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Resumo

Introducdo: j& estd bem estabelecido que o uso de bidpsia retal para o diagnostico das disganglionoses
intestinais em criangas, é o padrdo ouro para definir o diagnostico de doenca de Hirshsprung. Contudo, até o
momento, ndo ha um consenso sobre qual a melhor técnica de obtengdo dessas amostras. Varios métodos
diferentes continuam sendo utilizados em todo o mundo com resultados heterogéneos. A escolha destes métodos
parece depender muito mais da preferéncia e da experiéncia de cada servigo do que de evidéncias cientificas.
Em recente revisdo sistematica, ndo foram encontrados ensaios clinicos randomizados que realizassem a
comparagdo entre os resultados obtidos através das diferentes técnicas de biopsias retais e que permitissem uma

analise com evidéncias robustas.

Objetivo: identificar qual é a melhor técnica de bidpsia de reto para analise histopatol6gica dos plexos nervosos
da submucosa, com maior taxa de biopsias adequadas, menor reagéo tecidual e complicagdes; e que apresente

menor inflamac&o e/ou fibrose quando avaliadas apds 14 dias dos procedimentos.

Metodologia: modelo experimental em 28 coelhos, fémeas, envolvendo a realizacdo de quatro tipos diferentes
de procedimentos para realizacao de bidpsia retal. Os animais foram, primeiramente, randomizados por sorteio,
divididos em 4 grupos experimentais (Grupo Cirdrgica — bidpsia cirdrgica aberta, Grupo Punch — bidpsia por
“punch”, Grupo Endoscopia - biopsia endoscépica e Grupo Sucgdo — biopsia de succdo) e 1 grupo controle
simulado (Grupo Sham). As amostras da parede do reto foram colhidas e processadas pelo método da
Hematoxilina & Eosina para avaliagdo da presenca e caracteristica dos plexos nervosos da submucosa. Apos 0s
procedimentos experimentais e simulados, os animais foram monitorados por 14 dias, investigando-se eventuais
complicagOes. No 14° dia ap6s os procedimentos, 0s animais foram eutanasiados e, posteriormente, submetidos
aressecgdo cirurgicaem bloco do reto. Estas pegas cirurgicas de reto foram processadas e submetidas a avaliagéo

histopatoldgica para investigacdo da presenca de reacdo inflamatdria, tecido de granulacdo e colagenogénese.

Resultados: o tempo cirdrgico das bidpsias do Grupo Endoscopia foi 0 mais longo, seguido do Grupo Cirdrgica.
Para a obtencéo do material, o Grupo Punch foi o que apresentou pior resultado (com relacdo a quantidade de
material e nmero de células ganglionares), além de mais inflamacéo e fibrose subsequentes. O Grupo cirurgica
obteve material adequado, porém com mais inflamac&o e fibrose. O Grupo Succdo se mostrou factivel, sendo

rapido, simples, com menos inflamacéo e fibrose, fornecendo material adequado.

Palavras-chave: disganglionoses intestinais, experimental, bidpsia retal, técnicas de biopsia, doenca de

hirschsprung.



Abstract

Introduction: the use of rectal biopsy for diagnosing intestinal disganglionosis in children is well-established
and is our standard practice for diagnosing Hirschsprung's disease. However, there remains no consensus on the
optimal technique for obtaining these samples. Various methods are used globally with heterogeneous results.
The choice of these methods appears to be more influenced by the preferences and experience of individual
institutions than by scientific evidence. A recent systematic review did not identify any clinical trials that
compared outcomes across different rectal biopsy techniques, thereby preventing a robust evidence-based
analysis.

Objective: identify the most suitable rectal biopsy technique for histopathological analysis of the submucosal
nerve plexuses, considering the highest rate of adequate biopsies, the lowest tissue reaction and complications,

as well as reduced levels of inflammation and/or fibrosis when assessed 14 days after the procedures.

Methodology: the experimental model involved 28 rabbits, females, subjected to four distinct rectal biopsy
procedures. The animals were randomly assigned to four experimental groups (Surgical Biopsy Group — open
surgical biopsy, Punch Group — punch biopsy, Endoscopy Group — endoscopic biopsy, and Suction Group —
suction biopsy) and one simulated control group (Sham Group). Rectal wall samples were collected and
processed using Hematoxylin & Eosin staining to assess the presence and characteristics of the submucosal
nerve plexuses. Following the experimental and simulated procedures, the animals were monitored for 14 days
to identify potential complications. On the 14th day post-procedure, the animals were euthanized and underwent
surgical resection of the rectal segment. These surgical specimens were processed and subjected to
histopathological evaluation to investigate the presence of inflammation, granulation tissue, and

collagenogenesis.

Results: the duration of surgical time for biopsies in the Endoscopy Group was the longest, followed by the
Surgical Group. In terms of material acquisition, the Punch Group yielded the poorest results (in terms of both
material quantity and number of ganglion cells), accompanied by higher levels of inflammation and fibrosis.
The Surgical Group provided adequate material but with greater inflammation and fibrosis. The Suction Group
demonstrated feasibility, being quick and simple, with reduced inflammation and fibrosis, and yielded adequate

material.

