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RESUMO

Estenose cirargica parcial do intestino delgado induz ao aumento da
espessura das camadas musculares longitudinais e circulares proximal ao
processo de suboclusdo. O aumento de espessura da camada muscular é
consequente ao aumento no volume da célula muscular e do aumento do
namero de células musculares. No presente experimento, foi realizada uma
avaliacdo quantitativa desse fendbmeno na musculatura longitudinal e circular do
intestino delgado de ratos submetidos a constru¢do cirdrgica de esfincteres.
Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 220g e 354,29q,
separados em trés grupos de 10 animais. O grupo A foi selecionado como
controle do qual, de cada animal, foi retirado um segmento de ileo de 20mm de
extensdo a 100mm da valvula ileocecal para estudo comparativo. Os animais do
grupo B foram submetidos a confeccgéo cirargica de um esfincter a 100mm da
valvula ileocecal e outro esfincter a 150mm da mesma. Os animais do grupo C
foram submetidos a confec¢do de um esfincter a 100mm da valvula ileocecal. A
eutanasia foi realizada no décimo dia para os grupos B e C. Apés a ressecgao
dos segmentos dos grupos A, B e C, esses foram abertos no sentido longitudinal,
estirados em placas de isopor, fixados em formol a 10% e enviados para estudo
histolégico e morfométrico. Houve diferenca significante entre a média das
medidas dos diametros das algcas e as médias dos mesmos no pré-operatério
(p<0,05). Como todos os animais foram pesados no pré e pds-operatério, pode-
se verificar que os animais do grupo B apresentaram ganho de peso significante
(p<0,05). O estudo morfométrico das camadas musculares longitudinal e circular
pré-piléricas mostrou aumento significante da espessura das mesmas em
comparacao ao controle (p<0,05). Quando a analise envolveu as camadas pos-
piléricas, a camada longitudinal do grupo C ndo apresentou significancia em
relacdo ao controle (p>0,05). Nas comparacbes entre os grupos B e C, ndo
houve significancia em relagcdo a musculatura circular (p>0,05), havendo, no
entanto, quando a variante musculo longitudinal pos-esfincter do grupo C esteve
envolvida (p<0,005). Os resultados deste estudo demonstraram significante
aumento de espessura da camada muscular, porém menos acentuado que
aquele descrito na literatura quando realizado em animais submetidos a
estenose fixa.
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1 - INTRODUCAO



Ampliacdo dos conhecimentos das bases fisiopatoldgicas das doencas, a
grande evolucdo das pesquisas em prevencdo, nutricAo e terapéutica tém
contribuido para o aumento da longevidade. As enfermidades préprias do idoso
tornaram-se mais, frequentemente, diagnosticadas, assim como as suas
complicacbes. A obstrucdo arterial, um exemplo dessas enfermidades, pode
comprometer artérias que irrigam o intestino delgado, causando isquemia de
extensdes, por vezes, incompativeis com a vida. Quando o dano ao intestino é
de pequeno segmento, a resseccdo € curativa e sem seqielas. E do
conhecimento dos pesquisadores que o intestino delgado remanescente tem
grande poder de adaptacdo quando a area de absorcao € maior do que quarenta
por cento do total. Se for imperiosa a ressecc¢ao alargada, a consequéncia pode
ser grave, levando o paciente a diarréia, desequilibrio hidroeletrolitico e
metabdlico e a desnutricdo protéico-calodrica grave caracterizando a sindrome do
intestino curto (SIC). A nutricao parenteral total (NPT) presta grande beneficio a
esses pacientes, mas nao se pode subestimar as complica¢cdes inerentes ao
procedimento como: infec¢des, sepses, tromboses, perdas de vasos centrais
importantes, além de segregacao social e alto custo da terapéutica. Para alguns
desses pacientes, cuja via oral esta impossibilitada de ser utilizada devido a
diarréia, a realizacdo de um procedimento cirdrgico sobre o intestino
remanescente pode favorecer o retorno a alimentacdo pela via natural. A
finalidade dos procedimentos cirdrgicos tém sido aumentar a area de absorcao
ou diminuir a velocidade do transito. Em todas as propostas cirdrgicas, estao

envolvidos os componentes anatdmicos da parede intestinal, especialmente, os



musculos lisos longitudinal e circular do intestino delgado, bem como a superficie
mucosa.

Com base em resultados préaticos da aplicacdo da técnica descrita por
Rena et al', em 1996, para tratamento da SIC, foi elaborada uma proposta de
estudo experimental para avaliar e quantificar as alteracdes morfométricas dos
musculos longitudinal e circular do intestino delgado de ratos, numa extenséo de
um centimetro pré e pos esfincteres, avaliar as alteracdes dos diametros das
alcas nesses segmentos e a variagdo dos pesos desses animais na ocasido da
eutanasia. Sabe-se que qualquer obstaculo ao transito intestinal leva a dilatacéo
a montante e, consequentemente, ao amento do didmetro da alca. Se esse
obstaculo permanece de modo crdnico, a camada muscular da parede intestinal
amenta sua espessura. A confeccdo do esficter possibilita o estudo por ser uma
técnica de facil e rapida execussao, fornece controle interno pelo segmento pré e
pos-esfincter e, em poucos dias, apresenta hipertrofia de sua camada muscular.
Os animais foram separados em trés grupos de dez animais sendo o grupo A
denominado controle. Em cada animal do grupo B foram elaborados dois
esfincteres e nos do grupo C foi elaborado um esfincter em cada animal. A
finalidade préatica do estudo foi de investigar, em animais de experimento, se a
técnica utilizada proporcionaria vantagens sobre as ja descritas na literatura
quando se elaborou esfincteres em intestino delgado de ratos, especialmente,

guando foram utilizadas técnicas de estenose fixa.



2 - REVISAO DA LITERATURA



A SIC é a consequéncia indesejada da perda anatémica ou funcional do
intestino delgado®. E uma enfermidade para desafio de médicos e pacientes. E
conceituada como um conjunto de alteragbes resultantes da reducdo da
superficie de absor¢éo do intestino delgado. As conseqiiéncias da SIC incluem
diarréia grave, desequilibrio hidroeletrolitico e metabdlico e ma absor¢do que
acarreta desnutricdo protéico-calérica®. O grau da desnutricdo varia na
dependéncia de alguns fatores tais como: extensdo da resseccao intestinal,
localizagdo do segmento ressecado, preservacdo do esfincter ileocecal,
capacidade de adaptacdo do intestino residual e da doenca priméaria que
desencadeou a perda *. .

Carlson et al °, em 2003, publicaram os resultados de uma pesquisa com
vinte e oito pacientes portadores de SIC. Oito desses pacientes estavam em NPT
domiciliar. A preocupacdo mais frequente deles era tornarem-se um problema
para os familiares, amigos e assisténcia hospitalar. Outra preocupacao descrita
era com a possibilidade de novas intervenc¢fes cirdrgicas cujas consequéncias
poderiam ser desastrosas. Embora alguns pacientes possam migrar da NPT para
a dieta enteral, um maior nimero desses continuara dependendo total ou
parcialmente da NPT. No cotidiano, o uso de NPT implica em alto custo e em
possibilidade de complicacdes comprometendo financeira e socialmente a vida
do paciente.

Apesar dos avanc¢os da terapia nutricional, ha pacientes que desenvolvem
faléncia da capacidade absortiva do intestino caracterizada pela impossibilidade
de usar o sistema digestorio demonstrada pela piora dos parametros clinicos e
maior dependéncia da NPT a despeito das complicacdes dessa. Na busca de

auxilio a esses pacientes, os cirurgides tém dedicado pesquisas e um grande



namero de técnicas cirdrgicas no sentido de auxiliar na recuperacdo da via
natural de alimentacao®.

As alternativas cirdrgicas tém por base aumentar a area de absorcdo do
intestino remanescente, controlar a peristalse ou diminuir a velocidade do transito

intestinal.

2.1- AUMENTO DA AREA DE ABSORGAO INTESTINAL

2. 1.1 - Alongamento intestinal
Esta indicado quando o intestino remanescente € muito curto e com
dilatagdo maior do que 40mm, o0 que permite sua biparticdo no sentido

longitudinal®.

Kim et al 1°

propuseram o0s principios técnicos de outro tipo de alongamento
por meio de sutura ou clipagem, em ziguezague, na face antimesentérica da

alca.

2.1.2 - Neomucosa
E o crescimento da mucosa de uma regido normal do intestino para uma
superficie adjacente expandindo a area de absor¢do. Seu uso é limitado em

virtude da extensdo necessaria®.

2. 1. 3 - Enxerto de mucosa
Mostra-se promissor, em animais de experimento, por apresentar evolucéo
de mucosa, muscular e serosa, porém sem demonstrar desenvolvimento de

inervacdo e, conseqiientemente, sem peristalse™.



2.2 - CONTROLE DA PERISTALSE

Esta indicada para pacientes com intestino remanescente, suficientemente
longo, porém, apresentando um segmento dilatado causando estase,
crescimento bacteriano e suboclusao intestinal com producdo de toxinas e ma
absorcdo. Consiste em ressecc¢do, longitudinalmente, de uma faixa da parede do
segmento dilatado em toda sua extensdo, na face antimesentérica, seguida de
sutura ou plicatura. E uma técnica de enteroplastia para reducéo do diametro da

alca facilitando a peristalse® *2.

