdome livre e sem bolsa. O estudo experimental da inervagdo do colo
submetido a seromiotomia, dentro de uma linha de pesquisa, é imprescindivel para estudar se
ocorre desnervacdo ou nao, e quais alteracGes ocorrem no nivel do sistema nervoso enterico,
mais precisamente no plexo mientérico e também no segmento operado.

Dando sequéncia a linha de pesquisa estabelecida, propde-se a continuidade dos
estudos para esclarecer a natureza tecidual da valvula, e responder as seguintes duvidas:
ocorre desnervacdo no local das valvulas? Ocorre reinervacdo? Ocorre adaptacdo intestinal no
segmento operado nos locais intervalvulas? Qual adaptagdo?

A reproducdo da técnica e seu estudo em nivel experimental trardo esclarecimentos a
respeito dos mecanismos de funcionamento e a natureza deste tecido que promove o retardo
do contetdo intestinal. O maior conhecimento da natureza da valvula podera aumentar as
possibilidades de aprimoramento da técnica em busca de uma técnica que ndo sé ofereca
retardo do conteldo intestinal, mas que ofereca continéncia. E de suma importancia estudar a
organizacdo neuronal do Sistema Nervoso Entérico, apds a operacdo, no modelo experimental

proposto.



2 REVISAODALITERATURA

“A cada dia em que vivo me convenco

de que o desperdicio da vida estd no amor que ndo damos,
nas forcas que nao usamos,

na prudéncia egoista que nada arrisca

e que, esquivando-nos do sofrimento,

perdemos também a felicidade.”

Carlos Drummond de Andrade



A diarreia apds resseccdo intestinal alargada € uma condicdo clinica grave. Com o
objetivo de obter retardo no transito intestinal foi proposto a criacdo de um esfincter ileal,
retirando-se um segmento das duas camadas musculares intestinais, circunferencialmente,
medindo um e meio centimetro de largura. Com isso, Lazaro da Silva aplicou esta técnica em
dois pacientes e obteve resultados satisfatorios. Um paciente foi operado de ressecgdo
intestinal alargada por trombose mesentérica e 0 segundo para tratar sindrome de “Dumping”
apos resseccdo a Bilhoth 1%°.

A amputacdo abdominoperineal (operacdo de Miles) é o método de tratamento do
cancer anorretal, quando tem invasédo de esfincter,que oferece melhor sobrevida aos doentes,
em relacdo a outras operacBes mais conservadoras. Mas impde a colostomia abdominal
definitiva que nem sempre é mais aceitavel que a neoplasia em si, ou mesmo sua recidiva.
Apesar de todos 0s avan¢os ainda o tratamento mais seguro é a cirurgia, sendo suplementares
a radioterapia, a quimioterapia e a imunoterapia. Com isso, mantendo a radicalidade, com
objetivo de evitar a colostomia abdominal, o autor prop6s a amputacdo abdominoperineal do
reto seguida de colostomia perineal, para tratamentos de lesbes que justifiquem a resseccao do
esfincter anal. Apds definir a indicagdo para ligadura da artéria e veia mesentéricas inferiores,
mobilizou o co6lon descendente e parte do transverso, sem ligadura da arcada marginal.
Confeccionou trés seromiotomias seguidas de suturas seromusculares, ainda com o c6lon sem
fixacdo, através da seccdo da serosa e a miotomia circunferencial da camada musculatura
longitudinal e circular (360°), até a protrusdo da mucosa, seguida de sutura seromuscular
invaginante. Iniciou a confeccdo das valvulas a 10cm cranial a colostomia perineal para
promover um represamento fecal. Dentro de muitas vantagens relatadas pelo autor destaca-se
a primazia da técnica: evitou-se a colostomia abdominal a partir da confeccdo de uma
colostomia perineal valvulada. Léazaro da Silva conclui, porém, que se trata de uma
proposicdo nova, sendo necessario ainda estudar se as valvulas promoveriam uma
continéncia, e se a ocluséo, por si, seria um mecanismo parcial controlador da exoneragéo.
Observou ainda, que os resultados, sob revisdo, ndo autorizam conclusdes definitivas e
promissoras. Entretanto, os pacientes preferem esse método a colostomia definitiva na parede
abdominal®®.

Ap0s esta publicacdo clinica nasceu uma linha de pesquisa que € citada a seguir.

Um estudo em modelo experimental desenvolvido no célon esquerdo de 38 ratos,
sendo oito para controle de peso e controle histolégico. Os 30 ratos operados, 15 machos e 15
fémeas foram separados em trés grupos de 10 animais denominados 30 dias, 60 dias, 90 dias

conforme o tempo previsto para relaparotomia. Foram confeccionadas duas seromiotomias



transversais, circunferenciais, extramucosas. Uma localizada a um centimetro e a outra a dois
centimetros acima da reflexdo peritoneal. Seguidas de sutura seromuscular, com pontos
simples, separados, extramucosos. Os autores comprovaram que a atividade do processo
inflamatorio foi mais intensa no grupo 30 dias, reduzida nos grupos 60 dias e 90 dias, dando
lugar a um processo inflamatério crénico fibroso (reparativo). Os resultados mostraram:
reacdo do tipo corpo estranho; estenose parcial secundaria, formando um anel fibroso, com
elevacdo da mucosa em direcdo a luz, do tipo valvular; descontinuidade da musculatura
longitudinal e circular. Concluiram que as mortes dos animais estiveram relacionadas com as
suturas intestinais, direta ou indiretamente. A causa direta das obstrucdes baixas, parciais ou
totais, foi a impaccdo de fezes®*.

Um estudo experimental com ratos testou-se a eficacia da construcdo de valvulas
coldnicas ap0s a resseccao anorretal, para se obter retardo do fluxo intestinal. O estudo foi
uma andlise clinica evolutiva, radioldgica e anatomopatoldgica de 31 ratos, submetidos a duas
seromiotomias, circunferénciais, transversais, no colon esquerdo, com invaginacdo
seromuscular e ressec¢do anorretal, seguida da confeccdo de colostomia perineal. Na
discussdo, os autores comentaram que a técnica operatdria de construgdo de valvulas
bioldgicas foi simples de ser realizada. De 31 ratos operados sete morreram, sendo que a
necropsia revelou distensdo abdominal e impaccdo fecal no nivel das valvulas. Como
intercorréncias operatdrias descreveram perfuracfes acidentais sem significado progndstico.
Na andlise radiografica, as valvulas nem sempre foram identificadas decorrente do
enchimento excessivo do intestino com bério, provocando a distensdo do mesmo. Quanto a
analise microscopica, os locais das seromiotomias foram sempre identificados. A hipertrofia
das camadas musculares do intestino grosso, evidenciadas pelo espessamento e pelo aumento
das dimensdes das células musculares, foi um achado constante. Essas observacdes foram
identificadas em todo o segmento coldnico estudado, das vélvulas a colostomia no perineo.
Isso revela o possivel mecanismo frenador criado pelas valvulas, exigindo contracdes mais
fortes para a propulsdo das fezes. Os autores concluiram que o achado de impaccao fecal
interpretado como sendo reducdo do fluxo intestinal, da auséncia das valvulas em algumas
pecas, bem como da presenca de seccdo muscular com fibrose nos locais das seromiotomias
foram fatores responsaveis pela alteracdo do peristaltismo local. A seccdo da camada
muscular, acompanhada de seccdo dos feixes do plexo de Auerbach, prejudicaram a
propagacdo do impulso motor. A fibrose teria papel importante, impedindo ou diminuindo o
restabelecimento dos feixes nervosos e conseqlientemente, impedindo a transmissdo das

ondas®,
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Na continuidade dos estudos foi desenvolvido um modelo experimental da técnica de
colostomia perineal exatamente como é feita no humano. Deoti fez estudo morfoldgico da
distensdo do colo e um histoldgico quanto a presenca de fibrose no local da seromiotomia em
34 ratos. Confirmou a presencga de distensdo intestinal, em graus variados através de estudo
radioldgico e evidéncias histologicas de interrupcdo das camadas musculares no local da
seromiotomia substituindo a reacdo inflamatoria por tecido fibroso no local operado.
Reafirmou que a estenose parcial obtida com as suturas e suas repercussdes sdo as
responséveis pelo mecanismo frenador do contetido intraluminar®.

Outro estudo em modelo animal seguindo esta linha de pesquisa foi realizado em
cdes e estudaram os aspectos clinicos e histologicos de 10 dias, 20 dias e 30 dias ap0ds a
confeccdo da seromiotomia confeccionada no colo de 65 cdes. Confirmou a presenca de fezes
solidas a montante das valvulas, evidenciando-se o eficiente mecanismo frenador das mesmas.
A anélise histoldgica das valvulas mostrou neoproliferacdo conjuntiva com fibrose em toda a
area seccionada da serosa e das camadas musculares, separando-as. Evidenciou-se um anel
fibroso com diminuicdo do limen intestinal, em resposta a cicatrizacdo da serosa e camadas
musculares invertidas pela sutura, levando a formagdo da “valvula artificial”. O processo
inflamatorio fibrosante reparativo ocorreu em todas as valvulas, associado a reagdes do tipo
corpo estranho e a estenose parcial intraluminar. Concluiram que a seromiotomia

circunferencial produz um anel fibroso que facilita a estase fecal no colo esquerdo de cdes?’.



3 OBJETIVO

“No campo das observacdes 0s
eventos favorecem somente
aqueles que estiverem
preparados.”

Louis Pasteur
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Estudar os aspectos morfoldgicos e imuno-histoquimicos do plexo mientérico das
valvulas confeccionadas para ver se ocorre desnervacdo no local operado e nas adjacéncias da
terceira valvula e alteracdes da espessura das camadas musculares e de tecido conjuntivo nas

adjacéncias da terceira valvula.

Reproduzir experimentalmente a técnica de colostomia perianal fazendo uma
seriomiotomia na parede intestinal do colo esquerdo de ratos para estudar os aspectos
morfologicos e imuno-histoquimicos das valvulas confecionadas (densidade de elementos
nervosos do plexo mientérico, camadas musculares e tecido conjuntivo), e as repercussdes
estruturais da espessura das camadas musculares e o tecido cojuntivo nas adjacéncias da

terceira valvula.



4 METODO

“O médico ¢é superior a medicina.
Quando a medicina acaba,
o médico tem que continuar”.

Antdnio Chagas Viegas
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4.1 Animais

O modelo experimental foi desenvolvido no colo esquerdo de ratos da raca Rattus
Norvegicus albinus, linhagem Wistar, todos machos.

O peso variou entre 230g e 500g, com idade entre trés meses e cinco meses.

Todos os procedimentos descritos foram realizados de acordo com as normas do
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas
Gerais e aprovados pela Camara Departamental do Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina — UFMG (044/2008) (Apéndice E).

4.2 Biotério

A fase cirlrgica experimental da pesquisa foi executada no Biotério e Laboratério de
Técnica Cirurgica e Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, em Belo Horizonte — Brasil.

A mesa operatdria recebeu previamente cuidados de limpeza e desinfecgdo com alcool
a 70%. Os animais operados foram colocados em gaiolas individuais de polipropileno, com
maravalhas selecionadas, bebedouros para a agua e cocho para racdo. Os animais foram
identificados com numeracdo sequencial para cada grupo, como GS1 a GS6 para o Grupo
Simulado, GA1l a GA6 para 0 Grupo Amputado e GACV1 a GACV24 para o Grupo
Amputado com Valvula. A racdo foi oferecida na proporcdo média de 10g de ra¢do/100g de

peso corporal por dia e &gua ad libitum.

4.3 Delineamento Experimental

4.3.1 Amostra

Foram operados 36 ratos e distribuidos em trés grupos.
Grupo Simulado (GS) — Seis ratos foram submetidos ao estresse cirargico
mediante laparotomia com incisdo mediana
Grupo Amputado (GA) — Seis ratos foram submetidos, por via perineal, a
amputacdo do conjunto esfincteral anal seguido de colostomia perineal do colo

abaixado, sem confecgdo das valvulas intestinais cirdrgicas
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Grupo Amputado com Vélvula (GACV)- Vinte e quatro ratos foram
submetidos, por via perineal, a amputacdo do conjunto esfincteral anal e, por via
abdominal, foram feitas trés valvulas no colo abaixado seguido de colostomia perineal.

O caélculo amostral realizado foi por conveniéncia.

4.3.2 Pré-operatério imediato

Todos os animais foram mantidos em jejum de 6h a 8h para a racdo, sem restricdo
hidrica. O Bioterista pesou 0os animais imediatamente antes do ato anestésico. Os animais
foram repesados nas semanas subsequentes e no dia da relaparotomia para retirada do
espécime cirurgico. Neste dia foram submetidos a morte por exanguinacdo apds seccao da

artéria aorta. Os animais estavam anestesiados.

4.3.3 Ato Operatdrio e Anestesia

Ap0s a contencgdo, os ratos foram anestesiados, até a fase de anestesia cirurgica com a
mistura de Xilasina (ImL/kg de peso vivo) e Quetamina, (LmL/kg de peso vivo) em partes
iguais, por via intramuscular, na face externa da coxa esquerda. A depilacdo abdominal foi
feita imediatamente apds a anestesia somente nos ratos do Grupo Simulado e do Grupo
Amputado com Vélvula.

A observacdo do plano anestésico foi obtida pela compressdo do coxim plantar da pata
traseira contra a mesa operatdria e verificada a auséncia de reflexos.

Em seguida os animais foram colocados sobre a mesa operatéria e aquecidos com luz
de foco durante todo o ato operatorio. Os animais do Grupo Simulado e do Grupo Amputado
com Valvula receberam gotejamento de solugdo salina na cavidade abdominal durante todo o
ato operatorio. Estes ratos depois de anestesiados foram submetidos a depilacdo abdominal e
posicionados em decUbito dorsal sobre a mesa operatdria. A antissepsia abdominal foi feita

com gaze embebida em etanol a 70% e a perineal foi feita com detergente.

4.3.3.1 Grupo Simulado (GS)

O campo cirdrgico foi colocado sobre o abdome ficando a fenestra na area delimitada

pela antissepsia. Procedeu-se aos seguintes tempos operatorios:
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incisdo mediana cerca de 5cm de extensao

exploracdo da cavidade abdominal, para identificar o ceco e o colo esquerdo
retirada do ceco e de todo o intestino delgado da cavidade abdominal

injetados 5mL de solucdo salina a 0,9% na cavidade abdominal

recolocacéo das algas intestinais na mesma

fechamento da parede abdominal, usando-se sutura continua com polydioxanone

4.0 na aponeurose e pele, no sentido craniocaudal (xifoide-pubico).