2.2.3 - DIMINUIGAO DA VELOCIDADE DO TRANSITO INTESTINAL

As propostas mais estudadas sdo as que tém por finalidade aumentar o
tempo do transito intestinal. A absor¢céo € diretamente proporcional ao tempo de
exposi¢do dos nutrimentos a mucosa intestinal e inversamente proporcional a
velocidade do transito. Todas as técnicas propostas sao indicadas quando existe
superficie de absorcdo suficiente, mas o transito intestinal € processado numa

velocidade acelerada®® 3.

2.2.3.1-INTERPOSICAO DE SEGMENTO INTESTINAL

Pode-se utilizar segmento de intestino delgado ou grosso.
Recomenda-se, no caso de se usar o intestino delgado, um segmento de dez
cemtimetros a quinze centimetros para o adulto e de trés centimetros para a

crianca. Deve-se fazer a interposicdo no sentido antiperistéltico e o mais



distalmente possivel. Como o colon tem a peristalse mais lenta, quando a opcao
for por esse, deve-se realizar a interposicdo de modo isoperistaltico. Ambos os

procedimentos funcionam como uma valvula funcional®.

2.2.3.2-Bolsaeal¢caderecirculagéo

Tém o objetivo de manter os nutrimentos por um periodo maior em
contacto com a superficie mucosa. Apresentam o0s inconvenientes da
necessidade de mdltiplas anastomoses, criacdo de curto-circuito, ocorréncia de

estase e de crescimento bacteriano & 3,

2. 2.3. 3 - Valvulas intestinais e esfincteres

Tém por finalidade criar uma obstrucdo mecéanica ou funcional parcial
reduzindo a velocidade do transito e impedindo o refluxo col6nico para o intestino
delgado. Pode-se conseguir esses objetivos por meio de: constricdo externa com
0 uso de sutura ou protese envolvendo a alca; desnervagdo quimica ou cirargica
de um segmento; tunelizagdo submucosa; miectomia circular ou longitudinal;
seromiectomia ou seromiotomia °.

Glassman'®, em 1942, realizou a resseccdo circular de um segmento de
trés centimetros de extencdo da camada seromuscular no intestino delgado do
cdo, suturando, a seguir, a borda seromuscular proximal a distal. Com esse
procedimento, houve invaginacdo da mucosa no sentido distal a semelhanca da
valvula ileocecal. Avaliacdo pos-operatOria comprovou a sua capacidade de
impedir o refluxo.

Schiller, DiDio e Anderson®™, em 1967, propuseram a remocdo da serosa e

da camada muscular longitudinal, circunferencialmente, numa extensdo de um



centimetro em dois segmentos a 10cm da anastomose apOs resseccdo de
intestino delgado do c&o. Houve diminui¢cdo da velocidade do transito.

Em 1974, Lazaro da Silva® elaborou uma valvula ileal por meio de retirada
da musculatura longitudinal e circular, circunferencialmente, numa extensédo de
um centimero e meio, em pacientes portadores de SIC e dumping. Houve
diminuicdo da velocidade do transito.

Kapritchkoff, Stachini e Cruz'’, em 1977, propuseram nova técnica de
criacdo de esfincter para tratamento da sindrome de “dumping” modificando a
proposta de Schiller, DiDio e Anderson por meio de pregueamento da
musculatura circular e aproximacado das bordas cruentas. O controle radiolégico
mostrou retardo no transito intestinal.

Rena et al *, em 1996, propuseram a elaboracéo cir(rgica de um esfincter
para tratar pacientes com de SIC. Foram realizadas duas seromiotomias
envolvendo toda a circunferéncia da alca intestinal, a 2,5cm e a 4,5cm da
anastomose jejunocdlica (FIG. 1). A borda proximal da seromiotomia proximal foi
suturada na borda distal da seromiotomia distal invaginando um segmento
seromuscular com finalidade de funcdo valvular. Foram operados quatro
pacientes. Ndo houve complicacdes. Todos apresentaram ganho de peso e

puderam retornar as atividades laborativas.



Fig. 1 - Segmento do intestino delgado no qual foi realizada seromiotomia dupla
A: Anastomose jejunocdlica
B: Seromiotomia a 2,5 cm da anastomose com exposi¢cdo da mucosa
C: Seromiotomia a 4,5 cm da anastomose com exposi¢cado da mucosa
D: Anel seromuscular

O anel seromuscular integro entre as duas seromiotomias (D) foi sepultado
apo6s a sutura da borda cruenta proximal (C) da seromiotomia proximal a borda

cruenta distal (B) da seromiotomia distal (FIG. 2 e FIG. 3).
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Fig. 2 - Sutura das bordas das seromiotomias
A - Anastomose
B - Sutura da borda distal B com a borda proximal C

Projecéo do piloro

Fig. 3 - Apresentacdo final do esfincter
A - Anastomose
E - Apés a sutura de B x C da FIG. 2 com sepultamento do anel
muscular formando o esfincter
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Como havia sido demonstrado por outros autores*'’, seromiotomia

retardou a velocidade do transito intestinal. A proposta de associar um anel
muscular teve por finalidade manter um controle do esvaziamento do conteddo
intestinal por meio de um mecanismo de abertura e fechamento desse sistema

valvular, demonstrado por estudos radiogréaficos e endoscoépicos (FIGS. 4 e 5).

Fig. 4 - Imagem Radioldgica do esfincter
Transito intestinal demonstrando a funcédo do neoesfincter - setas
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Fig. 5 - Imagem endoscépica do esfincter via colonoscopia
A - Esfincter fechado
B - Esfincter aberto

A criacdo de uma valvula intestinal foi comparada com outras opc¢des
cirurgicas para o tratamento tardio da SIC. A eficacia na reducdo da velocidade

do transito intestinal foi demonstrada por Fernandes et al*®.

I*°, em 2003, construiram quatro valvulas no fleo terminal de

Nunes et a
ratos sem resseccao de musculatura entérica. Os autores concluiram nao ser
necessaria a remogdo ou a seccao da musculatura do intestino delgado bem
como a seccdo de seu plexo nervoso para promover dilatacdo intestinal e
diminuicdo da velocidade do transito.

Em 2004, Leonardi et al®® propuseram a seromiotomia escalonada em
modelo experimental suino. Concluiram que a seromiotomia contribuia para a
dilatagdo por acentuar a dilatacdo do diametro da alca no grupo estudado

gquando comparado ao controle, fenbmeno esse de compensacdo do intestino

remanescente na SIC.
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Em condicdes especiais, a musculatura lisa visceral tem a capacidade de
aumentar o volume (hipertrofia) e o numero de células (hiperplasia). O aumento
das células musculares lisas foi descrito por Herezel®, em 1886, quando
observou a hipertrofia muscular a montante de uma obstru¢do intestinal
definindo-a como hipertrofia muscular compensatéria. A hipertrofia da
musculatura lisa foi, mais tarde, estudada e quantificada nos mais diferentes
6rgdos e em condicdes diversas. Lange?, em 1940, Cussen e Tymmis®, em
1972, Gee e Kiviat**,em 1975, estudaram o comportamento da musculatura do
ureter na vigéncia de obstrucdo. Carpenter e Root”,em 1951, Elliot*, em 1970,
Goss et a *’,em 1973, Gabella e Uvelius®®?°,em 1990 e 1994, e Chiavegatto et
al®®, em 1993, estudaram a inervacéo da bexiga e do ureter, as bases fisiolgicas
da hipertrofia muscular da bexiga e a estrutura normal e hipertréfica da

31, 32

musculatura da bexiga. Gabella , em 1975 e 1979, estudou a hipertrofia da

musculatura lisa intestinal, a forma, o tamanho e as ocorréncias de mitoses

celulares. Conklin et al*®

, em 1991, estudaram a hipertrofia da musculatura
esofagiana em uma obstrucéo parcial do esdfago. Martin et al **, em 1973, e
Guglielmone e Vercelli*®, em 1991, estudaram a hipertrofia e hiperplasia da
musculatura uterina em ratos apds tratamento com estrogenos e 0 uso de
estrégenos durante a gravidez.

A demonstracdo do aumento do numero de células musculares lisas
(hiperplasia) em animal adulto foi divulgada mais recentemente, o que tem
estimulado o interesse pela pesquisa. A hiperplasia associada a hipertrofia foi
observada por Cussen e Tymmis®, em 1972, em obstrucéo ureteral aguda em

cdes. Gee e Kiviat?*, em1975, confirmaram a capacidade proliferativa da

musculatura ureteral consequiente a processo obstrutivo em varias espécies
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animais. Mais recentemente, Vinter-Jensen et al®®, em 1997, reproduziram a
capacidade proliferativa da musculatura lisa, usando tratamento sistémico com
fator de crescimento epidérmico.