4.3.3.2 Grupo Amputado (GA)

Os ratos foram posicionados em decUbito dorsal sobre a mesa operatoria. Foram

realizados 0s seguintes tempos operatérios:
Fechamento anal com sutura em bolsa, usando fio de seda’ e reparo longo deste fio

(Figura 1).

Figura 1 — Detalhe da sutura em bolsa com fio de seda

Inciséo circular em torno do anus; dissec¢do romba do reto via perineal, com o quinto
dedo, atraves do espaco retrorretal. O reto foi totalmente dissecado até atingir a vértebra
coccigea, preservando-se a artéria mesentérica caudal. O mesocolo foi liberado até a descida

suficiente do colo descendente. A arcada mesocélica foi preservada.

! Fio de sutura seda Silk®, 2.0, agulha vascular 3/8 da circunferéncia, 20cm — Brasutura



17

A seguir fez-se a ressec¢do do anus com o conjunto esfincteral anal cerca de 1cm
cranial a borda anal. Sutura do colo descendente a pele perineal com fio de categute 5.0
cromado, a semelhanca dos pontos cardeais. Foram feitos pontos extras entre os quatro pontos
previamente realizados para fixacdo do segmento abaixado a pele confeccionando a

colostomia perineal.

4.3.3.3 Grupo Amputado com Valvula (GACV)

Os ratos foram posicionados em decubito dorsal sobre a mesa operatoria. Foram
submetidos primeiro ao tempo operatorio perineal que consistiu de:

Fechamento anal com sutura em bolsa, usando fio de algodéo e reparo longo deste fio
(Figura 1).

Inciséo circular em torno do anus; disseccdo romba do reto via perineal, com o quinto
dedo, através do espaco retrorretal (Figura 2A). O reto foi totalmente dissecado até atingir a
vértebra coccigea, preservando-se a artéria mesentérica caudal que tem a sua origem no nivel
desta vértebra. O mesocolo foi liberado até a descida suficiente do colo descendente. A arcada

mesocolica foi preservada (Figura 2B).

Figura 2A — Dissec¢do romba com o quinto dedo até
a vértebra coccigea.
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Figura 2B — Arcada mesocolica preservada.

Uma gaze Umida em solucdo salina, cobrindo o perineo foi deixada sobre a area
cruenta.

O campo cirargico fenestrado foi colocado no abdome. A seguir foi feita laparotomia
mediana de 5cm de extenséo.

Exploracdo da cavidade abdominal. O ceco e o colo esquerdo foram identificados.
Feita a disseccdo e liberacdo do colo esquerdo com preservacdo da arcada e da artéria
mesentérica caudal (Figura 3).

Figura 3 — Detalhe da arcada mesocolica (seta fina). Colo descendente com
replecdo fecal (seta larga).

Com auxilio de pinca hemostatica prendeu-se o fio longo que suturou o &nus. Em

seguida, fez-se a passagem dessa pinga pelo perineo através do espaco retrorretal até atingir a
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cavidade abdominal, levando com ela o fio suturado no anus dissecado. Retificacdo e

exposicdo do segmento intestinal sobre 0 abdome do préprio animal (Figura 4).

Figura 4 — Preparo do segmento intestinal para confec¢do das valvulas.

Seromiotomia transversal, circunferencial (360°), extramucosa, sendo a primeira

valvula confeccionada a 2cm da borda anal (Figura 5).

Figura 5 — Seccdo da seromuscular, com exposi¢do da mucosa (seta fina),
e preservacdo da arcada (seta grossa).

Para verificar se durante o procedimento cirargico executado houve a abertura da luz
intestinal, injetou-se solugéo salina 0,9%, via anal. A perfuracdo da mucosa foi confirmada
qguando ocorria 0 extravasamento da solucdo na regido da seromiotomia, (Figura 6). Nos casos
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que se diagnosticou a perfuracdo a sutura invaginante, que é o préximo tempo operatério era o

suficiente para ocluir a abertura puntiforme da mucosa.

»

Figura 6 — Injecéo de solugdo salina, via anal, para verificar a existéncia
ou ndo de perfuragdo na area da seromiotomia (seta)

Em seguida, a &rea cruenta da seromiotomia foi suturada com pontos simples,
extramucosos, separados, com fio de polipropileno® para reaproximar as bordas seccionadas.
A agulha transfixou a seromuscular, a mais ou menos 4mm a 5mm de distancia da borda
distal da seromiotomia. Procedimento cirtrgico semelhante foi realizado na borda proximal,
iniciando-se na face mesentérica esquerda até atingir a face direita em sentido anti-horario
(Figuras 7, 8).
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Figura 7 — Passagem do fio nas bordas da seromiotomia (seta).

2 Fio de polipropileno 5.0, azul, agulha atraumética, % da circunferéncia — Medical Line
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Figura 8 — Fio passado na seromuscular seccionada com mucosa
exposta (seta).

Apo6s a confecgdo de cada valvula fez-se a inspecdo de toda a circunferéncia da area
suturada para certificar se toda a mucosa estava invaginada. Em alguns ratos foi necessario
fazer o ponto extra no local onde a mucosa apresentava-se protrusa. Em seguida, fez-se a
segunda seromiotomia cerca de 1cm cranial a primeira e depois fez-se a terceira seromiotomia
cerca de 1cm cranial a segunda, seguindo a mesma técnica cirurgica usada para confeccionar

a primeira valvula (Figura 9).

Figura 9 — Trés valvulas confeccionadas no colo descendente (setas).

O esquema a seguir ilustra detalhadamente como se confeccionam as valvulas,

realizando uma seromiotomia (Figura 10).
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A _— Scrosa
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Figura 10 — Esquema ilustrativo das etapas do procedimento de
confeccdo da seromiotomia que d& origem as valvulas. Visdo do
ldmen. A=seromiotomia; B=sutura; C=pontos nodados®. Proposta
inicial.

ApoGs a confeccdo das valvulas o segmento descendente foi recolocado no abdome
com o fio de reparo que ocluia o anus. Uma pin¢a hemostatica curva foi passada, via perineo,
até alcancar a cavidade abdominal com objetivo de pincar o fio de reparo para fazer o
abaixamento do segmento operado. Pelo acesso perineal fez-se a ressec¢do do anus cerca de
1cm distal a primeira valvula. O mesocolo foi posicionado posteriormente.

Durante todo o ato operatorio, no tempo abdominal, o segundo auxiliar gotejou
solucdo salina estéril 0,9% na cavidade peritoneal, com finalidade de hidratacdo
transoperatdria.

A parede abdominal foi fechada com sutura continua, com fio de polydioxanone® na
aponeurose e pele, no sentido craniocaudal.

Uma colostomia perineal foi confeccionada. O colo abaixado foi suturado, com pontos
simples, & pele perineal, com fio de categute* e um ponto entre os quatro pontos principais
quando necessario (Figura 11).

® Fio de polydioxanone PDS 4.0, agulha atraumética, % da circunferéncia, 26mm — Ethicon
* Fio de categute cromado, 5.0, agulha atraumética, absorvivel, 60cm, 1,5 cm — Cirurmédica 85
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Figura 11 — Visdo da colostomia perineal, que fica exposta sob a
pinca hemostatica na regido onde o intestino foi suturado junto a
pele.

4.3.4 Colheita do Material

Para os animais do Grupo Simulado e do Grupo Amputado a relaparotomia para
retirada do material a ser estudado foi no 30° dia po6s-operatorio. Para 0s ratos do Grupo
Amputado com Valvula ela foi realizada no 40° dia p6s-operatorio.

Nos animais do Grupo Amputado com Valvula o segmento intestinal operado foi
retirado no quadragésimo dia pés-operatério.

Os animais ficaram em jejum de 8h para racdo, foram pesados e anestesiados com a
mesma técnica usada para realizar a operacdo. Realizado o fechamento do neoanus com seda
2.0 e disseccdo do intestino da parte perineal até a vértebra coccigea. Feita a laparotomia
ampla e exploragdo da cavidade. Ressec¢do de todo o colo até o ceco, com o animal vivo
anestesiado. Os animais foram mortos por exanguinacao apés a seccao da artéria aorta.

Apds a colheita de material, as carcacas foram acondicionadas em sacos plasticos,
identificadas e descartadas, provisoriamente em um congelador (20°C) destinado
especificamente para este fim. Foram recolhidos por funcionario treinado e autorizado pelo
Setor de Biosseguranca para transporte e descarte definitivo de material biologico conforme
protocolo do Comité de Etica e Experimentagio Animal (CETEA).

Todo o material colhido foi processado para fazer o preparado histoldgico no
laboratdrio de Neuroimunopatologia Experimental do Departamento de Patologia Geral do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.
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Em todos os trés grupos foram ressecados um segmento de intestino medindo 9cm de
extensdo a partir da borda anal. O colo foi aberto longitudinalmente, na face antimesentérica.
Foi feita limpeza mecanica com retirada do contetdo intestinal. Lavagem do mesmo em
solugéo de Tampéo Fosfato Salino. A peca foi colocada sobre o papel filtro, com a serosa em
contato com papel e imerso na solugdo fixadora de Bouin com 2% de &cido acético glacial
(Figura 12).

Figura 12 — Segmento de 9cm dividido em dois segmentos de 3cm denominado cranial (a
esquerda) e 6cm denominado caudal (a direita) respectivamente, colocados sobre papel
filtro, com a camada serosa para baixo. As setas identificam o sentido que o material foi
enrolado — de caudal para cranial.

Os segmentos intestinais foram mantidos submersos o tempo necessario para permitir
uma pré-fixacdo adequada para enrolar a peca no formato de rocambole, sem comprimir 0
tecido, o que variou entre 20min e 30min.

O segmento de 9cm foi seccionado em dois fragmentos de 3cm e 6¢m, cranial e caudal
respectivamente. Os fragmentos foram retirados do fixador, colocados sobre uma superficie
plana e enrolados da extremidade caudal em direcdo a cranial como rocambole, formando um
rolo, com a mucosa voltada para dentro. Os rolos foram amarrados com linha preta® em dois
pontos equidistantes do rolo, com presséo suave (Figura 13)®. No Grupo Simulado e Grupo
Amputado, o segmento do intestino retirado foi o correspondente as areas descritas acima

para 0 Grupo Amputado com Valvula.

% Linha preta 100% algod&o — Corrente ®
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Figura 13 — Rolos dos segmentos de 6cm do intestino de ratos do Grupo
Amputado com Valvula (acima) e Grupo Amputado (abaixo) ap6s imersdo no
fixador de Bouin. Visdo lateral do rolo (seta).

4.3.4.1 Fixacao do Material

A fixacdo foi realizada o mais rapido possivel apds a sua remogdo para prevenir
autolise. O pré-fixador utilizado foi o fixador de Bouin, uma solucdo em base de acido
picrico, que penetra rapidamente nos tecidos, produzindo réapida coagulacdo de proteinas e
promovendo o endurecimento dos mesmos. Tal propriedade é importante para evitar a
compressdo e achatamento das camadas intestinais durante a confecgdo dos rolos no formato
de rocambole.

Ap6s o tempo inicial de no maximo 30min os rolos eram transferidos para fixador da
familia dos aldeidos, usado rotineiramente sob a forma de uma solucdo de formol tamponada
em Tampdo Fosfato Salino, a 4%, em pH neutro. Os espécimes ficaram entre cinco dias e 20

dias no fixador antes de serem processados.

4.3.4.2 Processamento Histologico e Microtomia

Apos o tempo de fixacdo adequado que € maior que 8 dias, os rolos foram cortados ao
meio e emblocados com o centro para baixo. O material foi processado para desidratagdo em
etanol, diafanizacdo em xilol, embebimento e inclusdo em parafina histolégica liquefeita a
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temperatura controlada maxima de 60°C. Ap0Os a secagem e endurecimento dos blocos de
parafina os mesmos foram cortados no micrétomo rotativo para obtencdo de cortes na
espessura de 5um.

Os rolos foram seccionados em um plano paralelo ao seu didmetro (corte transversal) e
perpendicular a superficie da mucosa, resultando em uma espiral longitudinal que exp6s toda
a extensdo do colo em sua continuidade, e na totalidade das trés camadas histoldgicas
(mucosa, musculares e serosa). Esse corte permitiu visibilizacdo das valvulas, sendo a

primeira sempre no centro do rolo e a terceira na periferia (Figura 14).
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Figura 14 — Corte histologico do rocambole de intestino. As marcas em
vermelho representam as valvulas, sendo a terceira a mais periférica.
Barra = 3mm.

Os cortes histologicos foram corados inicialmente por Hematoxilina e Eosina e
examinados ao microscopio. Cortes subsequentes, semi-seriados, foram obtidos para
evidenciar tecido conjuntivo na cor verde-azulado, em coloracao especial pelo Tricromico de
Gomori. a identificacdo dos elementos nervosos (filetes nervosos na camada muscular circular
e plexo mientérico) apos coloragdo imuno-histoquimica de um marcador genérico de tecido
nervoso nomeado Produto Génico Proteico 9.5 (PGP 9.5)*** fez-se observando as estruturas
coradas na cor marrom.

A analise histopatologica descritiva e as coloragfes Tricromico de Gomori e Produto
Génico Proteico 9.5 foram feitas em todos os animais nos segmentos cranial e caudal. A
analise morfométrica em coloragGes por Hematoxilina e Eosina, Tricromico de Gomori e

Produto Génico Proteico 9.5 foi executada entre quatro animais e oito animais de cada grupo.



27

Os locais examinados no preparado histolégico na coloragdo Hematoxilina Eosina foram no
local da terceira valvula, a montante e ajusante da mesma; na coloracdo do Tricromico de
Gomori os locais examinados foram a montante e ajusante a terceira valvula; na coloracéo
imuno-histoquimica Produto Génico Proteico 9.5 os locais examinados foram no local da

terceira véalvula, a montante e ajusante a terceira valvula.

4.3.4.3 Coloracéo

a) Hematoxilina e Eosina

Cortes de 5um de espessura do colo de cada animal foram desparafinizados em dois
banhos de xilol, por 15min cada, hidratados em solucfes alcodlicas de concentracdes
decrescentes (100%, 90%, 80% e 70%) por 3min cada e lavados em agua corrente por 5min.
Em seguida, os cortes foram contracorados pela Hematoxilina de Harris por 50seg e lavados
em agua corrente durante 20min, sendo, em seguida corados pela Eosina por 2min. Para
finalizar, as laminas foram desidratadas em concentracdes crescentes de alcool e diafanizadas

em xilol. Os cortes histoldgicos foram montados com Entellan® (Merck) e laminulas de vidro.
b) Tricrdmico de Gomori

De forma semelhante a coloracdo pela Hematoxilina e Eosina, as laminas foram
desparafinizadas no xilol e hidratadas apds passagens sucessivas em etanol com concentracédo
decrescente e agua corrente. Apds a hidratacdo, foram imersas na Hematoxilina por 1min e
30seg e lavadas em &gua corrente. Posteriormente, permaneceram imersas no corante de
Gomori (Merck®) por aproximadamente 15min. Novamente, as laminas foram lavadas em
agua corrente rapidamente, desidratadas em concentracdes crescentes de alcool, imersas em

xilol e montadas utilizando-se Entellan® (Merck) para fixacdo das laminulas.
¢) Imuno-histoquimica Produto Génico Proteico 9.5

O preparo das laminas para imuno-histoquimica seguiu uma primeira fase igual a
descrita acima, em que as laminas foram desparafinizadas e hidratadas. Seguiu-se o blogueio
da peroxidase enddgena em Tampédo Fosfato Salino / Peroxido de hidrogénio (100mL de
Tampéo Fosfato Salino a 10% e 3,5mL de Peréxido de Hidrogénio a 30%) por 30min, a
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temperatura ambiente, e posteriormente, ao bloqueio com leite desnatado em pé diluido em
Tampéo Fosfato Salino a 10% (06g de leite em 100mL de Tampéo Fosfato Salino) por 30min
a temperatura ambiente. Os cortes foram incubados com o anticorpo primario anti-produto
génico proteico 9.5 como um marcador especifico de tecido nervoso (1:500), diluido em
Tampéo Fosfato Salino e albumina bovina a 2% (1870, Inlab, Diadema, Brasil), em camara
Umida a 4°C, toda a noite por no minimo 15h, seguido de trés banhos em Tampé&o Fosfato
Salino de 5min cada.

O anticorpo secundario (imunoglobulina anticoelho e anticamundongo biotinilada pré-
diluida), e terciario (estreptavidina-peroxidase pré-diluida), ambos do Kit LSAB (DAKO,
Copenhagen, K0675) foram consecutivamente utilizados por 30min a temperatura ambiente.
Entre cada etapa descrita, os cortes foram lavados em trés banhos de Tampéo Fosfato Salino.

A revelacdo da reacgéo foi feita por incubacdo em solucdo de Diaminobenzidina (50mg
de 3,3 — diaminobenzidina tetra-hidrocloreto em 200mL de Tamp&o Fosfato Salino e 400uL
de Perdxido de Hidrogénio 30%) durante 5min. Posteriormente foram contracorados com
Hematoxilina de Harris diluida por 3seg, lavados em agua corrente por 5min, desidratados,

diafanizados em xilol e montados com Entellan® (Merck).
4.3.4.4 Microscopia Descritiva e Andlise Morfométrica

A microscopia de luz foi empregada para a andlise histopatologica e documentacao
fotomicroscopica do material processado.

As laminas selecionadas e coradas por Hematoxilina e Eosina foram analisadas nos
aumentos de 4x, 10x e 20x, em toda a extensdo do colo operado que foi amostrado nos dois
segmentos de 3cm e 6cm, cranial e caudal respectivamente. A andlise qualitativa
compreendeu a avaliacdo da espessura das camadas musculares e serosa, seus aspectos
estruturais, a continuidade das mesmas, e as alteracOes inflamatérias. Para a coloragdo do
tecido conjuntivo e Produto Génico Proteico 9.5 foram avaliados a distribuicéo e continuidade
dos mesmos ao longo da parede intestinal nos trés grupos.

A anélise morfométrica foi planejada para o estudo comparativo dos segmentos caudal
e cranial dos trés grupos experimentais quanto aos seguintes parametros: a) as espessuras da
parede intestinal, a Muscular Circular (MC), Muscular Longitudinal (ML) Muscular Total
(MT = MC+ ML), e Serosa (SE); b) a densidade de elementos nervosos na parede muscular,
marcados especificamente por Produto Génico Proteico 9.5 obtida por quatro parametros; c) a

area de tecido conjuntivo presente na espessura da parede intestinal.
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Para escolha da amostragem destinada a analise morfométrica foram selecionados
entre quatro a oito animais de cada grupo cujos preparados histologicos apresentavam perfeita
orientacdo do plano de corte, em ambos 0s segmentos cranial (3cm) e caudal (6cm), e cujos
resultados das colora¢es em Hematoxilina e Eosina, Tricromico de Gomori e Produto Génico
Proteico 9.5 foram considerados de boa qualidade e sem artefactos técnicos favorecendo a
observacao e documentacéo sistematica de todas as camadas intestinais de interesse.

As seguintes medidas foram obtidas por meio do programa KS300 que trabalhou em
imagens capturadas pela cdmera digital instalada em microscépio de luz direta (Olympus,
Japdo).

a) Medida da Espessura da Parede Intestinal

Com a finalidade de avaliar parametros morfométricos relativos a espessura da parede
no segmento intestinal caudal, comparativamente entre o Grupo Simulado, o Grupo
Amputado e Grupo Amputado com Valvula foram fotografadas cinco imagens de cada lamina
num aumento de 4x.

As imagens selecionadas de cada lamina amostram toda a espessura da parede
coldnica e compreendem a regido imediatamente adjacente, distalmente e cranialmente a
terceira valvula do Grupo Amputado com Valvula e a regido anatomicamente referenciada e

correspondente para o Grupo Simulado, o Grupo Amputado (Figura 15A e B).
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Figura 15A — Fotomicrografia da regido correspondente a uma valvula no rato do Grupo Amputado
com Valvula, mostrando o aumento localizado da espessura da parede (linha preta), e a interrupgao
das camadas musculares (seta). Aumento de 10x.

Figura 15B — Fotomicrografia do segmento caudal de um rato do Grupo Simulado mostrando o
método para fazer as medidas das espessuras das camadas muscular total (MT), camada muscular
circular e externa (MI, ME), e serosa (SE). Aumento de 4x.
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De cada imagem foram obtidas cinco medidas das camadas musculares e da camada
serosa. Quanto a serosa do segmento caudal, trés animais de cada grupo nao apresentaram
condicdes técnicas para uma medida precisa em uma ou mais imagens decorrentes das
dificuldades inerentes a preservacdo desta camada devido & aderéncia do segmento abaixado,
ou artefatos de processamento. Nestas circunstancias a medida da espessura total da parede
foi a soma da camada muscular circular com a camada muscular longitudinal.

Os mesmos parametros foram avaliados no segmento intestinal cranial, entre cinco
ratos e sete ratos, em que foram selecionadas cinco imagens de cada lamina, e feitas cinco
medidas das camadas musculares e da camada serosa para cada imagem, no aumento de 4x,
que corresponde aos 3cm craniais a terceira valvula, nos trés grupos (Figura 15B).

Depois da devida calibracdo do sistema, para a medida da espessura acionou-se 0S
parametros distancia entre dois pontos, determinada manualmente com a ajuda do cursor. Para
a medida da érea, acionou-se 0 parametro area sendo a mesma circundada com a ajuda do
cursor. As medidas foram expressas como Muscular Circular (MC), Muscular Longitudinal
(ML) Muscular Total (MT = MC + ML), e Serosa (SE), em pm.

b) Densidade de Elementos Nervosos Produto Génico Proteico 9.5 positivo

A coloracgdo das laminas por Produto Génico Proteico 9.5 proporcionou uma marcagao
que evidenciou de forma bastante distinta os elementos do Sistema Nervoso Entérico (plexo
mientérico e ax6nio dos neurbnios entéricos) dos demais tecidos, 0 que permitiu automatica
selecdo e mensuracdo dos mesmos. Utilizamos quatro parametros de analise que expressam a
densidade dos elementos nervosos detectados pela coloracdo Produto Génico Proteico 9.5.
Foram selecionadas de quatro imagens a seis imagens de cada lamina, correspondente a
quatro ratos do Grupo Simulado; seis ratos do Grupo Amputado; sete ratos do Grupo
Amputado com Valvula para o segmento intestinal caudal, e no minimo cinco imagens
obtidas de cinco ratos a seis ratos dependendo do grupo experimental, para o segmento
cranial.

No programa KS300, apos a calibracdo do sistema digitalizado, em objetiva de 10x, de
cada imagem real selecionada nos grupos foi obtida uma imagem binaria e feitas as medidas
citadas abaixo.

Através das ferramentas do programa foram excluidas por méascara as areas externas a

camada muscular circular. Em seguida, acionou-se o parametro area sendo a mesma



31

circundada com a ajuda do cursor, obtendo-se assim a medida da area da camada muscular

circular, em pm? denominada Area M1 (Figura 16).

Figura 16 — Método de digitalizacdo usado para medir automaticamente a area
da camada muscular circular (cor de rosa) mensurada em um?® e delimitada
pela méscara azul. A &rea produto génico proteico positiva dos axdnios apds
digitalizag&o foi evidenciada pelos pontos em verde. Aumento de 10x.

Da mesma imagem real foi digitalizada somente a area referente ao plexo mientérico
marcada por Produto Génico Proteico 9.5, circundada com a ajuda do cursor, que foi
mensurada em pm?, denominada Area plexo mientérico.

Da mesma imagem real obteve-se somente a A&rea referente aos axonios
intramusculares da camada muscular circular dos neurbnios entéricos marcados pelo
anticorpo Produto Génico Proteico 9.5 cuja somatéria foi obtida em pm? denominada Area
PGP positiva MI (Figura 16).

Da mesma imagem real foi feita a digitalizacdo das camadas musculares. A ferramenta
adequada foi usada. Depois da devida calibragdo do sistema acionou-se o parametro distancia
entre dois pontos. Determinou-se o comprimento da parede intestinal, manualmente, com a
ajuda do cursor. A distancia entre dois pontos consistiu de uma linha tracada entre as camadas
muscular circular e longitudinal, abrangendo o campo de visdo da lamina (aumento de 10x) de
um extremo ao outro, mensurada em milimetros, denominada Comprimento MlI.

A Area total foi obtida a partir da soma da Area MI mais a Area plexo mientérico.

Destas medidas foram feitas uma relacéo e trés proporcdes dividindo®:
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Area plexo mientérico (um?) / comprimento (um)
Area PGP positiva MI (um?) / Area MI (um?)
Area PGP positiva MI (um?) / Area total (um?)
Area PGP positiva M1 (um?) somada Area plexo mientérico (um?) / Area total
(um?)
Estes parametros foram analisados pela média das médias obtidas das imagens
medidas.

¢) Area de Tecido Conjuntivo da Parede Intestinal corado por Tricrémico de Gomori

Os segmentos caudal e cranial, corados por Tricromico de Gomori, foram submetidos
ao procedimento morfométrico. A coloracédo pelo Tricrémico de Gomori destaca-se em verde-
azulado o tecido conjuntivo.

No segmento caudal cinco laminas do Grupo Simulado, seis laminas do Grupo
Amputado e quatro ldaminas do Grupo Amputado com Valvula foram selecionadas. De cada
lamina foram fotografadas de quatro imagens a oito imagens, no aumento de 4x.

No segmento cranial cinco laminas do Grupo Simulado, cinco laminas do Grupo
Amputado e sete laminas do Grupo Amputado com Valvula foram selecionadas e de cada
lamina foram fotografadas cinco imagens a seis imagens, no aumento referido acima.
Trabalhou-se com a média das medidas obtidas por grupo. As areas coradas foram
discriminadas automaticamente, com posterior correcdo manual, em toda a espessura da
parede, conforme o procedimento utilizado para medir a area corada pelo Produto Génico
Proteico 9.5, em marrom, descrito anteriormente.

Os resultados foram expressos fazendo-se uma proporcdo da area corada em verde-
azulado, medida e expressa em micrometros quadrados (um?) dividida pela &rea total da
parede intestinal que compreendeu a area de todas as camadas (Figura 17).
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Figura 17 — Método usado para medir a area corada por Tricrémico de
Gomori, indicativa da presenca de tecido conjuntivo (&reas verdes)
distribuidas em toda a espessura da parede. Aumento de 4x.

4.4 Andlise Estatistica

As variaveis analisadas como o peso, 0 humero de pontos por valvula, a espessura das
camadas musculares, as quantificacdes da imunoexpressdo de Produto Génico Proteico 9.5 e
da coloracdo para Tricromico de Gomori foram submetidos a andlise estatistica descritiva dos
dados.

Para analisar se 0 nimero de pontos confecionados por valvula e a abertura da mucosa
interferiram no 6bito dos animais foi usado o método de Regressdo logistica. Em uma Analise
Univariada as varidveis consideradas significativas foram baseadas no “p valor” menor ou
igual a 0,20.

Para a comparacao dos dados morfométricos nos trés grupos, o teste aplicado foi o
Teste de Kruskal Wallis (ndo paramétrico), em que todos os resultados foram considerados
significativos com um “p valor” menor ou igual a 0,05. Para a comparagdo dos dados
morfometricos dos grupos 2 a 2 aplicou-se o Teste Mann Witney com a correcdo de
Bonferroni, com o nivel de significancia de d‘menor ou igual a 0,05 dividido pelo nimero de
grupos, no caso trés grupos obtendo o valor de 0,0167. Para a compara¢do do mesmo grupo
em momentos diferentes usou-se o teste de Wilcoxon com “p valor” menor ou igual a 0,05.
Foi utilizado o programa do Software SPSS 18 para montagem dos bancos de dados e analise
estatistica.



5S RESULTADO

"Eu quase gue nada sei,

mas desconfio de muita coisa.
Tudo, alias,

¢ a ponta de um mistério,
inclusive os fatos.

Ou a auséncia deles.
Duvida?

Quando nada acontece

ha um milagre

que ndo estamos vendo.”

J Guimardes Rosa
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5.1 Mortes

Quanto a sobrevida dos 36 ratos operados, seis evoluiram para morte sendo todos do
Grupo Amputado com Vélvula. Dois morreram no 10° dia e 12° dia do p6s-operatorio, sendo
necropsiados imediatamente para ressec¢do do espécime cirurgico e identificado impac¢édo
fecal até no ceco. Os outros quatro animais apresentaram-se em condi¢cdes putrefativas para

necropsia, ndo sendo possivel a avaliacdo da causa de morte (Tabela 1).