A capacidade proliferativa da célula muscular lisa pode ser observada em
orgaos diversos, em experimentos ou sob condigbes patoldégicas como ocorre
nos vasos de ratos hipertensos induzidos por coarctacdo da aorta como

3739 em 1985. No mesmo ano, Owens estudou

demonstrado por Owens e Reidy
os diferentes efeitos de drogas anti-hipertensivas em hipertrofia e hiperplasia de
células musculares de vasos de ratos portadores de hipertensdo nao induzida.
Owen, em 1989, estudou o aumento da resposta da musculatura lisa arterial
induzida apos uso de baldo de embolectomia em ratos hipertensos. Page e
Coyle?®, em 1989, estudaram a interacdo da musculatura lisa da arvore
respiratoria com as plaquetas e eosindfilos nos casos de asma brénquica

identificando hipertrofia dessa musculatura. Ebina et al **

, em 1993, estudaram a
musculatura lisa sob os efeitos de espasmo brénquico. Em 1994, Jurucova e
Atanassova®’, Nguyen et al*®, em 1996, Brossa et al**, em 1992 e, também, em

1992, Canavese et al ¥

, estudaram a regeneracédo das células musculares lisas
em anastomoses gastricas e intestinais em diversos niveis em caes.
Subestenose induzida cirurgicamente, em modelos experimentais, em um
segmento do aparelho digestorio, particularmente no intestino delgado, mostrou-
se apropriada ao estudo de tecidos e modifica¢des celulares da musculatura lisa
por ser procedimento factivel de execucao facil e rapida. O modelo oferece um
controle interno dado pela prépria alca abaixo e acima da obstrucdo e as

modificagcdes musculares ocorrem em um curto espaco de tempo. A alga abaixo

da anastomose nao mostra alteracdes desde que o procedimento cirdrgico nao
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evolua com complicacBes. Estudos realizados nesse modelo demonstraram a
hipertrofia das células musculares lisas e permitiu a avaliacdo de seu grau de
crescimento®2,

A divisdo celular foi demonstrada por Gabella e Gaia*®, em 1967, e
Gabella®?, em 1979, por mitoses de células musculares observadas no segmento
de alca hipertrofiada proximal da obstrucao. A presenca de numerosas células
musculares acima da anastomose foi detectada, por cintilografia, em ratos
tratados com timidina marcada, radioisétopo indicador de neo-sintese de DNA, o
que indica multiplicacdo celular levando a hiperplasia®*. Em condi¢ées normais,
as células musculares normais sdo excepcionalmente detectadas. Foi observado

por Brossa et al*’

, em 1992, que no segmento proximal da obstrucdo, havia
aumento da atividade da enzima ornitina descarboxilase indicando a presenca de
proliferacéo celular.

A partir desses estudos e relevancia do tema, foi proposta uma pesquisa
para quantificar as alteragbes morfométricas da musculatura lisa longitudinal e
circular e estudar as variagbes do diametro da algca acima e abaixo dos
esfincteres e a variacdo do peso dos animais, apés a criacdo cirurgica de

esfincteres, pela técnica descrita por Rena et al*, em um e em dois segmentos

do intestino delgado de ratos.



3 - OBJETIVOS
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A - Avaliar as altera¢cdes morfométricas das camadas musculares longitudinal e
circular do intestino delgado apds elaboracéo cirargica de esfincteres

em ratos.

B - Estudar a variacdo de diametros das algas intestinais nos segmentos pré e

pos- esfincteres dos animais dos grupos B e C.

C - Avaliar a variacdo de peso em ratos submetidos a elaboracao cirirgica de
dois esfincteres, sendo um a 100mm e outro a 150mm da juncao
ileocecal (grupo B) e submetidos a elaboragéo cirdrgica de um esfincter

a 100mm da juncéo ileocecal (grupo C).



4 - METODOS
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Trata-se de estudo experimental realizado em ratos. Esses animais foram
separados em trés grupos (A, B e C). O grupo A composto de 10 animais,
correspondendo ao grupo controle, utilizado para comparacdes no estudo dos
musculos intestinais longitudinal e circular. O grupo B, formado por 10 animais,
nos quais foram elaborados, em cada animal, dois esfincteres e o grupo C
constituido por 10 animais nos quais, em cada animal, foi elaborado um

esfincter.

4.1 ANIMAIS

4.1.1 MODELO ANIMAL

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com cinco meses de idade, com
peso médio de 253,189, obtidos na coldnia do Biotério do Centro de Biologia da
Reproducéo da Universidade Federal de Juiz de Fora.
4.1.2 - CONDICOES DE CRIACAO E MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Os alojamentos de ratos possuem janelas teladas e lacradas, sistema de
ar refrigerado, iluminacao mista, luz natural e lampadas incandescentes sendo as
altimas controladas para acenderem as 6 horas e apagarem as 18 horas,
mantendo-se um fotoperiodo adequado de 12 horas de luminosidade e 12 horas
de escuriddo*®. Possuem, também, armérios climatizados, com controle de
temperatura, umidade e troca de ar programada. Os animais foram, ali, alojados
em gaiolas de prolipropileno, providos de maravalhas selecionadas, mamadeira
para 4gua e cocho para racéo do tipo peletizada.

A &gua foi oferecida ad libitum e cada rato recebeu, em média, 8g a 10g

de rac&0/100g de peso corporal por dia *°.
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4.2 PROCEDIMENTO

4.2.1 - PRE-OPERATORIO E ANESTESIA

Os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas para a cirurgia. Antes
da operacao, fez-se a pesagem e tricotomia na regido ventral, com utilizacdo de
aparelho elétrico especifico para este fim. Limpou-se a area a ser operada e fez-
se a assepsia com alcool a 70%. Foram aplicados nos animais, por via
intraperitoneal, 10mg/kg de xilazina associada a 90mg/kg ketamina. Apos a
constatacdo do estado de anestesia cirurgica, por meio de teste de estimulo
doloroso, os animais foram submetidos & operagéo.
4.2.2 - PROCEDIMENTO CIRURGICO

Foi realizada laparotomia mediana de, aproximadamente, 20mm, com

lamina de bisturi nimero 15, adaptada em cabo namero trés. Identificados o ceco
e o ileo terminal, procedia-se a medida do diametro externo da alca intestinal a
100mm e a 150mm da juncéo ileocecal nos animais do grupo B e a 100mm da
valvula nos animais do grupo C, apés ordenha do conteddo da alca, utilizando-se
de uma régua em milimetros com suave pressao sobre a alca. A distancia de
100mm e de 150mm da valvula ileocecal foi medida utilizando um fio de seda
com as referidas medidas (Fig.6). Para facilitar a visibilizagdo, uma lupa de

aumento de quatro vezes foi empregada.
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Fig. 6 - Segmento ileocecal de rato com fio de seda para marcacao do local a ser

realizada a seromiotomia

Nos animais do grupo A, a partir de 100mm da juncao ileocecal, foi
retirado, de cada animal, um segmento do intestino de 20mm de comprimento
para estudo controle da morfometria muscular.

Nos animais do grupo B, ap6s medidas dos diametros das alcas, a 100mm
da juncdo ileocecal, foram realizadas duas seromiotomias circunferenciais,
abrangendo as camadas serosas e musculares, separadas por 2mm de parede
seromuscular intestinal integra (FIG. 7). A borda cruenta proximal da
seromiotomia proximal foi suturada a borda cruenta distal da seromiotomia distal
com pontos separados de fio monofilamentar de acido poliglicélico 5-0. Assim,
elaborava-se, cirurgicamente, um primeiro esfincter a 100mm da juncao
fleocecal. A 50mm deste, 0 mesmo procedimento era repetido. A este
procedimento denominou-se seromiotomia dupla com elaboragcdo de um

esfincter em dois locais distintos no intestino delgado.
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Fig. 7 - Foto do ileo de rato demonstrando seromiotomia dupla

A - Seromiotomia proximal
B - Seromiotomia distal

C- Anel muscular

Nos animais do grupo C, a 100mm da juncéo ileocecal, foi elaborado um
esfincter utilizando-se mesma técnica (FIG.8) .

Em todos os animais do grupo B, as medidas dos didametros das algas
foram tomadas a 100mm e a 150mm da valvula ileocecal e, nos animais do

grupo C, as medidas foram tomadas a 100mm da valvula ileocecal
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Fig. 8 - ileo de rato. Construcéo de um esfincter em animal do grupo C

Apé6s inventario da cavidade, a parede abdominal foi fechada em dois

planos, por suturas continuas, com fio de seda 3.0.

4.2.3 - CUIDADOS POS-OPERATORIOS

Apés a operacdo, os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas,
evitando-se hipotermia e aspiragdo de po proveniente da maravalha. Os animais
foram observados para anotagfes de comportamentos atipicos como: apatia,
inapeténcia, lacrimejamento e outros durante o primeiro dia pds-operatério.
Avaliacao diaria do animal foi feita por 10 dias apds o procedimento cirargico, dia
em que os animais foram levados a eutanasia.

Durante este periodo, receberam alimentacdo pastosa (racdo umedecida
e triturada) nos dois primeiros dias, passando a consumir racao peletizada a

partir do terceiro dia.
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4.2.4 - COLETA DO MATERIAL

No décimo dia pés-operatério, apdés serem pesados, 0s animais foram
anestesiados, da mesma forma que para a operacgdo, com finalidade de coletar
dados e retirar o material para estudo. Apos a laparotomia, procedia-se a medida
dos diametros da alga a 10mm acima do esfincter e a 10mm abaixo do mesmo.
Foram retirados 0s segmentos intestinais contendo os esfincteres e,
aproximadamente, 10mm acima e abaixo dos mesmos. Os segmentos
intestinais foram abertos na face antimesentérica (FIG. 9 e FIG. 10), fixados com
grampo a um suporte de isopor e acondicionados em recipientes com formol a
10%. Os cortes para estudos morfométricos e histoldgicos foram feitos nos
segmentos pré e poés-esfincteres tomando-se, para andlise os valores mais

expressivos.