TABELA1

Causas de morte nos ratos do GACV

Rato Dia PO Causa
4 40 D
5 2° D
13 3° D
14 40 D
15 10° D*
16 12° D*

GACV = Grupo Amputado com Valvula; PO = Pos-
operatério, D = sem hip6tese diagndstica; D*= hipotese
diagnéstica de impaccao fecal

5.2 Numero de Pontos por Valvula e Abertura da Mucosa

No Grupo Amputado com Valvula, dos 24 ratos operados, em oito ratos as trés
valvulas foram confeccionadas com quatro pontos. Nos demais, 0 nimero de pontos por
valvula variou entre quatro e seis pontos, sendo que seis pontos foram necessarios somente
em trés ratos para confeccionar a terceira valvula. Nos ratos 15 e 16 que morreram
tardiamente apenas a terceira valvula do rato 16 foi confeccionada com cinco pontos.

O estudo estatistico pela Analise Univariada aplicado nas variaveis nimero de pontos
confeccionados por valvula e abertura da mucosa teve um “p valor” maior do que o nivel de

signficancia definido como p=0,20, ndo sendo estatisticamente diferente (Apéndice A) .
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5.3 Microscopia

5.3.1 Aspectos Histopatoldgicos Descritivos

5.3.1.1 Segmento Intestinal Caudal

No Grupo Simulado e Grupo Amputado, a parede intestinal apresentou continuidade
das camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa, de aspecto estrutural normal (Figura
18A e 18B). O Grupo Amputado apresentou reacdo inflamatdria inespecifica restrita a camada
serosa (Figura 18C e 18D).

Os cortes histologicos dos rolos representativos da parede intestinal no segmento
intestinal caudal no Grupo Amputado com Valvula apresentaram continuidade de todas as
camadas, exceto na regido em que é possivel identificar a presenca das valvulas, pelo
espessamento localizado da serosa e muscular que apresentou sinais de inflamacdo cronica
com formacdo de células gigantes que fagocitam parte de fios cirargicos, além de reparo por
fibrose (neoformacdo conjuntivovascular com deposicdo de colageno). A submucosa
incluindo a muscular da mucosa encontravam-se preservadas (Figura 18E e 18F).



Figura 18 — Aspectos histopatoldgicos do segmento caudal da parede intestinal dos Grupo Simulado (A e
B), de aspecto normal e Grupo Amputado (C, D), apresentando espessamento da serosa (C, seta fina) na
regido anatomicamente similar & regido da confeccdo da véalvula amostrada em E e F no Grupo
Amputado com Valvula. Note o espessamento da parede seromuscular na area de confeccdo da valvula
(E, seta grossa), bem como a interrupcéo de continuidade das camadas musculares na area seccionada (F,
seta fina) acompanhada de reagdo inflamatéria cronica da camada serosa (F, seta grossa). Mucosa
preservada em todos o0s grupos. Aumento 4x. Coloragéo: A, C, E (HE); B, D, F (Tricrdmico de Gomori).

37




38

Na regido de cada uma das trés valvulas observou-se interrupcdo linear das camadas
musculares, regido que se encontra substituida por tecido conjuntivo vascular exuberante,
representando cicatriz fibrosa que atinge principalmente a serosa e musculares externa e
interna (Figura 19 A-D). Este tecido conjuntivo arranjava-se muitas vezes ao redor do espago
vazio ocupado previamente pelo fio cirargico e substituiu provaveis areas de destruicdo das
camadas pela incisdo e por passagem dos fios cirurgicos durante a confeccdo da valvula
(Figura 19B e 19C). A coloracdo para tecido conjuntivo evidenciou deposicao localizada de
coladgeno na cor verde-azulada (Figura 19C, detalhe). Alguns dos resquicios do fio cirdrgico
estavam permeados por infiltrado mononuclear ricos em células gigantes do tipo corpo
estranho (Figura 19B, 19C, 19D).

A presenca de células gigantes do tipo corpo estranho (multinucleadas) foi frequente
(Figura 19B e 19D). A despeito das alteracGes descritas na regido da valvula, a observacdo
sistematica das areas adjacentes mostrou aspecto estrutural preservado e com pouca deposicao
de tecido conjuntivo, o que ndo resultou em alteracGes estruturais da parede como pode ser

observado nas figuras 19E e 19F, representativas dos intervalos de parede entre as valvulas.



Figura 19 — Aspectos histopatoldgicos das vélvulas (A-D), aumento 10x, e &rea adjacente (E-F).
Observa-se interrup¢do parcial das camadas musculares (A, area tracejada). Tecido conjuntivo e vascular
exuberante, representando cicatriz fibrosa (B, C, e detalhe). Em B, observa-se tecido conjuntivo ao redor
do espago vazio (*) ocupado previamente por fio cirdrgico. A coloragdo pelo Tricrdmico de Gomori
evidencia o tecido conjuntivo e deposicdo de colageno na cor verde-azulada (C, detalhe, seta). Infiltrado
mononuclear rico em células gigantes do tipo corpo-estranho (B, C, D, setas). Areas representativas dos
intervalos entre as valvulas, da parede intestinal, mostram estrutura preservada e com pouca deposicdo de
tecido conjuntivo (E e F). Aumento 4x.
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A imunoexpressdo do Produto Génico Proteico 9.5 evidenciou os elementos do
sistema nervoso entérico, a saber, 0 plexo mientérico (Figura 20). Ao se acompanhar a
distribuicdo do plexo, ao longo da parede intestinal mostrada no rolo, observou-se que nas
regides entre as valvulas ha preservacdo da estrutura e densidade dos elementos neurais. No
entanto, nas regides das valvulas, os plexos deixam de ser visiveis em pequenos segmentos
microscopicos da parede, em associacdo com irregularidade na apresentacdo das camadas
musculares que ndo sdo distintas entre si, e apresentam areas de deposicdo de tecido
conjuntivo (Figura 20G). Vé-se a rarefacdo destes filetes (Figuras 20H, 201) na camada
muscular circular na regido imediatamente adjacente as valvulas. Tal diminui¢do da densidade

nao foi detectada nas areas intervalvulares, onde a analise morfométrica foi realizada.

plexo mientérico de forma continua no G Amputado (D) enquanto hd uma nitida
interrup¢do da continuidade dos elementos Produto Génico Protéico 9.5 — positivos do plexo no Grupo Amputado
com Valvula (G), que se correlaciona com a area onde a valvula foi confeccionada (G, Detalhe em HE). Neste grupo
observa-se também diminuicédo localizada da densidade de fibras nervosas intramusculares lisas da parede intestinal,
principalmente na camada muscular circular (setas H,I). A, D, G (aumento 4x); B, E, H (aumento 10x), C, F, |

(aumento 20x).
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5.3.1.2 Segmento Intestinal Cranial

Os rolos do segmento intestinal cranial mostraram aspecto preservado das camadas
intestinais do ponto de vista estrutural conforme demonstrado na figura 21. As coloragdes em
Hematoxilina e Eosina, Tricromico de Gomori e imuno-histoquimica para Produto Génico
Proteico 9.5 mostraram aspectos semelhantes entre os grupos. Observou-se que a serosa dos
animais representativos do Grupo Amputado com Valvula apresentou-se discretamente

aumentada devido a processo inflamatorio cronico, com reacdo gigantocelular (Figura 21G).



Figura 21 — Aspectos histoldgicos do segmento intestinal cranial, proximal a regido das véalvulas no Grupo Simulado
(A, B, C, J), Grupo Amputado (D, E, F, K), e Grupo Amputado com Valvula (G, H, I, L). Observa-se continuidade
das camadas serosa, musculares e submucosa, que apresentam estrutura preservada nos trés grupos. No Grupo
Amputado com Valvula (G) observa-se presenca de inflamacdo crdnica com reacdo giganto-celular do tipo corpo
estranho na serosa (seta). A coloracdo pelo Tricrémico de Gomori (B, E, H) evidencia o tecido conjuntivo e deposi¢do
de colageno em proporcdes semelhantes entre os grupos. A expressdo de Produto Génico Proteico 9.5 (C, F, I, J-L)
delineia os elementos do plexo nervoso de forma continua e de distribuicdo semelhante nos trés grupos. A-l (aumento
4x). J-L (aumento 10X). Coloragbes A, D, G (Hematoxilina Eosina); B, E, H (Tricrémico de Gomori); C, F, I, J, K, L
(Produto Génico Proteico 9.5).
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5.3.2 Aspectos Histopatoldgicos Quantitativos

Os parametros listados nos itens abaixo foram avaliados quantitativamente de forma
comparativa entre o Grupo Simulado, Grupo Amputado e Grupo Amputado com Vélvula por
meio do método morfométrico aplicado aos cortes histoldgicos.

5.3.2.1 Espessura da Parede Intestinal

A espessura das camadas muscular circular, muscular longitudinal, muscular total e
serosa da parede intestinal no segmento intestinal caudal nos trés grupos néo apresentaram
diferenga estatisticamente significativa (P>0,05). (Apéndice B)

No segmento intestinal cranial as medidas da espessura das camadas muscular
circular, muscular longitudinal e muscular total ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativas entre os trés grupos, enquanto para a camada serosa foi significativamente
diferente entre os grupos (p=0,024). (Apéndice B)

Uma vez que as medidas da camada serosa ndo sdo iguais nos trés grupos foi feita a
comparacdao maltipla dos grupos 2 a 2 pelo teste de Mann-Whitney para os trés grupos que
detectou que a camada serosa foi maior no Grupo Amputado com Valvula comparado com o

Grupo Simulado. (Apéndice B)

5.3.2.2 Densidade dos Elementos Nervosos Produto Génico Proteico 9.5 Positivo

A avaliagdo dos pardmetros morfométricos (Teste de Kruskal-Wallis)
comparativamente entre 0 Grupo Simulado, o Grupo Amputado e 0 Grupo Amputado com
Vélvula, quanto ao aspecto da densidade dos elementos nervosos da parede intestinal, no
segmento intestinal caudal a terceira valvula demonstrou que o valor da relagdo para
densidade n&o apresentou diferenca significativa, mas os valores das trés proporgdes foram

estatisticamente significativos (Tabela 2).
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TABELA?2
Anélise da densidade dos elementos nervosos PGP positivo no segmento intestinal caudal no GS,
GA, GACV
Variavel Grupo N I M Xts Mi IC EPM pvalor

GS 4 19 171 3,74+1,19 3,44 1,83-5,65  0,5996
GA 6 30 270 3,04+091 2,9 2,08-399 03715 0,255
GACV 38 342 2,66+1,34 2,27 141-3,90 0,5080

Area Plexo/
Comprimento

~

GS 4 19 171 0,020+0,008 0,019 0,006-0,034 0,0043

Zfez Pos MIZ""GA 6 30 270 0008+0002 0008 0006_0011 00010 0,033
GACV 7 38 342 0011+0003 0011 00080015 00013
GS 4 19 171 001940008 0018 0,006_0,033 00042
PGP pos Ml /
GA 6 30 270 0,008+0002 0008 0005-0011 00010 0,041
Area Total
GACV 7 38 342 0010£0003 001 00060013 00014
+ —_
sGpposmi+ O 419 171 00460013 0042 0025-0068 00063

Areaplexo/  GA 6 30 270 0,027+0,006 0,026 0,021-0,033 0,0023 0,010

Areatolal - Gacv 7 38 342 0,030£0004 0,032 0026-0034 00015

Teste Estatistico: Kruskal-Wallis

p valor < ou = 0,05

Legenda: PGP = Produto Génico Proteico; GS= Grupo Simulado; GA= Grupo Amputado; GACV= Grupo
Amputado com Valvula; N = nimero de ratos; 1= nimero de imagens; M = nlimero de medidas; X = média;
s= desvio padrdo; Mi = mediana; IC = intervalo de confianca; EPM= erro padrdo da média; MI = camada
muscular circular; pos = positivo

Na Tabela 3 e no Grafico 1 nota-se que todos os parametros avaliados para as
densidades de elementos Produto Génico Proteico 9.5 positivos nesta regido foram
significativamente maiores no Grupo Simulado em comparagdo com o Grupo Amputado.
Também houve diferenca estatistica entre 0 Grupo Simulado e o Grupo Amputado com
Vélvula para o parametro de densidade expresso como PGP pos Ml + Area plexo / Area total,

com maiores valores para o Grupo Simulado.
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TABELA 3

Anélise das proporg¢des da densidade dos elementos nervosos PGP positivo no
segmento intestinal caudal no GS, GA, GACV

p Valor
Grupos PGPposMI PGPposMI Area PGPposMI + Area plexo
Area Ml AreaTotal Area total
GS X GA 0,011 0,011 0,011
GS X GACV 0,131 0,058 0,008
GA X GACV 0,199 0,775 0,317

Teste de Mann-Whitney

Nivel de significAncia = correcdo de Bonferroni = 0,05/3 = 0,0167

Legenda: PGP = Produto Génico Proteico 9.5; GS = Grupo Simulado; GA = Grupo Amputado;
GACV = Grupo Amputado com Vélvula; pos = positivo; M|l = camada muscular circular

GRAFICO 1

Densidade dos elementos nervosos PGP positivo - segmento intestinal distal
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A avaliacdo dos mesmos parametros morfométricos comparativamente entre os trés
grupos, quanto ao aspecto da densidade dos elementos nervosos da parede intestinal, no
segmento intestinal cranial a terceira valvula, foi analisada da mesma forma citada acima
para 0 segmento intestinal caudal. Aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis. Concluiu-se que
nenhum dos valores da relacdo e das proporcGes para densidade dos elementos nervosos

Produto Génico Proteico 9.5 positivo foi estatisticamente diferente.
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5.3.2.3 Area do Tecido Conjuntivo da Parede Intestinal (Colorac&o por Tricromico de Gomori)

A avaliacdo dos parametros morfométricos comparativamente entre os trés grupos,
quanto ao tecido conjuntivo da parede intestinal, no segmento intestinal caudal e cranial a
terceira valvula em cada Iamina foi aferida. Usou-se a média das medidas da area corada. O
teste de Kruskal-Wallis foi aplicado e concluiu-se que a area media do tecido conjuntivo nos
locais medidos ndo apresenta diferenca estatistica no segmento intestinal caudal e nem no

segmento intestinal cranial (Apéndice D).