4.2.5 - EUTANASIA
Apés a retirada do material, quando necessario, 0s animais receberam o
aprofundamento do plano anestésico para obter-se a morte por meio de puncgao

cardiaca com finalidade de exanguinagéo.
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Fig. 9 - Abertura do segmento intestinal de rato contendo o esfincter (seta)

Fig. 10 - Peca do segmento intestinal de rato, aberto, contendo o esfincter (seta)
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4.2.6 - PREPARO PARA O ESTUDO HISTOLOGICO

A obtencéo do material para estudo a microscopia Optica de luz seguiu as
etapas da técnica histolégica convencional. A desidratacdo em alcool etilico, em
concentragdes crescentes, iniciando com alcool a 70% e finalizando com alcool
absoluto, foi realizada em 12 horas (seis séries de duas horas). Seguiram-se a
diafanizacdo com xilol por trés horas e a impregnacao pela parafina, fundida em
estufa a 60°C, em dois banhos de duas horas, perfazendo 4 horas.

Para obtencdo de um bloco regular de parafina, o material foi imerso em
um molde retangular que continha parafina fundida (inclusdo). Os blocos com
tecidos incluidos foram seccionados em micr6tomo, obtendo-se cortes de 7
micra. Os cortes foram, entdo, estirados em agua aquecida e dispostos em

[aminas.

Para visibilizacdo dos componentes teciduais, realizou-se coloracdo pela
Hematoxilina/Eosina(HE) e tricromico de Gomori. A montagem foi feita em

laminas em balsamo do Canada (FIG. 11 e FIG. 12).
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Fig.11 — Fotomicrografia de corte longitudinal de esfincter elaborado-HE X 10

Fig.12 - Fotomicrografia de corte longitudinal pré-esfincter. Musculatura circular e
longitudinal (setas) - tricromico de Gomori X 40
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Para o estudo histoldgico, foi utilizado o microscépico 6ptico de luz da
marca Olympus com o6ptica de X 10 e X 40 de aumento. Analisaram-se 0s
musculos longitudinal e circular na extrensdo de, aproximadamente, 10mm

craniais ao esfincter e 10mm distais ao mesmo (FIG. 12).
4.2.7- ESTUDO MORFOMETRICO

Para o estudo morfométrico, foi utilizado microscopico Zeiss modelo
“Axiostar Plus” conectado a camera “Carl Zeiss Axioncam Version 5.05.10” com
objetiva X5/ 0,12 no programa “AxioVision 3.1.2.1” nos laboratérios do Centro de
Biologia da Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora. As medidas
foram tomadas nos tercos médios dos segmentos identificados, previamente, ao

microscopio.

4.3 - ESTUDO ESTATISTICO

Para comparagbes das varidveis morfométricas (quantitativas) entre os
grupos controle (A), 2 esfincteres (B) e 1 esfincter (C) foi realizada a analise de
variancia - ANOVA - “one way”. A analise de variancia univariada considera que
as observacdes tenham distribuicdes normais e independentemente distribuidas,
como também variancias iguais para cada nivel (grupos) do fator. Para realizar o
procedimento ANOVA foram analisados 0s seus pressupostos, quais sejam,
homocedasticidade, independéncia nas observacdes e normalidade >**2.

Os efeitos da correlacdo (dependéncia) serial nas observacdes, quando se
fazem inferéncias sobre médias, podem trazer vieses nos resultados sendo

considerado um sério problema na analise de variancia. No presente

experimento, é razoavel supor que ndo exista dependéncia nas observacgodes,
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uma vez que essas observacbes em cada nivel foram feitas em animais
diferentes. Para corroborar esta suposicao, foram realizados testes de correlacao
de Pearson para as observacdes x; e xj+1 parai=1, 2, 3, n-1.

Para testar a homocedasticidade (igualdade de variancias dos grupos) foi
realizado o teste de Levene e para testar a normalidade foi utilizado o teste de
Shapiro Wilk, que é adequado para um numero de observacdes entre 10 e 50.
Foi considerado para os testes dos pressupostos de normalidade e
homocedasticidade um nivel de significAncia de 1%.

A analise de variancia testa a hipotese nula de que as médias dos

tratamentos sdo iguais contra a hipétese alternativa de que pelo menos uma é

83}

diferente, comparando-se a variacdo devida aos tratamentos (grupos) com

D~

variacdo devida ao acaso ou residuo. Se a hipotese nula for rejeitada,
necessario identificar quais médias séo diferentes, e essa identificacao é feita por
meio da diferenca minima significante (dms) entre duas médias. Existem varios
testes para calcular a dms os quais apresentam vantagens e desvantagens, ndo
existindo um teste melhor que o outro. Os testes de diferenga minima significante
(LSD) de Fischer e o de Tukey foram os escolhidos devido ao fato de que
ocorrem mais resultados significativos utilizando-se o teste LSD que o teste de
Tukey, partindo do principio de que a probabilidade de rejeitar a hipétese de
igualdade de médias € maior no teste LSD.

Como um dos objetivos do trabalho era a comparacao das médias das
variaveis morfométricas dos dois grupos (grupo B e C), foi realizado o teste t de
Student de diferenca de duas médias para populacbes independentes. Para isso
foram analisados os pressupostos de independéncia (teste de correlagdo de

Pearson).
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Se a hipotese de independéncia ndo foi rejeitada, o pressuposto de
homocedasticidade foi analisado por meio do teste de Levene e, dependendo do
resultado calculos diferentes para os graus de liberdade foram realizados. Tais
comparacdes foram feitas no sentido de ressaltar as diferengas existentes ou
ndo entre os grupos A e B, uma vez que a andlise de variancia ja sugere tais

resultados.



5 - RESULTADOS
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ESTUDO MORFOMETRICO

Interessou ao estudo a medida da espessura da camada da musculatura

longitudinal e circular do segmento envolvido no experimento.
5.1- GRUPO A

Identificado como grupo controle, ndo foi submetido ao procedimento
cirurgico do experimento. O estudo histoldgico e as medidas da espessura da
camada muscular longitudinal (ML) e circular (MC) no segmento estudado

prestaram-se como controle como demonstrado na (FIG. 13) e (TAB. 1).

O ML teve como medida de menor valor 12,47um e de maior valor

56,89um com meédia de 32,96um.

O MC apresentou medida que variou de 45,27um a 118,01um tendo como

média 63,57um (TAB.1).

Musculo
circular

Musculo
longitudinal

Fig.13 - Fotomicrografia do intestino delgado de animal do grupo controle
HE X10
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TABELA 1 - Peso em g do animal e morfometria, em pm, do musculo
longitudinal e do musculo circular do intestino delgado dos
ratos do grupo A (controle)

Peso Musculatura Musculatura circular

Animais longitudinal (MLA) (MCA)
1 238 46,28 58,39
2 227 56,89 80,40
3 249 12,47 55,68
4 233 17,28 54,89
5 227 16,25 46,63
6 231 38,65 65,96
7 250 32,88 55,20
8 246 52,78 118,01
9 237 38,31 55,32
10 238 17,87 45,27
X 237,60 32,96 63,57
DP 48,46 16,21 21,54

MLA - Musculo longitudinal do grupo A
MCA- Mdusculo circular do grupo A

5.2-GRUPO B

No grupo B, os musculos foram analisados em separado no esfincter

proximal e no esfincter distal.

No esfincter proximal, o musculo longitudinal pré-esfincter proximal

(MLPREEP) apresentou medidas que variaram de 42,07um (FIG.14) a 105,92pum

com média morfométrica de 66,74um contra 32,96um do controle, aumentada

em 2,02 vezes e de forma significante (p=0,0001). No musculo longitudinal pos-

esfincter proximal (MLPOSEP) as medidas tiveram valores de 37,65um a

119,59um (FIG 15) com média de 77,32um, aumentada em 2,34 vezes O

controle e também mostrou significancia (p= 0,004) (TAB. 2).
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No esfincter distal, o0 musculo longitudinal pré-esfincter (MLPREED) teve
medidas de 25,28um (FIG.16) a 122,29um e a média foi de 66,88um, aumentada
em 2,02 vezes o controle e significante (p=0,001) e o musculo longitudinal pos-
esfincter distal (MLPOSED) mediu de 45,77um a 82,74um (FIG17) apresentando
média de 71,17um , aumentada em 2,15 vezes, portanto, significante (p=0,0001)

(TAB. 2).

Fig.14 - Fotomicrografia de musculo longitudinal pré-esfincter de menor valor no
esfincter proximal (seta) - tricrémico de Gomori X 40 (animal de niamero
10)
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Fig. 15 - Fotomicrografia de morfometria de musculo longitudinal pés-esfincter
de maior valor no esfincter proximal (seta) - HE X 40 (animal de
namero 5)

Fig. 16 - Fotomicrografia de masculo longitudinal pré-esfincter de menor valor no
esfincter distal (seta) - tricromico de Gomori X 40 (animal de niumero 10)
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Fig. 17 - Fotomicrografia de musculo longitudinal pés-esfincter de maior valor no
esfincter distal (seta) - HE X 40 (animal de namero 1)

TABELA 2 - Morfometria, em pm, do musculo longitudinal do intestino
delgado de ratos do grupo B

Animais Musculo Iongitudinal
Esfincter proximal Esfincter distal
Pré-esfincter Pés-esfincter Pré- Pés-esfincter
esfincter
1 73,63 72,27 122,29 82,74
2 42,80 63,21 79,94 77,36
3 82,70 106,06 66,88 71,17
4 62,15 76,90 92,63 60,46
5 53,92 119,59 77,00 79,73
6 105,43 87,92 54,66 79,12
7 68,96 37,65 59,37 77,00
8 62,92 73,69 57,82 67,22
9 72,86 77,61 32,93 45,77
10 42,07 58,37 25,28 71,17
X 66,74 77,32 66,388 71,17
DP 18,92 25,77 21,01 11,15

NO esfincter proximal,

0 musculo circular

pré-esfincter proximal

(MCPREEP) teve medidas que variaram de 71,13um a 168,67um (FIG.18) tendo,
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como média, 122,68um, aumentada em 1,92 vez o controle que foi de 63,57um,
uma relacdo significante (p=0,004). O musculo circular pos-esfincter proximal
(MCPOSEP) apresentou medida de 38,12um a 222,28um (FIG 19) apresentando

média de 122,66um, aumentada em 1,92 vez o controle (p=0,003).

No esfincter distal, o musculo circular pré-esfincter distal (MCPREED)
teve medida de 74,16 um (FIG.20), o menor valor, e 128,01, o maior valor com
média de 111,72um, aumentada em 1,75 vez o controle (p=0,0001). O musculo
circular pés-esfincter distal (MCPOSED) apresentou medidas de 87,39um como

menor valor e de 202,41 um (FIG. 21) como maior, tendo, como

meédia,133,34um, aumentada em 2,09 vezes o controle (p=0,0001) (TAB. 3).

Fig.18 - Fotomicrografia de musculo circular pré-esfincter de maior valor no
esfincter proximal (seta) - tricrbmico de Gomori X 40 (animal de
namero 8)



39

Fig. 19 - Fotomlcrografla de musculo circular pés-esfincter de maior valor no
esfincter proximal (seta) - HE X 40 (animal de nimero 9)

Fig. 20 - Fotomicrografia de muasculo circular pré-esfincter de menor valor no
esfincter distal (seta) - tricrémico de Gomori X 40 (animal de nimero 9)



TABELA 3 - Morfometria, em um, do muasculo circular do intestino delgado

de ratos do grupo B

Fig. 21 - Fotomicrografia de musculo circular pos-esfincter de maior valor no
esfincter distal (seta) - HE X 40 (animal de nimero 2)

Animais Mdasculo Circular
Esfincter proximal Esfincter distal
Pre-esfincter ~ Pos-esfincter Pré-esfincter  Pos-esfincter

1 159,49 147,21 112,79 177,37
2 126,33 110,97 124,01 202,41
3 132,94 120,44 111,73 133,35
4 121,44 120,49 121,71 97,84
5 105,94 109,07 144,34 118,38
6 98,57 140,22 104,79 157,53
7 141,53 68,17 128,01 87,39
8 168,67 149,26 85,44 126,49
9 100,85 222,28 74,16 99,37
10 71,13 38,12 110,29 133,35
X 122,68 122,62 111,72 133,34

DP 29,70 41,29 20,36 36,65
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5.3- GRUPO C

Nesses animais o musculo longitudinal pré-esfincter (MLPREE)
apresentou medida de 33,09um (FIG. 22) como menor valor e 112,49um, (FIG.
23) como maior, tendo como meédia, 67,79um, aumentada em 2,05 vezes o
controle (p=0,001). O musculo longitudinal pés-esfincter (MLPOSE) apresentou
23,69um (FIG 24) como menor valor e 73,27um (FIG 25) como maior sendo
44,15um de média, aumentada em 1,33 vez o controle ndo apresentando
significancia (p=0,155). O mdusculo circular pré-esfincter (MCPREE) teve
medidas de 75,27um (FIG 26) a 168,40um (FIG 27) sendo a média de 130,51um,
aumentada em 2,05 vezes o controle (p=0,0001)). O musculo circular pos-
esfincter (MCPOSE) mediu 77,42um (FIG 28) a 195,15um (FIG 29) com média
de 129,24pm, aumentada em 2,03 vezes o controle (p=0,0001) (TAB.4 e

TAB.11).

As medidas dos grupos B e C foram comparadas com o controle e entre si

(TAB. 11, TAB.12 e TAB.13).
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Fig. 22- Fotomicrografia de musculo longitudinal pré-esfincter de menor valor
(seta) - HE X 40 (animal de niumero 8)

Fig. 23 - Fotomicrografia de masculo longitudinal pré-esfincter de maior valor
(seta) tricromico de Gomori X 40 (animal de numero 4)
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Fig. 24 - Fotomicrografia de musculo longitudinal pés-esfincter de menor valor
(seta) - HE X 40 (animal de namero 3)

Fig. 25 - Fotomicrografia de musculo longitudinal pos-esfincter de maior valor
(seta) — tricromico de Gomori X 40 (animal de nimero 4)
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Fig. 26 - Fotomicrografia de musculo circular pré-esfincter de menor valor (seta) -
HE X 40 (animal de numero 2)

168,40pm

Fig. 27- Fotomicrografia de musculo circular pré-esfincter de maior valor (seta) -
HE X 40 (animal de namero 10)



Fig. 28 - Fotomicrografia de musculo circular pés-esfincter de menor valor (seta)
— tricrébmico de Gomori (animal de niumero 6)

Fig. 29 - Fotomicrografia de musculo circular pds-esfincter de maior valor (seta) —
tricromico de Gomori (animal de nimero 4)



TABELA 4 - Morfometria, em um, do musculo longitudinal e do masculo

circular do intestino delgado de ratos do grupo C
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Animais Musculo longitudinal

Musculo circular

Pré-esfincter

Pé6s-esfincter

Pré-esfincter

Pés-esfincter

1 50,21 31,56 127,78 144,57
2 82,70 56,75 75,27 133,24
3 52,78 23,69 136,30 118,44
4 112,49 73,27 164,00 195,15
5 70,19 58,21 118,61 119,85
6 92,63 27,94 163,26 77,42

7 68,60 28,94 155,35 115,13
8 33,09 32,51 79,23 100,07
9 43,50 62,30 116,95 112,86
10 71,78 46,40 168,40 175,76
X 67,79 44,15 130,51 129,24
DP 24,00 17,46 33,82 34,90

No cruzamento das medidas do musculo longitudinal dos grupos B e C

com controle, em todas as comparacdes houve significancia exceto quando a

variavel MLPOSE do grupo C esteve envolvida (p=0,155). Na anélise entre os

grupos B e C, houve significAncia quando as comparacdes envolviam a medida

MCPOSE. Em todas as demais comparacdes ndo houve diferenca significante

(TAB. 11, TAB. 12 e TAB. 13). Pode-se afirmar em relacdo a musculatura

longitudinal que:

-quando o grupo controle foi

comparado ao grupo B,

comparacdes apresentaram diferencas significantes (p<0,05);

todas as
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-quando o grupo controle foi comparado ao grupo C, para as comparacdes
gue envolveram a medida musculo longitudinal pés-esfincter, as diferencas nao
foram significantes (p>0,05), apresentando diferenca para as demais;

-quando o grupo B foi comparado ao grupo C para as comparacoes das
médias que envolveram a medida musculo longitudinal pos-esfincter, as
diferencas foram significantes (p<0,05), ndo apresentando diferenca para as
demais (p>0,05).

Foram comparadas, também, as medidas dos muasculos pré e pos-
esfincteres de mesmo grupo nos grupos B e C. Ficou demonstrado que somente
quando o MLPOSE do grupo C foi comparado com o MLPREE houve
significancia (p<0,05). Nas demais comparagbes ndo houve significancia

(p>0,05) (TAB.14).
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ESTUDO DAS MEDIDAS DOS DIAMETROS DAS ALCAS PRE E
POS-ESFINCTERES DOS ANIMAIS DOS GRUPOS B e C

Nos animais dos grupos B e C, as medidas foram tomadas no momento
da operacao, considerado como pré-operatorio e a época da re-operacdo para

retirada da peca, considerado como pos-operatorio (TAB.5 TAB.6).

GRUPO B

Os animais do grupo B tiveram média de dois mm de didametro no pré-
operatorio (controle préprio). Considerando o esfincter proximal, o diametro do
segmento proximal apresentou média de 7,10mm, aumentada em 3,7 vezes a
medida do controle. A medida no segmento distal foi de 6,6mm, aumentada em
3,3 vezes o valor do controle. No esfincter distal, a medida no segmento proximal
apresentou 6,20mm, aumentada em 3,1 vezes o controle enquanto, no segmento
distal, a medida foi de 5,6 mm, aumentada em 2,8 vezes o controle. Houve

significancia em todas as comparacoes (TAB.7).