6 DISCUSSAO

Scibendis nullus finis
(O escrever nao tem fim)
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6.1 Aspectos Gerais

6.1.1 Amostra

Desde as primeiras descri¢cdes do plexo mientérico por Auerbach em 1862 e 1864 e do
plexo submucoso por Meissner em 1857, muitos artigos tém sido publicados a respeito da

organizacdo morfoldgica e funcional de sistemas nervosos entéricos***

, NOS quais procura-se
validar o uso de pequenos animais de laboratério como modelo de estudo do tubo
gastrointestinal em humanos. Os roedores tém sido os animais mais utilizados pelos centros
de pesquisa, sendo importantes para estudos cientificos em diversas areas, por possuirem
caracteristicas fisiolégicas e genéticas semelhantes & dos humanos****. Ressaltando-se 0s
cuidados e o refinamento na extrapolagdo dos achados no presente trabalho, optou-se pelo uso
de ratos, animais ddceis de facil criagdo e manejo.

Um namero maior de animais no Grupo Amputado com Valvula foi adotado para se
ter certeza de que a operagédo padrdo ndo causa obstrugéo intestinal nos animais, que a mesma
é exequivel, para um controle p6s-operatorio consistente quanto a complicacdes e para um

estudo mais seguro da evolucdo dos animais. A seromiotomia ndo obstrui os animais.
6.1.2 Operagéao

As variaveis nimero de pontos confeccionados por valvula e abertura da mucosa
foram estudadas para verificar sua provavel influéncia no 6bito dos animais.

Foi uma preocupacdo durante o ato operatério identificar as aberturas puntiformes
da mucosa porque esta abertura é uma solucdo de continuidade entre a luz intestinal e a
cavidade abdominal. A abertura puntiforme da mucosa pode contaminar o peritdnio, de
maneira muito sutil ou até mesmo invisivel configurando contaminacdo da cavidade
abdominal. A evolucdo pode ser com infecgdo, sepse e morte. Nenhuma destas varidveis
influenciou na morte dos animais.

Uma proposta para a reproducdo do modelo € incluir no material cirdrgico uma lupa
para a confeccdo da terceira valvula exatamente onde o colo é muito fino e as possibilidades
de abertura da mucosa sao maiores.

A tentativa de padronizar e fazer o mesmo numero de pontos em todas as valvulas
foi preocupagdo no momento da operagdo no sentido de uniformizar a confec¢cdo ds mesmas.

A tentativa foi de manter a mesma quantidade de mucosa na luz intestinal (anel intraluminar
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criado pela sutura das bordas cruentas da seromiotomia) para tornar mais homogéneo este
fator que possivelmente altera a velocidade de passagem das fezes. O dbito dos animais nao
esta relacionado com o numero de pontos por valvula e nem com a abertura da mucosa.

No pds-operatorio, a morte de quatro ratos foi mais precoce sugerindo uma menor
resisténcia desses animais ao porte da cirurgia, uma vez que ndo houve necrose do colo
abaixado e da colostomia perineal. Na necropsia ndo foram observadas fezes livres na
cavidade, apesar do grau leve de putrefacéo dificultar a avaliacéo.

A morte dos dois animais que ocorreu tardiamente néo foi esclarecida na necropsia. O
achado de grande quantidade de fezes distribuidas ao longo do colo associado a distenséo
sugere impaccdo fecal com hipotese diagnostica de obstrucdo intestinal. Nestes casos o
envolvimento da quantidade de mucosa invaginada pode ter sido maior, funcionando como
estenose e isto faz a diferenca para a resposta adaptativa intestinal demonstrada pelos
diferentes graus de dilatacdo. Quando este grau de dilatagdo é maior, ocorre a formacéo de
verdadeiras camaras de segmentacdo, com parede translicida, simulando um segmento de
armazenamento entre os haustros?.

O achado de aderéncias ocorreu somente nos ratos do Grupo Amputado com Valvula.
Consequéncia esperada, principalmente, no segmento intestinal operado, mas sem
repercussdes clinicas. As aderéncias eram frouxas e longas e a maioria se estabeleceu entre o
intestino delgado e o aparelho reprodutor. Ndo foi causa de morte nos animais.

A eutanasia dos animais do Grupo Amputado com Valvula no 40° dia p6s-operatorio
permitiu excluir a obstrucdo tardia e demonstrar que o processo de distensdo abdominal €

autolimitado.

6.2 Papel Funcional da Vélvula — Seromiotomia

Véarios modelos experimentais tém sido propostos para auxiliar na compreensao da
fisiopatologia das doencas intestinais como megacolo Chagésico, doenca de Hirschsprung,
adenocarcinoma colénico, entre outras, os quais sdo desenvolvidos para simular a doenca e
estudar as alteracdes estruturais e morfolégicas do plexo mientérico®.

Este trabalho tem uma proposta diferente, ou seja, desenvolveu um modelo
experimental que propde restabelecer, nos casos de amputacdo abdominoperineal, a funcao
intestinal neoanal. A primazia da técnica e evitar uma colostomia abdominal definitiva. A

surpresa da técnica € que ela preenchendo a pelve resolve o dificil problema do vazio pélvico
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e possibilita uma reconstrucdo da vagina, quando a proposta é exenteragdo pélvica. E uma
técnica simples, com aumento minimo no tempo operatorio.

A escolha do modelo experimental é fundamentada na necessidade de se voltar a
atencdo para a estrutura das vélvulas e sua relacdo com a parede intestinal contigua, com
énfase para os elementos musculares da parede intestinal e dos elementos reguladores da
funcdo motora intestinal no plexo mientérico. Considera-se de relevancia estudar ndo apenas
0s aspectos da técnica que o modelo pde em evidéncia, mas principalmente investigar a
integridade dos elementos nervosos da parede intestinal que a interrupcdo local
(seromiotomia) das camadas serosa e musculares potencialmente modificaria. A atividade
motora do tubo gastrointestinal é critica para a vida e a auséncia de atividade motora é uma

1*6. Em humanos, a técnica é realizada no colo desde

das indicagfes para transplante intestina
1991, mas n&o viabiliza o estudo morfolégico das valvulas'®.

Na literatura a citacdo: “as operagdes foram desenvolvidas para interromper as vias
nervosas na parede do intestino. As vias de execucdo no plexo mientérico podem ser
interrompidas por corte da musculatura longitudinal em uma direcdo circular (miotomia). Um
anel do musculo longitudinal com o plexo mientérico poderia ser removido, deixando a
musculatura subjacente circular, a submucosa e a mucosa intactas (miectomia)®® valida esta
proposta. A diferenca esta na profundidade da miotomia.

Os autores Furness e Costa, em 1979, propuseram a sec¢do da camada muscular
longitudinal e seccdo do plexo mientérico e este modelo experimental propde interromper as
vias nervosas da parede intestinal seccionando toda a espessura da parede muscular do
intestino, na sequencia camada serosa, muscular longitudinal, plexo mientérico e muscular
circular, deixando intactas a mucosa, a muscular da mucosa, e a submucosa conforme
realizada por Lézaro da Silva em 1974 '° A seromiotomia realizada de forma linear,
circunferencial somada a invaginacao parcial da seromuscular interrompe as vias de execugédo
do plexo mientérico®’ 2.

Neste modelo a valvula confeccionada foi modificada comparada com a valvula
proposta na literatura®*>?%?’_ Ap6s a seccdo da seromuscular seguida de sutura das bordas
cruentas fez-se apenas 0 apropinquoamento dessas bordas, com menor quantidade de
invaginacdo da seromuscular e por consequéncia com menor quantidade de mucosa
invaginada. Fato relevante, pois muda a resposta intestinal adaptativa e consequentemente
muda as alterag0es ocorridas na parede intestinal, o que aparentemente produziu menores

repercussdes mecanicas, obstrutivas. Uma das perguntas nesta tese é exatamente qual a
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correlacdo destas modificacBes cirdrgicas discretas na parede intestinal com as alteracdes nas

camadas e nos elementos nervosos da parede coldnica.
6.2.1 Microscopia Descritiva

A preocupacdo em documentar a valvula sob o apecto da anatomia microscépica € de
fundamental importancia. E preciso ter o conhecimento da sua natureza tecidual e saber se a
técnica cirargica realizada cumpriu seu objetivo. Isto faz diferenca na evolucdo e no
aprimoramento da mesma e na sua aplicacdo de forma ideal e inequivoca.

A inflamacdo é um processo fisiopatoldgico fundamental, crucial para a sobrevida,
mas também é causa de morbimortalidade consideravel. Inflamacdo pode ter efeitos
profundos na funcéo neuronal entérica e na neuropatia inflamatoria e esta emergindo como
tépico importante na neurogastroenterologia®. N&o é surpresa e ha evidéncias de que
alteracdes inflamatorias na inervacdo do tubo gastrointestinal levam a mudancas na funcéo
motora. As consequéncias funcionais da inflamacéo irdo depender na natureza dos estimulos
inflamatorios. A resposta do Sistema Nervoso Entérico para inflamagdo ndo é uniforme. Varia
de acordo com local e tipo de inflamacdo. Muitas anormalidades contrateis do musculo em
modelos animais de colites sdo devido a defeitos musculares especificos ou a alteracbes no
mecanismo de transducdo do sinal. Em modelos de colite ha uma frequéncia reduzida de
contragbes migratorias gigantes col6nicas, ou seja, uma reducdo da motilidade propulsiva no
célon proximal e médio, mas ndao no distal. Essas contracfes migratdrias gigantes sdo
responsaveis pelos movimentos do bolo fecal. Esse defeito de motilidade pode ter um
componente neural ou a desordem pode estar restrita & funcdo muscular* .

A resposta inflamatdria leva a disfunc@o neuronal e degeneracdo que ap6s um tempo
pode levar a aganglionose, distirbios motores graves como acalasia, pseudo-obstrucdo ou
megacolo. O mecanismo da injaria neuronal entérica e perda celular ndo estdo ainda claros.
Isso justifica varios estudos®. Exemplo classico é a infeccao pelo Tripanossoma cruzi, em
que a inflamacdo e o fator mais importante no processo da disfungdo neuronal do que a
consequente aventada imunidade antineural no intestino humano. A extensdo dessa disfungao
determinard a gravidade da sequela e a adaptacéo clinica do paciente. No colo humano, com
doenca de Chagas crbnica, até 30% de desnervacdo mientérica ndo apresenta dilatacdo
visceral, mas 70% da desnervacéo leva a este quadro®.

A seromiotomia proposta, induz como resposta, um processo inflamatério cronico que

gera alteragOes celulares circunferencialmente, mas de extensdo curta, com substituicdo por
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tecido cicatricial, fibroso que pode de forma localizada interromper os circuitos mecanicos e
provavelmente quimicos. A andlise descritiva pela Hematoxilina e Eosina confirma isto. A
submucosa e a muscular da mucosa, no local da vélvula, encontram-se estruturalmente
preservada na analise sistemética das laminas.

A despeito das intensas alteracdes descritas na regido das valvulas a observacao
sistematica nas laminas, das areas adjacentes (intervalos de parede intestinal a montante e
ajusante a 3° valvula), mostra aspecto estrutural preservado e com deposicdo de tecido
conjuntivo similar ao Grupo Simulado. A descricdo na coloracdo Hematoxilina e Eosina
confirma a normalidade da estrutura histologica do segmento intestinal examinado, exceto por
alteracdes muito localizadas na regido das valvulas. Existe um equilibrio imune refinado entre
0 estado de ativacdo crbnica de células imunes funcionais no intestino e mecanismos
regulatérios que mantém esta inflamacdo em grau baixo e controlada®. Como as alteracdes
que as valvulas geram sdo ténues, a resposta morfoldgica é discreta a ponto de ndo criarem
doenca no segmento operado.

Esses dados em conjunto permitem indicar que 0s mecanismos atuantes na condi¢édo
de seromiotomia neste modelo constituem valvulas e ndo estenoses cicatriciais, uma vez que a
analise sistematica de toda a extensdo do colo distal e proximal as vélvulas por microscopia
de luz Optica ndo mostra evidéncia de processo cicatricial ou deposicdo de colageno difusos
na parede coldnica. A avaliacdo dos parametros morfométricos através da coloracdo para
tecido conjuntivo evidencia o aspecto habitual da deposi¢do de colageno comparativamente
entre 0 Grupo Simulado, o Grupo Amputado e 0 Grupo Amputado com Valvula e confirma a
analise qualitativa.

As vélvulas propostas ndo alteram a espessura da parede, ndo produzem processo
inflamatorio exuberante ou difuso e ndo compromete a mucosa, a muscular da mucosa e a
submucosa. As valvulas confeccionadas devem ser compreendidas como um fator auxiliar no
contexto da adaptacdo intestinal. Os resultados corroboram com a opinido de que a técnica
proposta induz a adaptacdo natural do intestino, deve ser considerada, pois ndo existe
interferéncia negativa no processo adaptativo™.

Apesar da mucosa nao ter sido o foco deste estudo € importante lembrar que estudos
em animais e humanos mostraram que as valvulas artificiais tornam o transito intestinal mais
lento, promovem ganho ponderal apds ressecgdes intestinais e aumentam o tempo de contato
do contetdo luminar com a mesma?>*%°*,

Sabe-se que regimes dietéticos e agentes hormonais estimulam hipertrofia jejunal e

colonica. Ha vérias implicagdes do contacto da mucosa com elementos da dieta no controle da
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proliferacdo celular’®®**, Na sequéncia, é preciso avaliar o real beneficio do estudo da
proliferacdo celular da mucosa frente a injuria da estase e da dilatacdo decorrentes da
confeccdo das valvulas embora ndo existam evidéncias qualitativas (microscopia descritiva)
de alteracbes no aspecto estrutural da mucosa. Ha, no entanto, evidéncias preliminares, ndo
morfométricas, de que pode ocorrer ap6s amputacdo e colostomia terminal diminuicdo da
espessura da parede também a custa de reducdo da espessura da mucosa.

E preciso estudar posteriormente a eletrofisiologia deste segmento e esclarecer se a
seromiotomia altera a concentracdo, ou disponibilizacdo de neurotransmissores que
contribuem com uma alteracdo de motilidade do segmento operado e da mucosa neste
segmento. A plasticidade do comportamento eletrofisiolégico parece ser propriedade
fundamental dos neurdnios entéricos na maioria das regides do tubo digestivo. Os estados
comportamentais sd@o provavelmente determinados por mudangas nas concentracGes de
neurotransmissores, mediadores paracrinos ou horménios nas redondezas externas. Uma
elevada excitabilidade é encontrada no intestino ap6s sensibilizacio por antigeno externo®®.
Parece-nos que a valvula cria um segmento que pode ser comparado com 0 segmento
sigmoide que na fisiologia normal é um segmento intestinal de armazenamento.