Também foram comparadas as medidas pré e poés-esfincters de mesmo
animal. Nao houve diferenca significante considerando as do esfincter proximal,

havendo, no entanto, significancia quanto as do distal (TAB. 8).
GRUPO C

Os animais do grupo C, com média de diametro de 3,2 no pré-operatério
(controle proéprio), demonstraram, no segmento proximal uma média de 7,7mm
de diametro, aumentada em 2,4 vezes o controle. O segmento distal teve, como
média, 5,2mm de didmetro, aumentada em 1,6 vezes o controle. As

comparacdes entre as medidas de diametros das al¢as no pré- operatério com



49

as medidas pdés-operatérias apresentaram diferencas significantes (p<0,05)

(TAB.7).

No mesmo animal, no pds-operatério, a comparacao das medidas dos

didmetros pré e pos-esfincteres demonstrou significancia (p<0,05) (TAB. 8).
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TABELA 5 - Medidas, em mm, dos diametros das algas intestinais dos
animais do grupo B no pré e no pés-operatorio

Pré Pds-operatdério
operatorio
Esfincter proximal Esfincter distal
Animais Pré- Pos- Pré- Pos-
esfincter esfincter esfincter esfincter
1 2 9 9 7 7
2 2 6 6 5 5
3 2 5 5 4 3
4 2 9 9 5 4
5 2 5 7 4 3
6 2 8 5 6 5
7 2 5 4 5 5
8 2 8 7 7 7
9 2 5 5 4 5
10 2 11 9 15 12
% 2 7,1 6,6 6,2 5,6
DP 0 2,18 1,89 3,29 2,63
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TABELA 6 - Medidas, em mm, dos diametros das algas intestinais dos
animais do grupo C no pré e no pés-operatorio

Pré-operatério P&s-operatdrio
Animais Pré-esfincter Pés-esfincter

1 2 4 4

2 2 13 8

3 2 9 6

4 2 10 2

5 4 6 4

6 2 8 6

7 2 4 8

8 2 8 4

9 2 7 5

10 4 8 5
Média 2,4 7,7 5,2
DP 0,84 2,70 1,8
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TABELA 7 - Comparacao de medidas de diametro de al¢cas no pré e pos-
operatdrio de animais dos grupos Be C

Comparacao de Pressupostos Testes
medidas paramétricos para
comparacgao das
médias
Correlagcdo  Normalidade Independentes Wilcoxon
Pareado
Y p Y p Y
DIAMETRO Levene Diferenca
das
médias
Grupo B
DIAPREPO x DIAPREOP 0,005
DIAPOSPREEP  constante
DIAPREO x 0,005
DIAPOSPOSEP
DIAPREO x 0,005
DIAPOSPREED
DIAPREO x 0,005
DIAPOSPOSED
Grupo C
DIAPREO x 0,708 DIAPREOP = 0,035 0,0001 0,0001
DIAPOSPREE 0,010
DIAPOSPREP
0,578
DIAPREO x 0,586 DIAPOSPOSP 0,051 0,001 0,003
DIAPOSPOSE 0,481
DIAPREOP = didmetro pré-operatério
DIAPOSPREEP = diametro pos-operatorio pré-esfincter proximal
DIAPOSPOSEP = diametro pos-operatdrio pos-esfincter proximal
DIAPOSPREED = diametro pds-operatorio pré-esfincter distal
DIAPOSPOSED = diametro pds-operatorio pos-esfincter distal
DIAPOSPREE = didametro pés-operatério pré-esfincter
DIAPOSPOSE = diametro pds-operatorio pos-esfincter
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TABELA 8 - Comparacao de médias das medidas dos diametros pré e pés-
piléricos de animais do mesmo grupo

GRUPO DIAMETRO PRE- DIAMETRO POS- p
ESFINCTER ESFINCTER
Esfincter Proximal
x 7,1 X 6,6 0,273
B Esfincter Distal
X 6,2 X 5,6 0,111
C x 7.1 X 5.2 0,033
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ESTUDO DO PESO DOS ANIMAIS

Todos os animais dos grupos B e C foram pesados no pré-operatério e no
momento da eutanasia, considerado como pos-operatorio (TAB.9). Foi, também,

observado o mesmo periodo de jejum antes da eutanasia.

GRUPO B

Os animais tiveram um peso médio inicial de 280,95¢, e apresentaram, no
momento da eutanasia, uma média de 293,649, denunciando um ganho médio

de peso de 12,69g que revelou significancia (p=0,002) ( TAB. 10).

GRUPO C

Os animais com média de peso inicial de 236,0g apresentaram peso
médio de 227,96g no momento da eutanasia mostrando uma perda de peso de

9,049 nédo havendo significancia na comparacao (p>0,05) (TAB.10).



TABELA 9 - Peso dos animais dos grupos B e C no pré e pés-operatério

Grupo B Grupo C
Peso pré Peso pés Peso pré Peso pés
279,00 292,60 220,00 213,00
313,00 339,50 245,00 244,00
243,00 261,50 265,00 248,50
299,00 293,00 214,00 206,10
264,00 285,60 220,00 208,00
281,00 288,00 219,00 219,00
246,00 253,00 266,00 258,00
308,00 321,50 241,00 260,50
303,50 320,70 260,00 218,50
273,00 281,00 210,00 204,00
% 280,95 293,64 236,00 227,96

DP 24,90 26,98 22,07 22,32
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TABELA 10 - Comparacao de medidas de peso pré e pos-operatoérias de
animais dos grupos Be C

Comparacgdes de Pressupostos Teste comparacao
medidas de média
Correlacao Normalidade Pareado
p p p
Peso
Peso pré - B 0,001 Peso pré B=0,49 0,002
X Peso p6s B=0,67
Peso pos - B
Peso pré - C 0,001 Peso pré C=0,044 0,129
X Peso pés C=0,006
Peso pés - C

Peso pré - B = Peso dos animais do grupo B no pré-operatoério
Peso pos - B = Peso dos animais do grupo B no pés-operatério
Peso pré - C = Peso dos animais do grupo C no pré-operatorio
Peso pos - C = Peso dos animais do grupo C no pés-operatério



6 - DISCUSSAO
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A motilidade gastrica e intestinal € responsavel pela coordenacdo do
movimento do bolo alimentar do sentido proximal para distal. Esse percurso
permite que se faga a digestdo, a absor¢do de agua e nutrimentos e a eliminagéo
substancias nao digeriveis. Tal processo resulta de uma integracdo entre nervos
entéricos, nervos extrinsecos, propriedades da musculatura lisa, horménios
gastrintestinais e outros hormonios®. Alteracdes em alguma fase, na cadeia de
eventos ou na interacdo dos mesmos, podem resultar em dismotilidade na
funcdo de velocidade propulsora do trAnsito®*. Uma enfermidade,
reconhecidamente, grave, envolvendo o intestino delgado é a SIC, conceituada
como sendo um estado de insuficiente absor¢do de nutrimentos causado por
perda funcional ou anatémica de grande parte de intestino delgado. A SIC, um
exemplo tipico consequente do aumento da velocidade do transito intestinal ou
devido a menor extensdo de percurso intestinal responde pela desnutricdo do
paciente em seus mais variados graus. A maioria dos casos é conseglente as
grandes resseccdes intestinais*®. Com o avanco dos conhecimentos e o advento
da NPT, um bom numero desses pacientes tem sobrevivido. Apesar do uso,
cada vez mais difundido e eficiente, desse recurso terapéutico, um numero
significante de pacientes ndo consegue adaptacdo da fungdo intestinal por
apresentar aumento da velocidade do transito. Os cirurgibes, chamados a
colaborar neste desafio, propuseram, como método auxiliar, procedimentos
cirargicos com a finalidade de retardar a velocidade do transito ou aumentar a

area de absorgao 318 %%

No presente experimento, foi utilizado o procedimento cirirgico proposto,

em 1996, por Renaetal *.
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Efeitos de uma estenose, cirurgicamente induzida, no intestino delgado de
animais de experimento tém sido estudados desde a publicacdo de Hereczel®’.
Em 1886, o autor observou a presenca de dilatacdo da alca intestinal e aumento
da espessura da camada muscular proximal a obstrucdo no homem,

denominando esse fenémeno de hipertrofia muscular compensatéria 2.

Em 1951, Benninghoff°’ observou que o estreitamento de um segmento
de alca intestinal tem como conseqiéncia dilatacdo e estase do conteldo
intestinal. Para que ocorra essa modificacdo morfolégica e histologica é
necessario que nado haja obstrucéo total do canal intestinal. A obstrucéo total leva
a dilatacdo subita podendo causar isquemia e perfuracdo®. Observa-se
aumento de espessura da parede da alca intestinal as custas das camadas
musculares longitudinal e circular com predominéancia da camada circular tanto
no segmento proximal & estenose quanto no segmento distal & mesma®. A
espessura aumentada da camada muscular é consequiéncia do crescimento em

volume da célula muscular (hipertrofia) e em nimero das mesmas (hiperplasia).

Na célula muscular longitudinal, o aumento da-se no sentido transversal
ao seu maior eixo enquanto na célula muscular da camada circular este aumento
de volume ocorre ao longo de seu maior eixo. Observacdes semelhantes foram
relatadas por Filogamo e Vigliane®®. Apesar do crescimento muscular em volume
e numero de células ndo h& alongamento linear da alca intestinal. Um fator
limitante desse crescimento linear €, provavelmente, a pouca extensibilidade do
mesentério. Outros fatores estao envolvidos como, por exemplo, a distribuicdo do

colageno na parede da alca °.
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|21

E aceito, desde a publicacdo de Hereczel*, que a distensdo do canal

intestinal € acompanhada de aumento de didmetro da alca e hipertrofia da
camada muscular. A dilatacdo é o principal fator de estimulo local na célula
muscular. Nao esta bem definido como a distensao da alca induz a hipertrofia da
célula muscular e mitoses. Mitoses em células musculares lisas foram estudadas

por outros pesquisadores®®®?. E certo que a combinacéo de distensdo e reacao

celular leva ao aumento da atividade da camada muscular acima da estenose.