A similaridade da estrutura histolégica da parede intestinal nos trés grupos confirma

que a técnica ndo gera descompensacao e “doenga” na parede intestinal.

6.2.2 Espessura

A necessidade de estudar as valvulas biolégicas contentivas tem também a
preocupacdo de esclarecer se ndo esta sendo criado um novo estado de “doenca” para 0
animal. A espessura é parametro fidedigno para este fim. Todos os modelos de obstrucdo
intestinal induzindo hipertrofia col6nica no intestino delgado de cobaia, no coelho, no cdo e
desnervacdo mientérica quimica com cloreto de benzalcbnio geram dilatacdo e hipertrofia
intestinal que tém sido muito Uteis para auxiliar na compreensdo da fisiopatologia e na
patogénese de varias doencas que atingem o colo® >3,

E sabido que o processo obstrutivo leva a estase do contetdo da alca a montante. A
musculatura do intestino responde com aumento de volume da célula muscular e aumento do
namero de células musculares caracterizando a hipertrofia que se expressa pelo aumento da
espessura da parede intestinal®® **. A possibilidade da célula muscular sofrer duplicacio foi
uma conquista recente da pesquisa®®. A célula muscular vai & mitose simples ou, através da

diferenciagdo dos fibroblastos situados na linha de transi¢do entre a submucosa e a camada
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muscular, em células musculares levando ao aumento do nimero delas, fato que é auxiliado
pelo estimulo do horménio de crescimento™.

A despeito de trés valvulas terem sido confeccionadas, e todas elas incluidas no
segmento mostrado para analise histoldgica, na auséncia de alteragdes qualitativas especificas,
o local escolhido para estudo morfométrico foi cranial a terceira valvula e entre a terceira e a
segunda valvula, pois nos modelos simulados de hipertrofia intestinal o diametro maximo
ocorreu nos primeiros centimetros proximos a estenose com reducdo proximal progressiva.
Em modelos de obstrucdo intestinal sabe-se que ocorre aumento da presséo luminar, que ativa
0s receptores mientéricos e estimulam a atividade motora do segmento proximal a
obstrucao®® 7,

Neste modelo as espessuras das camadas musculares interna e externa ndo variaram
significativamente entre os grupos no segmento intestinal caudal e cranial.

Essa dilatacdo é consequéncia de dois mecanismos. O primeiro é a estenose parcial
obtida com as suturas e consequente aumento de resisténcia ao fluxo, sendo a valvula mais
cranial a maior responsavel por ser a primeira a receber o impacto fecal. A jusante da sutura
cranial, as fezes j& estavam moldadas e afuniladas ndo exercendo maiores repercussoes,
apenas sendo retidas. O segundo é que a pequena dilatacdo estabelecida a montante das
suturas serviu para desencadear o segundo processo patologico de estase. Esse aumento no
didametro da alga ocasiona acomodacao de maior quantidade de conteddo intestinal no local,
estase, retardo do transito do contetdo intestinal, confirmando matematicamente a relacdo

fluxo, presséo, diametro e resisténcia pelas formulas:

AP diferenca de pressao
fluxo

resisténcia

tensao

diametro

T O 4 X T

pressao

F = AP=R T =D X P (Lei de Laplace)
AP=FXR P=T+D
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Como a pressao € no mesmo Orgdo e nas mesmas condicdes teremos AP=P,

substituindo os dados:

FXR=T+D

Entende-se que, quanto maior a dilatagdo intestinal maior serd o didmetro da alca e
menor sera a velocidade de fluxo do contetdo intestinal. Logo, a estenose parcial leva a um
aumento do didmetro intestinal a montante, diminuindo a velocidade de fluxo do contetudo
fecal e ocasionando estase. Esta decorre de dois fatores: do aumento da resisténcia ao fluxo
pela sutura e da dilatagdo da alga intestinal que diminui a velocidade de fluxo e retarda o
transito intestinal®*.

A confeccgdo das valvulas leva a alteracdo do peristaltismo, com consequente estase e
distensdo intestinal a montante, em diferentes graus, que inibem e retardam o transito
intestinal***>?®, A diferenca é que as valvulas confeccionadas geram dilatacéo autolimitada e
ndo geram alteracdes degenerativas nem morfologicas da parede e nem sinais de
descompensacdo da alca intestinal como foi observado na atresia intestinal congénita e em

modelo experimental de obstrucdo intestinal*’

. Isto passa a ser uma vantagem desta técnica
operatéria, uma vez que nao provoca condicdo patoldgica no intestino operado, e esta
condicdo nos induz a ponderar que gera um ambiente de estimulo com resposta adaptativa
préxima do fisioldgico

A construcdo cirargica de valvulas promoveu alteraces musculares de menor monta,
ocasionadas possivelmente pela funcdo simulada de piloros e ndo de estenoses cicatriciais.
Julga-se que a seromiotomia é responsavel por uma alteracdo do peristaltismo local por
seccao dos feixes nervosos, somado a invaginacdo da seromuscular e da presenca do esporao
mucoso, que sao obstaculos a passagem do conteldo do Iimen. Isto resulta em contracfes
com diferentes intensidades de forcas dependendo do tamanho dos obstaculos e por
consequéncia diferentes graus de hipertrofia das camadas musculares chegando a ter
hipertrofia mas ndo ser significativa.

O estudo da espessura neste modelo cofirma que as valvulas ndo geram condicdes
patologicas na parede intestinal. E cedo para falar que a técnica de construcio das valvulas
cirurgicas resulta em continéncia fecal, pois o que parece acontecer é um retardo do fluxo
intestinal. O aumento da pressdo intraluminar causado pelo acumulo do conteido no
segmento proximal a injuria cirdrgica produz tensbes transluminais. Estas tensdes sdo

distribuidas circunferencial e longitudinalmente através de arranjos em pontes cruzadas dos
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feixes de colageno da submucosa, referidos como ‘“componente esquelético” da parede
intestinal. O crescimento do musculo implica em aumento da espessura (hipertrofia) e
aumento da circunferéncia e diametro (dilatacdo) intestinais®® ®2. Esta proposta de valvula
bioldgica € interessante porque promove um retardo do conteudo intestinal de forma discreta e
atenuada que ndo gera alteragBes patologicas descritas na literatura como nos modelos de
obstrucdo. Este fato, provavelmente pode estar ligado com a falta de estimulos, de forma
intensa ou continua, aos receptores murais, a ponto de nao alterar a atividade motora no
segmento proximal a valvula de forma extrema, como ocorre em modelos de obstrucao
intestinal. E factivel que os neurotransmissores possam também ndo estar alterados de forma
significativa.

A espessura da serosa, no segmento intestinal cranial, que teve maiores valores no
Grupo Amputado com Valvula merece reflexdes. O segmento intestinal operado denominado
caudal ficou exposto aos fatores de manipulacdo, seccdo, sutura, injaria, infeccdo e
contaminacdo gerando resposta local de aderéncia, onde fatores externos como estes sdo
responséveis pela alteracéo da serosa®. Nos ratos do Grupo Amputado com Valvula, a serosa
do segmento intestinal cranial, que corresponde ao segmento a montante e distante da terceira
valvula corresponde exatamente a parte do segmento intestinal localizado na cavidade
abdominal que ndo sofreu influéncia direta destas injurias. Mas este segmento foi o segmento
abaixado, que mudou de sitio de localizacdo da cavidade abdominal para o espaco retrorretal.

No local onde foi confeccionada a terceira valvula é um local onde o intestino é
bastante fino e translucido o que justifica a dificuldade técnica de confecgdo da mesma, pois
foi exatamente na terceira valvula onde ocorreu 0 maior numero de abertura da mucosa
durante a seromiotomia. Isto pode gerar uma reacdo inflamatoria local maior, com
espessamento da serosa, 0 que ndo apresenta uma explicacdo razoavel para o fato, uma vez
que o0 espessamento no segmento intestinal cranial é o segmento examinado que esté longe da
terceira valvula.

O que ocorreu foi uma adaptacéo nesta camada quando este segmento foi abaixado da
cavidade abdominal para a pelve. Deve-se considerar que o tamanho da amostra pode ter
influenciado, uma vez que a serosa ndo foi medida em todas as laminas examinadas Unica e
exclusivamente porque estavam parcialmente ausentes na maioria delas. A medida ndo seria
real. Exatamente pela caracteristica mais fina da parede intestinal deste segmento que foi
mudado de ambiente, da cavidade abdominal para o espaco retrorretal, € que a disseccao,
mesmo cuidadosa pode ter lesado esta camada. Além da disseccédo, lembrar que o preparo do

material pode contribuir para a auséncia da mesma nas Iaminas. E importante ressaltar que a
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microscopia descritiva mostra no Grupo Amputado uma reacdo inflamatdria inespecifica

restrita a camada serosa, comprovando gque a mesma se altera apos a disseccao local.

6.2.3 Plexo Mientérico

A excisao do plexo mientérico elimina mais de 99% das fibras nervosas nas camadas
musculares, 0 que sugere que as células musculares lisas do intestino recebem sua inervacéo
quase exclusivamente do plexo mientérico®. Isto revela a importancia do estudo da densidade
do plexo no segmento submetido a seromiotomia.

A confeccdo das valvulas altera os elementos da parede intestinal e retarda a
velocidade do transito intestinal e por consequéncia altera as forcas mecanicas da musculatura
0 tempo de exposicdo do mesmo a mucosa. As situacdes clinicas ou experimentais, as mais
diversas, de desnervagdo ou de outras formas de injdria no plexo mientérico revelam alteracéo
da densidade neuronal®.

A confecc¢do das valvulas gerou injaria no plexo mientérico restrita ao local da sec¢édo
onde eles ndo sdo visibilizados respondendo o objetivo primordial da proposta vigente. A
valvula cirdrgica é desnervada.

A preservacdo da estrutura e densidade dos elementos neurais nas regides entre as
valvulas reflete a qualidade da técnica proposta e confirma que a intensidade, o grau e 0 modo
como a injdria acontece é que leva a diferentes respostas adaptativas. Apesar de existir o
fendmeno neuroplastico que é a capacidade do neurbnio adquirir adaptacdes morfoldgicas as
injarias, quando ocorre destruicdo a reinervacdo ndo acontece. No local onde foram
confeccionadas as valvulas comprovou-se desnervacao até o 40° p6s-operatdrio. Até este dia
ndo ocorreu reinervacdo. Provavelmente porque a seccdo foi total e teve uma resposta
inflamatoria crénica com substituicéo de tecido fibroso no local da injaria® 3 -7,

A analise comparativa quantitativa, entre os grupos, quanto ao aspecto da densidade
dos elementos nervosos da parede intestinal no segmento caudal a terceira valvula com
maiores valores das proporc¢des no Grupo Simulado em comparacdo com o Grupo Amputado
sustenta a influencia que as alteragcdes ambientais do meio intraluminar geram nos elementos
Nervosos.

No Grupo Amputado os ratos ndo foram submetidos a cirurgia proposta, a
seromiotomia. Neste grupo o intestino abaixado se comportou como segmento de passagem
rapida das fezes uma vez que perdeu o anus e os esfincteres e ficou com colostomia no

perineo. Isso configura um quadro de alteracdo da velocidade de trénsito do conteudo
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intraluminar e a presenca deste contetido alterado leva a mudancas importantes de resposta da
mucosa com alteracdes nos plexos. Sabe-se que a muscular da mucosa tem posicédo estratégica
na parede e sua contracdo ou relaxamento altera sua conformacdo, independentemente de
outros movimentos intestinais e aumentam a exposicao da mucosa ao conteudo do limen. Os
mecanismos envolvidos na propulsdo parecem estar ligados a consisténcia dos contetidos
intestinais em cada regido gastrointestinal de adultos. Em fetos humanos e criangas jovens,
padrdes motores intestinais podem ndo ser capazes de propelir conteddos intestinais
analmente se sua viscosidade é muito alta®. A diferenca neste grupo é que o mesmo néo foi
submetido a construcdo das valvulas. Sem nenhum mecanismo controlador, o conteddo passa
rapidamente. Isso gerou diminuicdo da densidade neuronal dos elementos nervosos da parede
intestinal e do plexo mientérico, que foi estatisticamente significativo. Houve
descompensacdo intestinal traduzida pela desnervacdo tanto dos elementos nervosos da
camada muscular circular como do plexo mientérico. Na literatura, postula-se que mudangas
nas caracteristicas fisicoquimicas do conteudo luminar levam a mudancas induzidas dos
neuromediadores com respostas sensomotoras como observadas na Sindrome de Intestino
Irritavel pos-infeccdo e nas alteracdes persistentes no Sistema Nervoso Entérico de humanos e
que podem ser parte responsavel pelos sintomas observados®.

Ja no Grupo Amputado com Valvula, o pardmetro densidade expresso como Produto
Geénico Protéico positivo M1 + Area plexo dividido pela Area total, com maiores valores para
0 Grupo Simulado, confirma que a valvula é desnervada de forma parcimoniosa e localizada.
Isto ajuda a explicar que a valvula é desnervada decorrente da perda do plexo mientérico ap6s
a seccdo (seromiotomia) com provavel repercussdo no peristaltismo, que explica em parte
porque a confeccdo da mesma retarda o tempo de transito do contetdo intestinal.

Mais interessante registrar que nas proporc¢des estudadas que revelaram a densidade
dos elementos nervosos da camada muscular circular a desnervacao nao foi estatisticamente
significativa. As alteracdes leves na espessura e no diametro do colo ndo foram suficientes
para gerar uma alteragdo importante e clinicamente evidente na densidade neuronal. Pode-se
especular que a presencga da valvula alterou a velocidade de transito do conteddo luminar,
proporcionou maior contato deste com a parede intestinal, alterando provavelmente o estado
fisicoquimico do tecido local, restaurando o microambiente préximo do fisioldgico, com
resposta adaptativa dos elementos da parede intestinal.

A seromiotomia secciona as camadas musculares. Neste local da parede intestinal
onde as véalvulas foram confeccionadas € desnervado. A desnervagdo do plexo mientérico

acarreta disturbio do peristaltismo, da absorgéo, gera falta de coordenagdo motora e retengédo
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de fezes no reto e no colo sigmdide. Segundo a literatura a inflamacdo é o fator mais
importante no processo da neurolise, e em diferentes extensdes, determinara a gravidade das
sequelas e o grau de adaptacdo clinica do animal®®™. E importante lembrar que a desnervacéo
pode provavelmente compromete a despolarizacdo seja por alterar a populacdo das Células
Intersticiais de Cajal ou a neurotransmissdo excitatoria ou a inibicdo da neurotransmissdo
inibitdria ou porque gera um padrédo de dilatacdo que no segmento operado nédo € o suficiente
para desencadear ou permitir o movimento propulsivo®. Talvez estas valvulas promovam um
sistema que simule o fisioloégico uma vez que cada valvula proporciona uma barreira
mecanica formando segmentos colonicos intervalvulares sem dano celular e gerando um grau
de distensdo, que por si sé pode desencadear atividade neural nos segmentos intervalvulares
que auxiliam na eliminacdo do contetdo fecal mediante uma prensa abdominal ou apds
estimulo externo de irrigagao.