A formacdo de novas células musculares lisas € explicada pela
diferenciacéo de fibroblastos situados junto a camada muscular da mucosa sob
efeitos humorais. Constitui-se em um feixe alinhado a musculatura longitudinal
acompanhada de rede de neovascularizacdo descrita, em 1997, por Jensen et

al®® e, em 1998, Jeuna et al®

. Outra alteracgéo identificada, ao estudo histolégico,
foi a presenca de edema. Concluiram que o edema contribuia para o aumento da

espessura da camada muscular.

HaII-Craggsez, em 1970, através da microscopia eletrbnica, demonstrou a
divisdo da célula muscular no sentido longitudinal. Relatou, também, que essa
divisdo era limitada e acompanhada de focos de degeneracdo e necrose em

algumas fibras.

Além da distensdo e do aumento da presséo intraluminar na suboclusao
induzida, outros fatores contribuem para explicar o mecanismo controlador da
adaptacao intestinal. Fatores hormonais como o fator de crescimento epidérmico,

as prostaglandinas e outros estdo envolvidos®.
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Takita®®, em 1953, estudou o comportamento da camada muscular
proximal a uma estenose com tracados eletrofisiologicos. Verificou que havia
contracdes musculares continuas e, por vezes, espasticas.

Burnstock et al®’

, em 1977, relataram a diminuicao de fibras nervosas na
musculatura circular hipertrofiada e explicaram esse resultado como retracdo dos
axodnios neuronais do plexo mioentérico. Bernninghoff >’ evidenciou o aumento
de tamanho do corpo da célula nervosa na parede muscular hipertrofiada acima
da estenose. Outros autores descreveram o aumento do numero de ganglios
nervosos na hipertrofia muscular intestinal > °® ®°. Existe uma descontinuidade

da onda peristéltica comandada pelo marca-passo duodenal e conduzida pelo

plexo mioentérico?.

O propodsito do experimento foi quantificar as alteracdes morfométricas
das camadas musculares da parede intestinal decorridas do procedimento de
criacdo de esfincteres artificiais. Foram realizadas medi¢cdes da espessura das

camadas musculares longitudinais e circulares pré e pés-piloricas.

Na avaliacdo quantitativa da morfométria da camada muscular de ambos
os esfincteres nos animais do grupo B a média encontrada na musculatura
longitudinal pré-pilérica foi menor que a pos-pilérica. Pode-se explicar este fato
pela presenca do fator distens&o intraluminar pré-pilérica aumentando a presséo

sobre a musculatura (TAB. 2).

A média da medida da musculatura circular pré-pilérica e pés-pil6rica foi muito
proxima nos esfincteres proximal e distal, com aumento da média pos-pildrica do
esfincter distal (TAB. 3). Em relacdo ao grupo controle, houve diferenca

significativa (TAB. 13).
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Nos animais do grupo C a média morfométrica do musculo longitudinal
apresentou medida pré-pilérica significante em relacdo ao controle. Nao houve
significancia da média pos-pilérica. Em relacdo ao musculo circular houve
significancia quando comparado o pré-esfincter e o pds-esfincter com o grupo

controle (TAB. 11).

Na observacdo realizada por Gabella®*, em 1975, a comparacdo da
camada muscular do intestino delgado de ratos, entre grupo controle e animais
submetidos a uma estenose cirlrgica, apresentou aumento dessa superior a 10
vezes nos animais operados. No presente estudo, o aumento apresentado, em
comparagao com o controle, ndo ultrapassou de 2,09 vezes no musculo circular
e 2,34 vezes no longitudinal. Esses dados da espessura das camadas
musculares, tanto circular quanto longitudinal, indicam que a elaboracgéo cirdrgica
de esfincteres pela técnica descrita por Rena et al' promove alteracdes
morfolégicas de menor monta. Esses dados sugerem que o anel muscular
utilizado para a confeccao cirargica do esfincter possa ter funcionado como um
sistema valvular, o0 que poderd ser pesquisado com utilizacdo de meios
dindmicos. Novos estudos, no entanto, sdo necessarios para melhor avaliacdo

do procedimento.

Instalada a estenose ha modificacdo do diametro interno da alca. No
segmento proximal a estenose, esse diametro aumenta de modo direto em
relacdo ao aumento da camada muscular, enquanto que no segmento distal esse
aumento é indireto®. Esse fato deve-se a existir, no segmento pré-esfincter, um
obstaculo que aumenta a pressao sobre a musculatura. No presente estudo, nos

animais dos grupos B e C, no pré e pos-operatorio, os diametros foram medidos
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externamente na alca (TAB.5 e TAB.6). Houve aumento significante da média
dos didametros quando comparados pré e poés-operatérios (TAB.7). Quando
comparados, no mesmo animal, os diametros pré e pés-esfincteres nos grupos B
e C, houve significancia exceto, quando a comparacao envolvia o diametro preé-

esfincter contra o pds-esfincter do esfincter proximal do gruo B (TAB.8).

Quanto ao estudo do peso dos animais, o experimento demonstrou que 0s
animais do grupo B ganharam peso significantemente (p<0,05) e que os do

grupo C tiveram perda de peso, porém nao significante (p>0,05) (TAB. 10).

O ganho de peso pode ser entendido pela presenca de um reservatério
entre os dois esfincteres possibilitando maior tempo de exposi¢cdo dos
nutrimentos a area de absorcdo, além de retardar a velocidade do transito a
montante do esfincter. Esse dado, no entanto, necessita e sugere novas

pesquisas, especialmente quanto as modificacdes estruturais das vilosidades.

O presente estudo demonstrou que a fase de cicatrizacdo nao interferiu,
de modo decisivo, no estudo proposto. Foi verificado que toda cadeia evolutiva

do processo de cicatrizacdo ndo apresentou desvios’®~ "3,

A finalidade de todos os procedimentos cirdrgicos utilizados pelos
cirurgiées, como auxiliares ao tratamento dos pacientes portadores de SIC, é
assegurar aos mesmos a possibilidade de absor¢cdo de nutrimentos. Atingido
esse objetivo, os pacientes tém a possibilidade de adaptacédo intestinal

recuperando o peso e estabilizando as funcées do intestino "~ 7°.
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- A confeccéo cirargica de esfincteres no intestino delgado de ratos aumentou a

espessura da camada muscular proximal e distal aos mesmos.

- O mausculo longitudinal pré-esfincter apresentou aumento significante quando
comparado ao controle, porém, sem significAncia quando comparado entre 0s animais

de dois esfincteres e de um esfincter.

- O musculo longitudinal poés-esfincter, comparado ao controle, apresentou
aumento significante nos animais de dois esfincteres nao apresentando diferenca nos

animais do grupo de um esfincter.

- Os musculos circulares pré-esfincteres e poés-esfincteres apresentaram
aumentos significantes quando comparados ao controle, ndo apresentando diferenca, no

entanto, quando comparados entre os animais de dois esfincteres e de um esfincter.

- Os musculos longitudinais e circulares pré e poés-esfincteres nos animais de

dois esfincteres ndo apresentaram diferencas significativas quando comparadas entre si.

- Os musculos longitudinais e circulares pré e poés-esfincter nos animais de um
esfincter apresentaram diferengas significativas, somente, para o musculo longitudinal

guando comparados entre si.

- Os didmetros das alcas dos animais de dois esfincteres e de um esfincter
apresentaram aumentos significantes no pos-operatério sendo, discretamente maiores,

nos segmentos pré-esfincteres.
- Os animais do grupo dois esfincteres apresentaram ganho de peso significante.

- Os animais do grupo de um esfincter apresentaram perda de peso, porém sem

significancia.
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SUMMARY

Partial surgical estenosis of the small intestine induces to the increase of
the thickness of the longitudinal and circular muscular layers proximal to the
partially obstructed process. The increase in thickness of the muscular layer is
consequent to the increase in the volume of the muscular cell and the increase in
the number of muscular cells. In the present experiment, a quantitative evaluation
of this phenomenon in the longitudinal and circular muscle layrs of the small
intestine of rats submitted to the surgical construction of sphincters was carried
out. Wistar male rats were used, weighing between 220g and 354,29g, separated
to three groups of 10 animals. Group A was selected as control of which, in each,
a segment of ileum of 20mm length 100mm from the ileocecal valve was
removed for comparative study. The animals in group B were submitted to the
surgical construction of sphincters 100mm and 150mm of the the ileocecal valve.
The animals of group C were submitted to the construction of a sphincter 100mm
from the ileocecal valve. The euthanasia was carried out in the tenth day for
groups B and C. After the ressection of the segments of the groups, B and C,
they were opened longitudinally, fixed on isopor plates, in formol 10% and sent
for histologic and morphometric study. The external diameter of the intestinal loop
showed a significant diference pre postoperatively (p<0,05). As all the animals
were weighed pre and postoperatively, it was possible to verify that the animals of
group B presented significant gain of weight (p<0,05). The morphometric study of
the muscular layers, longitudinal and circular, proximal to sphincter showed
significant increase in its thickness in comparison to the control (p< 0,05). When
the analysis involved the layers distal from sphincter, the longitudinal layer of
group C it had no significance in relation to the control (p> 0,05). In comparing
groups B and C, no statistical significance was observed in relation to the circular
musculature (p> 0,05), having so, however, when the longitudinal muscle after-
sphincter in group C was involved (p< 0,005). The results of this study
demonstrated significant increase of thickness of the muscular layer, however
less accentuated than that described in the literature when carried out in animals
submitted to fixed estenosis.
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TABELA 11 - Comparacao de medidas dos musculos do grupo A com 0s

dos grupos Be C

Comparacéo de Pressupostos Comparacdo de
medidas duas médias
Correlacdo Normalidade Igualdade de N&o pareado
variancias

MORFOMETRICAS A

XBeC

p p p p
longitudinal

ML A x MLPREE- C 0,672 0,360 0,370 0,001
ML A x MLPOSE- C 0,454 0,293 0,625 0,155
ML A x MLPREEP- B 0,545 0,606 0,937 0,0001
ML Ax MLPOSEP- B 0,801 0,815 0,623 0,004
ML Ax MLPREED- B 0,473 0,849 0,250 0,0001
ML A x MLPOSED- B 0,020 0,090 0,110 0,0001

circular
MCA x MCPREE-C 0,691 0,110 0,120 0,0001
MCA x MCPO$E-C 0,300 0,511 0,173 0,0001
MCA x MCPREEP-B 0,558 0,068 0,257 0,004
MCA x MCPOSEP-B 0,097 0,534 0,127 0,003
MCA x MCPREED-B 0,145 0,735 0,965 0,0001
MCA x MCPOSED-B 0,076 0,567 0,153 0,0001

MLA
MCA

MLA x MLPREE- C
MLA x MLPOSE -C

MLA x MLPREEP-B
MLA x MLPOSEP-B

MLA x MLPREED-B
MLA x MLPOSED-B
MCA x MCPREE-C

MCA x MCPOSE-C

MCA x MCPREEP-B
MCA x MCPOSEP-B
MCA x MCPREED-B
MCA x MCPOSED-B

musculo longitudinal do grupo A

musculo circular do grupo A

musculo longitudinal pré-esfincter do grupo C
musculo longitudinal pés-esfincter do grupo C

musculo longitudinal pré-esfincter proximal do grupo B
musculo longitudinal pds-esfincter proximal do grupo B

musculo longitudinal pré-esfincter distal do grupo B

musculo longitudinal pds-esfincter distal do grupo B

= musculo circular pré-esfincter do grupo C

= mausculo circular pés-esfincter distal do grupo B

musculo circular pés-esfincter do grupo C

musculo circular pré-esfincter proximal do grupo B

musculo circular pos-esfincter proximal do grupo B

musculo circular pré-esfincter distal do grupo B
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Comparagbes de Medidas Pressupostos Comparacéo de
2 médias
) Correlacdo Igualdade de varianca Pareado
MORFOMETRICAS
(Grupo C X Grupo B)
p p p
Longitudinal
MLPREE C x MLPREEP B 0,368 0,468 0,916
MLPREE C x MLPREED B 0,016 0,727 0,937
MLPREE C x MLPOSEP B 0,790 0,775 0,380
MLPREE Cx MLPOSED B 0,925 0,057 0,691
MLPOSE C x MLPREEP B 0,807 0,776 0,013
MLPOSE CxMLPREED B 0,044 0,895 0,002
MLPOSE CxMLPOSEP B 0,895 0,360 0,044
MLPOSE C x MLPOSED B 0,720 0,035 0,001
Circular
MCPREE C x MCPREEP B 0,624 0,633 0,589
MCPREE C x MCPREED B 0,436 0,100 0,150
MCPREE C x MCPOSEP B 0,491 0,591 0,682
MCPREE Cx MCPOSED B 0,310 0,957 0,859
MCPOSE C x MCPREEP B 0,385 0,710 0,656
MCPOSE C x MCPREED B 0,116 0,572 0,733
MCPOSE C x MCPOSEP B 0,092 0,151 0,187
MCPOSE C x MCPOSED B 0,577 0,911 0,811
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TABELA 13 - Comparacao morfométrica entre os grupos AXB X C

Comparacéo de Comparagéo Testes paramétricos para comparagao de
medidas de médias
medidas
Igualdade Comparagao de 3 médias
de
varianca
Anova Testes pds-Hoc
A.XB AxC BxC
MORFOMETRICAS
(AXCXB)
p p p p p
Longitudinal
ML A x MLPREE C x MLPREEP B 0,605 0,001 0,001 0,001 0,907
ML A x MLPREE C x MLPREED B 0,502 0,003 0,003 0,003 0,931
ML A x MLPREE C x MLPOSEP B 0,624 0,001 0,001 0,001 0,997
ML A x MLPREE C x MLPOSED B 0,098 0,0001 0,0001 0,0001 0,677
ML A x MLPOSE C x MLPREEP B 0,917 0,001 0,001 0,166 0,008(LSD)
. . 0,021(Tukey)
ML A x MLPOSE C x MLPREED B 0,398 0,005 0,005 0,251  0,025(LSD)
) ) 0,062(Tukey)
ML A x MLPOSE C x MLPOSEP B 0,575 0,002 0,002 0,211 0,012
ML A x MLPOSE C x MLPOSED B 0,084 0,000 0,0001 0,111 0,0001
Circular
MC A x MCPREE C x MCPREEP 0,269 0,0001 0,0001 0,0001 0,549
B
MC A x MCPREE C x MCPREED 0,147 0,0001 0,0001 0,0001 0,117
B
MC A x MCPREE C x MCPOSEP 0,222 0,001 0,001 0,0001 0,635
B
MC A x MCPREE C x MCPOSED 0,250 0,0001 0,0001 0,0001 0,841
B
MC A x MCPOSE C x MCPREEP 0,340 0,0001 0,0001 0,0001 0,620
B
MC A x MCPOSE C x MCPREED 0,216 0,0001 0,0001  0,0001 0,150
B
MC A x MCPOSE C x MCPOSEP 0,245 0,001 0,001 0,0001 0,693
B
MC A x MCPOSE C x MCPOSED 0,298 0,0001 0,0001  0,0001 0,775

B




TABELA 14- Comparacao de medidas da morfometria dos musculos
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longitudinais e circulares pré e pés-esfincteres de animais de

mesmo grupo

Grupo Esfincter proximal p
Pré-esfincter Pés-esfincter
Longitudinal X 66,74 X 77,32 0,229
B Circular X 122,68 X 122,62 0,997
Esfincter distal

Longitudinal 66,88 71,17 0,603

Circular x 111,72 x 133,34 0,124
Longitudinal X 67,79 X 4415 0,010

C Circular X 130,51 ;(129,24 0,922
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INFORMACOES NECESSARIAS SOBRE O MODELO ANIMAL E

PARA A CONFIABILIDADE DOS RESULTADOS DE UM EXPERIMENTO

O Biotério de Experimentacdo do Centro de Biologia da Reproducéo
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analisados e aprovados pelo Comité de Etica e Experimentac&o Animal da UFJF,
recebendo todo o acompanhamento técnico de profissionais com formacao
especifica na area de bioterismo.

Os alojamentos possuem armarios climatizados, com controle de
temperatura, umidade e troca de ar programada, em que 0s animais sao alojados
em gaiolas de prolipropileno, providos de maravalha selecionada, mamadeira
para agua e cocho para racao do tipo peletizada.

A agua é oferecida ad libitum e cada rato recebe, em média, 8-10g de

racao/100g de peso corporal por dia **°.

DADOS BIOLOGICOS DO ANIMAL (Rato), NECESSARIOS AO USUARIO DO

MODELDO.

Tempo de gestagdo: entre 21 a 23 dias
Puberdade, Ovulacdo, Menopausa: ambos 0s sexos tornam-se

sexualmente maturo em torno de 50 a 60 dias de idade. A fertilidade méaxima é
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obtida com os animais entre 90-300 dias. A abertura vaginal ocorre entre 35-50
dias e a descida dos testiculos entre 18-25 dias de vida. Em média, a ovulacdo
comecga aos 77 dias de vida (variando entre 45-147 dias). A menopausa ocorre
normalmente quando as fémeas estdo com 15-18 meses de vida.

Ciclo estral ou sexual: O ciclo estral tem duracéo de 4-5 dias.

Tempo médio de vida: sob condi¢cdes favoraveis podem viver até trés
anos, o que corresponderia a 70 anos da vida humana. Em condi¢des de grande
variabilidade climética e de umidade, poucos individuos vivem mais do que dois
anos.

Temperatura para o conforto e bem-estar dos animais: 19-23° C

Umidade: 40-70%.

Luminosidade: 100lux para ratos albinos Fotoperiodo de 12/12 ou 12/16
Ventilagdo: 12-15 trocas de ar por hora, filtrado.

Agua e racao diaria: 10ml de agua/ 100g de peso corporal/dia e 5-10g de
racao/100g peso corporal/dia.

Peso corporal: desmame (21 dias) - 40/50g.

Idade de 90 dias - fémea com 200g a 275g e macho com 300g a 450g.