A avaliagdo comparativa quantitativa da densidade dos elementos nervosos da parede
intestinal, entre os grupos, na regido cranial a terceira valvula, ¢ mais um dado que confirma
que a valvula é um procedimento que nao gera repercussdes negativas no segmento a
montante do segmento operado. Ela preserva as estruturas da parede intestinal. Diversos
autores tém relatado uma maior densidade de neurbnios mioentéricos em &reas onde as
camadas de musculo liso sdo mais espessas’™’%. A alteracdo da espessura nos segmentos
examinados nado foi expressiva e isto pode ajudar a explicar o fato da densidade dos elementos
neurais do intestino ter o mesmo comportamento.

N&o ocorreu desnervacdo na totalidade do segmento modificado pelas véalvulas,
apenas perda de neurbnios do plexo mientérico (despopulacdo de células ganglionares) e
desnervacao intramuscular no local da seccdo. A valvula ndo destr6i como um todo o Sistema
Nervoso Entérico no segmento operado, mas o torna inoperante localmente, alteracdo esta que
ndo foi suficiente para gerar obstrugdo, ndo levou a espessamento muscular e gerou graus
diferentes de dilatacdo autolimitada. Quando a destruicdo neuronal do plexo mientérico atinge
certa propor¢cdo, a atividade motora inteira do Orgdo desorganiza-se, e um nivel mais
avancado de doenca aparece (por exemplo, o megacolo)”. Por isto, a confeccdo das valvulas
no colo de ratos ndo acarretou disfuncdo e nem alteragcbes microscopicas e macroscopicas
importantes de distensdo e hipertrofia e densidade, provavelmente porque o grau de
desorganizacdo que ela acarreta € sutil e ndo ocorre a formacdo de uma “doencga” como, por
exemplo, uma obstrucdo intestinal.

A vélvula é desnervada, cria um segmento de armazenamento, ndo altera a espessura

da parede intestinal, altera de forma sutil a densidade (plexo mientérico) no segmento caudal
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sem alterar 0 segmento cranial e a dilatagdo € autolimitada. E notério que o modo de
confeccionar a valvula modifica os elementos envolvidos nos fenbmenos adaptativos. A
quantidade de mucosa invaginada na luz intestinal leva a diferentes graus de dilatacdo e
diferentes respostas fisioldgicas, as quais por sua vez podem determinar alteracdes diferentes
da densidade que podem ser clinicamente reproduzidas na alteracdo de motilidade.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que as valvulas intestinais por
seromiotomias circunferenciais ndo sdo fatores de interferéncia negativa na adaptacao
intestinal apds ressec¢do. Ao contrério parecem ser parte do processo adaptativo que altera
parcialmente a fungdo peristatica e permite um retardo mecénico garantindo o restauro do
padrdo funcional proximo ao fisiologico

A traducdo dos achados da ciéncia basica e experimental para a aplicacdo e
acompanhamento clinico de pacientes com distarbios da evacuacdo motivaram 0
desenvolvimento deste modelo aqui estudado, que a despeito de toda a complexidade dos
elementos envolvidos permite compreender alguns aspectos importantes da estrutura
morfologica da parede intestinal e do plexo mientérico e sua correlacdo com 0s aspectos

clinicos tanto experimentalmente quanto em nossos pacientes.

6.3 Perspectivas

A cirurgia para doengas colorretais pode ser danosa para o sistema nervoso autbnomo
e entérico. Este é um ponto importante para cirurgides, mas pouco se sabe sobre 0 mecanismo
de injurias nervosas que induzem alteracfes na motilidade colorretal apds as operacdes. O
distarbio de motilidade pos-operatéria € um fator importante que altera o transporte do
conteddo intestinal e pode ser responsavel por desordens defecatorias apds resseccao do reto
em humanos™.

A valvula por mais destrutiva que for ndo consegue impedir o funcionamento de todos
0s mecanismos de motilidade. Provavelmente torna-os menos efetivos e descoordenados, por
isto ndo é obstrutiva e sim contendora. Estudo da densidade, morfologia e identificacdo das
Células Intersticiais de Cajal, neste modelo, merecem ser planejados uma vez que sua
implicacdo pode ser hipotetizada, na auséncia de grandes alteragdes estruturais do plexo
mientérico.

A presenca da valvula retarda o tempo de transito do contetido intestinal e aumenta o
tempo de contato dos nutrimentos com a mucosa, decorrente da estase e dilatacdo que ela

provoca®. Isto pode até possibilitar um aumento da absorcdo de agua, entre outras alteragdes
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locais, uma vez que o contato direto da mucosa com nutrimentos no limen e hormdnios
afetam a proliferacdo de células, e os autores relatam que a forma vilosa do intestino humano
parece depender da dieta”. O aumento da espessura da mucosa parece ocorrer também em
doencas inflamatérias da parede intestinal na espécie humana e ja foi descrito no megacolo
chagésico®’, na doenca de Crohn e na colite ulcerativa®**. E preciso avaliar o real beneficio
do estudo da mucosa neste modelo.

E preciso aprofundar os estudos no segmento operado, através da investigacdo do
comportamento das outras células (ndo imunes) no tubo gastrointestinal. Essas também estao
envolvidas no complexo funcionamento entre mediadores inflamatdrios e células residentes e
infiltradoras que ocorrem durante a inflamacéo intestinal. Células enteroenddcrinas, células
do musculo liso e Células Intersticiais de Cajal sdo mais do que meros coadjuvantes na
inflamacdo, como destacado por estudos recentes que demonstram sua funcdo quando
sinalizam suas contribuicBes para homeostasia e disfuncdo gastointestinal®® .

Este é um tempo de progresso notavel que tem se desenvolvido no entendimento da
biologia basica do Sistema Nervoso Entérico. Ha investigadores empenhados disponiveis e ha
necessidade clinica substancial, para investigar a fisiopatologia, marcadores diagnosticos e
novas terapias para as doencas funcionais do intestino®®. Um caminho possivel é o esforco
combinado bem coordenado, entre clinicos, neurocientistas, governo e industria que
provavelmente levara a avangos que serdo importantes para a salde e a qualidade de vida dos
nossos pacientes. Da compreessdo do complexo funcionamento dos elementos do Sistema
Nervoso Entérico nascerdo terapéuticas e propostas de reabilitacdo ndo sintomaticas, e sim
embasadas e sedimentadas na etiopatogenia das doencas.

No caso desta técnica, todo progresso de investigacdo facilitard a compreensédo do seu
funcionamento e o seu aprimoramento, para uma aplicacdo clinica mais eficaz. E técnica de

facil execucdo e tem importante potencial de aplicacao clinica.



7 CONCLUSAO

“Eu, Coelet, fui rei de Israel em Jerusalém.
Eu resolvi pesquisar e investigar

com sabedoria tudo o que

acontece debaixo do sol.

Essa é uma tarefa penosa que

Deus entregou aos homens,

para com ela ficarem ocupados.”

Eclesiastes, 1: 12-13.
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O estudo morfologico e imunohistoquimico das valvulas confeccionadas no colo
esquerdo de ratos submetidos a amputacdo abdominoperineal e colostomia perineal mostra
uma desnervacdo no local da seromiotomia que contribui para o retardo do fluxo intestinal e a
preservacdo dos elementos musculares e de tecido conjuntivo da parede intestinal e elementos
nervosos nos locais intervalvulas.
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APENDICE A

Numero de Pontos por Valvula e Abertura da Mucosa

TABELA 4

Variaveis nimero de pontos por valvulae abertura da mucosa no GACV
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Variavel N RATOS NPONTOS % X+s P valor

Numero de pontos 13 4 54,2
confeccionados na V1 11 5 458 4,46+0,509 0813
NUmero de pontos 18 4 &
confeccionados na V2 6 5 25 4,25+0,442 0,999
NG d 11 4 45,8

umero de pontos 10 5 41,7 467+0,702 0,497
confeccionados na V3 3 6 125

Legenda: GACV = Grupo Amputado com Valvula; N= nimero; % = porcentagem; X = média; s= desvio
padréo; nivel de significAncia= 0,20 (Analise Univariada - Regressdo Logistica); V1 = 12 vélvula; V2 = 22
valvula; V3 = 32 valvula

TABELAS
Abertura da mucosa por valvula nos ratos do GACV
Abertura da Mucosa N Ratos N Abertura p valor
V1 2 2
V2 ZEero Zero 0,634
V3 8 10

Legenda: GACV = Grupo Amputado com Valvula; N ratos = nimero de animais; N abertura = nimero
de abertura da mucosa por valvula; V1 = 12 valvula; V2 = 22 valvula; V3 = 32 valvula

TABELAG6

Influéncia das variaveis nimero de pontos por valvula e abertura da mucosa no
Obito dos animais

Variavel p Valor
Numero de pontos confeccionados V1 0,813
NUmero de pontos confeccionados V2 0,999
Numero de pontos confeccionados V3 0,497
Abertura da Mucosa 0,634

Nivel de significancia = 0,20 (Analise Univariada - Regressao logistica); V1 = 12 vélvula;
V2 =22 vélvula; V3 = 32 valvula



APENDICE B

Espessura Caudal

TABELA7
Andlise da espessura da camada muscular dos grupos GS, GA, GACV, do segmento intestinal
caudal

Camada Grupo N | M X+s Mi IC EPM pvalor
GS 4 18 90 33,81+13,02 31,29 13,08-5454 6,51

MlI GA 6 29 144 3253+9,60 33,34 22,46-4261 3,92 0,340
GACV 7 30 150 27,00+7,63 28,12 19,94-34,06 2,88
GS 4 18 90 12,31+ 3,23 12,12 7,16 - 17,46 1,61

ME GA 6 29 144 11,30 £ 2,24 10,67 8,95 - 13,66 0,91 0,089
GACV 7 30 125 17,04 £5,52 15,3 11,92-22,15 2,08
GS 4 18 90 46,12+ 14,63 4535 22,83-69,41 7,31

MT GA 6 29 144 4383+1148 4554 31,79-5589 4,68 0,767
GACV 7 30 135 50,82+1553 4546 36,46-6519 587
GS 4 14 75 8,18 +2,29 873  454-1183 1,04

SE GA 5 15 30 10,39 + 4,67 11,55 4,57 - 16,20 2,09 0,316

GACV 6 17 85 15,94 + 8,93 16,53 6,56 - 25,32 3,64

Teste estatistico: Kruskal-Wallis
p valor < ou = 0,05

Legenda: MI = camada muscular circular; ME = camada muscular longitudinal; MT = camada muscular
total; SE = camada serosa; N = nimero de ratos; | = nimero de imagens; M = n(imero de medidas; X =
média; s = desvio padrdo; Mi = mediana; IC = intervalo de confianca; EPM = erro padrdo da média; GS
= Grupo Simulado; GA = Grupo Amputado; GACV = Grupo Amputado com Valvula
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Espessura Cranial

TABELA 8
Anadlise da espessura da camada muscular dos grupos GS, GA, GACV, do segmento intestinal
cranial
Camada Grupo N | M X+s Mi IC EPM pvalor
GS 5 26 130 1242+502 14,16 6,19-18,66 2,24
MI GA 5 25 120 8,41+3,02 9,51 4,64 -12,17 1,35 0,241

GACV 7 35 165 1217+456 1248  7,95-16,39 1,72

GS 5 26 129 3,17+134 3,35 1,50 - 4,85 0,6
ME GA 5 25 120 2,08 +0,62 2,17 1,30 - 2,86 0,28 0,079
GACV 7 35 165 4,12+164 4,09 2,59 - 5,64 0,62

GS 5 26 129 1560%+6,33 17,51  7,73-23,46 2,83
MT GA 5 25 120 10,49+3,64 11,77  5,96-15,02 1,63 0,199
GACV 7 35 165 16,29+6,12 16,57 10,63-21,95 231

GS 4 11 55 1,65+ 0,50 1,41 0,85-2,45 0,25
SE GA 2 6 30 2,24 +1,86 224 14,49-18,99 131 0,024
GACV 5 16 80 7,75+2,23 8,15 4,98 - 10,52 0,99

Teste Estatistico: Kruskal-Wallis

p valor < ou = 0,05

Legenda: GS = Grupo Simulado; GA = Grupo Amputado; GACV = Grupo Amputado com Valvula; N =
nimero de ratos; | = nimero de imagens; M = nlimero de medidas; X = média; s = desvio padréo; Mi =
mediana; IC = intervalo de confianca; EPM= erro padrdo da média; MI = camada muscular circular; ME
= camada muscular longitudinal; MT = camada muscular total; SE = camada serosa

TABELA9

Analise estatistica comparativa entre grupos dois a dois das médias das
medidas da camada serosa

Camada Grupo p valor
GS X GA 1,000
SE GS X GACV 0,014
GA X GACV 0,053

Teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia= correcdo de Bonferroni = 0,05/3
= 0,0167. Legenda: SE = serosa; GS = Grupo Simulado; GA = Grupo Amputado;
GACV = Grupo Amputado com Valvula
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APENDICE C

Produto Génico Proteico Cranial

TABELA 10
Anélise do PGP no segmento intestinal cranial nos grupos GS, GA, GACV
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Eela(;ao: Grupo N | M X+s Mi IC EPM  pvalor
roporgao
GS 6 32 171 1,79 +0,97 183  0775-2823  0,3982
AreaPlexo/  ga 525 250 1,17 +1,362 1,164  0,521-2,863  0,6095 (22
Comprimento '
GACV 7 37 370  1595+0,745 1619  0906-2284  0,2816
GS 6 32 171  0013+0,003 0014  0009-0017  0,0015
ZGP FI’\ZTM” GA 525 250 0012+0006 0014  0004-0020 00029 (471
rea
GACV 7 37 370  0011+0,002 0011  0009-0013  0,0008
GS 6 32 171  0013+0,003 0014  0009-0,017  0,0015
ZGP r%ost '\I/”/ GA 525 250 0011+0006 0013  0003-0019 00028 (471
rea | ota
GACV 7 37 370  0011+0,002 0011  0009-0013  0,0008
PGP pos MI GS 6 32 171  0036+0,008 0032  0,027-0045  0,0034
Areaplexo/  GA 525 250 0,043+0,009 0043  0,030-0055 00044 0,310
Area total GACV 7 37 370  0,034+0,007 0034  0027-004L 0,027

Teste estatistico: kruskal Wallis
p valor < ou = 0,05
Legenda: PGP = Proteine Gene Peptide; GS = Grupo Simulado; GA = Grupo Amputado; GACV =Grupo Amputado com
Vélvula; N = nimero de ratos; | = nimero de imagens; M = nlimero de medidas; X = média das médias; s = desvio

padrdo; Mi = mediana; IC = intervalo de confian¢a; EPM = erro padrdo da média; Pos = positivo.
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APENDICE D

Tricrémico de Gomori — Caudal

TABELA 11

Anadlise do TG no segmento intestinal caudal nos grupos GS, GA, GACV

Coloracdo Grupo N | M Xts Mi IC EPM  pvalor

GS 521 63 0,132+0,082 0,137 0,030-0,234  0,0367
TGcaudal GA 6 29 8 0309+0,153 0,323 0,148-0,470 0,0626 0,096

GACV 4 26 78 0,206+0,122 0,162 0,012 -0,400 0,061

Teste estatistico: Kruskal Wallis

p valor < ou = 0,05

Legenda: TG = tricrémico de Gomori; GS = Grupo Simulado; GA = Grupo Amputado; GACV = Grupo
Amputado com Valvula; N = nimero de ratos; | = nimero de imagens; M = niimero de medida; X = média das
médias; s = desvio padrdo; Mi = mediana; IC = intervalo de confianga; EPM= erro padrdo da media.
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COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 125/2011, relativo ao projeto intitulado
“Morfologia e imunohistoquimica das valvulas confeccionadas no cdlon de
ratos submetidos 3 colostomia perineal’, que tem como responsavel(is) Alcino
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CERTIFICATE
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“Morphology and histoquemistry of the valve made up on the rat colon
submitted to perinneal colostomy’, under the supervisiors of Alcino Lazaro da
Silva, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted
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was approved in June 22, 2011.
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Belo Horii\onte 27 de Junho de 2011.

‘Iéaura Alvarez-Leite
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Profa. Jacquel
Coordena d{\
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL (CETEA)

PROTOCOLO N°

PROTOCOLO PARA USO DE ANIMAIS EM EXPERIMENTACAO

Use a tecla TAB, o MOUSE ou as SETAS do teclado para selecionar o campo a ser preenchido. A tecla de ESPACO pode ser
usada para marcar com "X" as op¢des. Se o item do formulario nao se aplicar ao projeto, informe com NSA (ndo se aplica).
Para a sua seguranga, mantenha na sua pasta de documentos uma copia do formulario preenchido.

1. IDENTIFICACAO DO PROJETO
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(Quando se tratar de projeto de pesquisa de alunos dos cursos de pos-graduagiio, o responsivel é o professor orientador)

Qualificagiio: (4-“,{’ E AL de VEmeg
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(Se for necessério, acrescente no tiltimo campo outros colaboradores, com a respectiva titulagdo, separados por ponto-e-virgula)
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UF
Uﬁg FACULDADE DE MEDICINA DA UFMG
U F/V\G DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
U F MG Av. Prof Alfredo Balena 190 - 4° andar
Caixa postal 340 - cep 30130-100
31-3248-9759 e 3248-9760(telefax)

PARECER
TITULO DO PROJETO DE PESQUISA

MORFOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA DAS VAVULAS .
CONFECCIONADAS NO COLON DE RATOS SUBMETIDOS A COLOSTOMIA

PERINEAL.
PESQUISADOR

Prof. Dr. Alcino Lazaro da Silva
Professor Emérito da Faculdade de Medicina da UFMG

COLABORADORES

Aline Carvalho Dinali
Aline de Lima Andrade Ferreira
Graduandas da Faculdade de Medicina da Ufmg

INSTITUICAO
Departamento de Cirurgia — Faculdade de Medicina da UFMG

HISTORICO

Desde 1907, quando Miles propés a amputagdo abdomino-perineal, os pacientes
sobrevivem mantendo colostomia terminal abdominal. Com o intuito de evitar a colostomia
abdominal, a exemplo de outros autores surgiram propostas para a realiza¢do de colostomia
perineal. Trata-se da realizagdo de incisdes na serosa e camada muscular (sériomiotomia
extramucosa), acima do estroma esteriorizado no perineo, local onde se fez a amputacdo e
que se sabe ndo consegue obviamente preservar o conjunto esficteriano.

Em nosso meio, varios trabalhos foram realizados pelo Prof. Alcino, estudando a
possibilidade de se manter colostomia perineal com razoavel fun¢do de contengdo fecal.

MERITO

Esta pesquisa faz parte de uma série de estudos ja realizados visando estudar a fungéio e as
alteragGes histopatoldgicas deste segmento colénico modificado e se propde agora estudar
as alteragdes da morfologia e imunohistoquimica destas valvulas confeccionadas. O estudo
sera realizado em ratos dentro do mesmo protocolo ja aprovado por esta cdmara para
experimentos anteriores.
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CONCLUSAO

O projeto € bom, no entanto faltam quais marcadores que serzo utilizados, o laboratdrio que
fard o exame de imunohistoquimica, assim como a fonte financiadora.

Favor providenciar e incluir estes dados para reavaliagéo e parecer final.

Belo Horizonte, 02 de abril de 2008.

Parecer aprovado pela Camara Departamental em 02/04/2008
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9 APENDICE

9.1 Resultado Cirurgico

9.1.1 Pré, trans e po6s-operatorio

No pré-operatdrio, os animais do Grupo Simulado e Grupo Amputado evoluiram
sem intercorréncias. No Grupo Amputado com Valvula um rato anestesiado morreu antes de
ir para a mesa operatoria imediatamente apds o término da depilacdo abdominal.

No transoperatério, os animais do Grupo Simulado e Grupo Amputado nao
apresentaram nenhuma intercorréncia. Os ratos evoluiram bem no pds-operatorio até o dia da
eutandsia. A abertura da mucosa, ou seja, da luz intestinal, durante a seromiotomia, ocorreu
em 10 ratos, num total de 12 perfuracdes. Destas, dez perfuracdes foram na terceira valvula,
todas puntiformes e em um Gnico ponto. Em dois ratos a abertura da mucosa foi na terceira e
na primeira valvula. A abertura da mucosa ocorreu em apenas um rato que morreu.

No poés-operatério dez (41,6%) animais do Grupo Amputado com Valvula
apresentaram infeccdo do musculo da coxa esquerda no local da anestesia, todos operados no
mesmo dia. Um rato apresentou deiscéncia da sutura da colostomia na parte inferior, préximo
da cauda. Foi tratada com Rifocina ® Spray, de 12h/12h, até a melhora clinica dos sinais
flogisticos (Tabela 12).

TABELA 12
Complicacdes trans e pos-operatdrias dos animais no
GS, GA, GACV

Complicagdo N° de ratos
Abertura puntiforme da mucosa 10
Abscesso encapsulado 1
Aderéncias abdominais 4
Deiscéncia de sutura da cauda 1
Hérnia Incisional 1
Leséo testicular 1
Infeccdo de masculo - coxa esquerda 10
Prolapso da colostomia 30
Mortes 6

GS = Grupo Simulado; GA = Grupo Amputado; GACV =
Grupo Amputado com Valvula
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9.1.2 Peso

Para analise do peso dos animais foi feita uma estatistica descritiva do peso pré-

operatério em que a mediana foi igual nos trés grupos. Aplicando o teste de Kruskal-Wallis o

p” valor ndo apresentou diferenca estatistica o que demonstra que o peso dos ratos no pré-

operatorio € igual nos trés grupos (Tabela 13).

TABELA 13

Anélise comparativa dos pesos dos ratos no pré-
operatdrio no GS, GA, GACV

Grupos N X+s Mi
GS 6 353,33 £15,05 350
GA 6 343,33 £ 38,29 350
GACV 24 34792 £71,13 350
Total 36
p valor = 0,982

Teste estatistico: Kruskal Wallis

Nivel de significancia < ou = 0,05

Legenda: N = niimero de ratos por grupo; X= média; s= desvio
padrdo; Mi= mediana; Gs=Grupo Simulado; GA=Grupo
Amputado; GACV=Grupo Amputado com Valvula

Foi feita a comparacdo do peso pré-operatério com o peso pos-operatdrio nos trés
grupos, em que foi aplicado o teste de Wilcoxon, para dados nao paramétricos. O “p” valor foi
estatisticamente significativo o que demonstra que o peso variou significativamente do

periodo pré-operatorio para o periodo pds-operatdrio (Tabela 14).
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TABELA 14
Anélise comparativa dos pesos dos ratos no pré-operatorio e pds-operatorio dos trés
grupos
Grupo N Peso X + s (peso) p valor

Pré- Pos-
operatorio  operatério  Pré-operatério Pds-operatorio

Min-Max Min-Max
GS 6 340-380 400-440 353,33+ 15,05 425,00+ 15,16 0,028
GA 6 280-380 330-450 343,33 + 38,29 405,00 £ 43,24 0,026

GACV 24  230-500 290-500 347,92 +71,13  372,22+59,66 0,007

Teste estatistico: Wilcoxon

p valor < ou=0,05

Legenda: N=nlmero de ratos por grupo; Min= menor valor do peso dos ratos por grupo; Max=
maior valor do peso dos ratos por grupo; X= média; s= desvio padrdo; GS=Grupo Simulado;
GA=Grupo Amputado; GACV=Grupo Amputado com Valvula

O peso pbs-operatorio dos animais nos trés grupos foi estatisticamente significativo
(Mann-Whitney, “p” valor = 0,0167 correcdo de Bonferroni), sendo que o peso do Grupo
Simulado foi maior que do Grupo Amputado com Vélvula.

Comparando os trés grupos no ganho médio de peso pos-operatorio pelo teste de
Mann-Whitney observou-se que o peso variou significativamente entre 0s grupos e que houve
diferenca estatistica entre 0 Grupo Simulado e Grupo Amputado com Valvula. Na estatistica
descritiva pode-se observar que a mediana do ganho de peso do Grupo Simulado foi de 75g e
do Grupo Amputado com Valvula foi 20g indicando que o Grupo Simulado ganhou mais peso
do que o Grupo Amputado com Valvula. Também houve diferenca estatisticamente
significativa entre o Grupo Amputado e Grupo Amputado com Valvula (Mann-Whitney) com

maior ganho de peso mediano do Grupo Amputado (65g) em relacdo ao Grupo Amputado
com Valvula (20g) (Tabela 15).



83

TABELA 15

Comparagdo entre grupos 2 a 2 quanto ao ganho médio de
peso pds-operatdrio no GS, GA, GACV

Grupos p Valor

GS x GA 0,36
GS x GACV 0,002
GA x GACV 0,002

Legenda: GS = Grupo Simulado; GA = Grupo Amputado;
GACV=Grupo Amputado com Valvula.

Teste estatistico: Mann-Whitney; Nivel significAncia < ou =
0,0167; Corregdo de Bonferroni = 0,05/3 = 0,0167

9.1.3 Macroscopia

No Grupo Simulado, quanto as complicacBes poOs-operatorias, um rato (3,33%)

evoluiu com hérnia incisional (Figura 22).

Figura 22 — Hérnia incisional na abertura da cavidade abdominal (seta). Rato
do Grupo Simulado.

Na relaparotomia, no dia da morte, ndo foi evidenciado nenhum achado significativo.
O padrdo encontrado em todo colo ressecado foi a presenca de fezes em cibalos, sem
distenséo e a mucosa com aspecto enrugado no sentido longitudinal (Figura 23 e Figura 24).
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Figura 23 — Cibalos na luz intestinal (setas). Rato do Grupo Simulado.

Figura 24 — Aspecto enrugado da mucosa, no sentido longitudinal.

No Grupo Amputado, todos os ratos (100%) apresentaram anus entreaberto, sempre

borrado de fezes pastosas (Figura 25).
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Figura 25 — Anus borrado de fezes pastosas (seta). Rato do Grupo
Amputado

O padrdo encontrado na peca ressecada mostrava colo fino, preenchido por fezes
pastosas, nunca em formato de cibalos, sendo que algumas pecas encontravam-se sem fezes
(Figura 26 ).

Figura 26 — Colo fino e sem contetdo fecal no seu interior. Rato do Grupo
Amputado.

No Grupo Amputado com Valvula, 10 ratos (41,66%) tiveram complicacdes
anestésicas. Desenvolveram infeccdo no local que foi aplicada a anestesia (coxa esquerda) em

diferentes graus, mas nenhum animal perdeu a perna (Figura 27).
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Figura 27 — Infec¢do da coxa esquerda — grau avancado — determinado
pela exposi¢do de estruturas nobres (seta). Rato do Grupo Amputado
com Valvula.

As intercorréncias durante a laparotomia foram uma lesdo de testiculo com sutura
priméria e abertura de uma alga apds a confecgdo do ponto, que rasgou por tracdo excessiva
da hemostética de reparo, tendo extravasamento de pequena quantidade de contedo fecal na
cavidade. Este rato morreu no quarto dia pds-operatorio.

Todos os ratos apresentaram prolapso, em diferentes graus, da colostomia perineal.
Nenhum rato apresentou borramento de fezes no momento da colheita da peca cirdrgica,

sempre com fezes bem formadas (Figura 28).

Figura 28 — Animal anestesiado para coleta do material. Prolapso de
maior grau da colostomia. Fezes formadas. Rato do Grupo
Amputado com Valvula.



87

Na relaparotomia, um rato apresentou aderéncia do intestino delgado com o aparelho
reprodutor; um apresentou aderéncia da parede abdominal com aparelho reprodutor; um
apresentou aderéncia do aparelho reprodutor com o colo dilatado e outro apresentou aderéncia
da parede abdominal com o intestino delgado. Todos os animais eram do Grupo Amputado

com Vélvula (Figura 29).

Figura 29 — Aderéncias (seta) do aparelho reprodutor com o colo dilatado.
Rato do Grupo Amputado com Valvula.

Um rato apresentou abscesso encapsulado no nivel da sutura da colostomia perineal

com a pele (Figura 30).
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Figura 30 — Abscesso encapsulado (seta cheia). Fios cirdrgicos
(seta fina). Rato do Grupo Amputado com Valvula.