Keywords: intestinal disganglionosis, experimental, rectal biopsy, biopsy techniques, Hirschsprung disease.
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1. Introducéo

As disganglionoses intestinais representam um grupo de entidades patoldgicas caracterizadas
por alteracBes estruturais dos plexos nervosos que compdem o sistema nervoso entérico e que
acometem tipicamente pacientes da faixa etaria pediatrica. Este grupo de doencas pode ter origem
congénita ou adquirida e esta relacionado a um amplo espectro de alteracdes, que envolve desde a
composicdo celular até a potencial auséncia completa do plexo em segmentos do intestino (Kapur,
1999; Montedonico et al., 2011; Matias, 2011). Scharli (1995) propds uma classificagdo que sumariza
as principais patologias que compdem este grupo de doencas. Esta classificacdo apresentada no Quadro
1 é a mais utilizada até hoje na prética clinica e na investigacdo cientifica e baseia-se na génese e

distribuicdo das células ganglionares (Scharli, 1995).

Quadro 1. Classificacdo etiologica das disganglionoses intestinais. Adaptado de Scharli, 1995.

- Doenca de Hirschsprung cléssica
- Aganglionose longa
Disganglionoses agenéticas - Aganglionose col6nica total

- Aganglionose intestinal total

- Aganglionose ultracurta

- Hipoganglionose
Disganglionoses hipogenéticas - Hipogenesia de células ganglionares dos plexos
mioentéricos e submucosos

Disganglionoses disgenéticas - Displasia Neuronal Intestinal tipos A e B

Condig6es adquiridas - Doenca de Chagas

- Doenca de Hirschsprung + Displasia Neuronal
Intestinal do tipo B

- Hipoganglionse + Displasia Neuronal Intestinal do

Formas combinadas tipo B

- Células nervosas hipogenéticas dos plexos
submucosos + Displasia Neuronal Intestinal do
tipo B




Introducao 15

A investigacdo diagnostica € habitualmente composta por trés métodos: manometria anorretal,
enema opaco e bidpsia do reto. Os dois primeiros sdo considerados como métodos de triagem e a
biopsia retal € o padrdo ouro para diagndstico, comprovando a auséncia de células ganglionares nos
plexos nervosos do intestino distal (Qualman et al., 1999; De Lorink et al., 2006). Aspectos
relacionados a etiopatogenia, fisiopatologia e diagndstico da DH ainda sdo motivos de pesquisa e

intensa discussdo na literatura, objetivando melhorar o tratamento as criangas portadoras desta doenca.

O tratamento da DH é cirurgico. As técnicas utilizadas tém como principios a remocgao do
segmento aganglionar e a reconstrucdo do transito intestinal, trazendo o segmento ganglionar até o
anus, com preservacao da funcdo esfincteriana (Dasgupta & Langer, 2004). Atualmente, as técnicas
mais recomendadas envolvem a ressec¢do do segmento aganglidnico por via transanal, sem
mobilizacdo intra-abdominal do colon, dependendo da idade da crianca (de La Torre & Ortega-

Salgado, 1998; de La Torre & Langer, 2010).

A analise histopatoldgica do sistema nervoso entérico a partir de amostras obtidas por meio de
bidpsias do reto distal é, portanto, a principal ferramenta diagndstica na investigacéo etiologica das
disganglionoses intestinais (Feichter et al., 2009; Montedonico et al., 2011). A anélise histopatoldgica
deve idealmente compreender a identificacdo e caracterizacdo das células ganglionares nos plexos
nervosos da submucosa e da muscular propria (Swenson et al., 1955). Bodian (1960) demonstrou que
amostras de tecido menores, envolvendo mucosa e submucosa, sdo suficientes, uma vez que as
caracteristicas dos plexos nervosos da submucosa correspondem as caracteristicas morfoldgicas dos
plexos mioentéricos. Assim, bidpsias mais superficiais, envolvendo apenas o plexo submucoso podem
ser suficientes para o diagnostico de DH e de outras disganglionoses intestinais (Shandling, 1961;

Dobbins & Bill, 1965; Knowles et al., 2010).

A adequacéo do espécime, contemplando a camada submucosa, constitui o ponto critico para a

analise histopatoldgica adequada no diagndstico das disganglionoses intestinais (Alizai et al., 1998).
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Os fragmentos de biopsias retais sdo considerados adequados quando apresentam pelo menos 3 mm de
didmetro, com, no minimo, um terco da espessura correspondendo a submucosa, sendo preferivel que
a metade da amostra seja representada por submucosa (Qualmann et. al 1999; Muise & Cowles, 2016).
Quando os fragmentos ndo envolvem a submucosa, a investigacdo diagnostica fica bastante
prejudicada (Ali et al., 2006; Kobayashi et al., 2002). Isto leva a necessidade da realizacdo de novas
biopsias, habitualmente sob anestesia geral, para a obtencdo de fragmentos mais profundos da parede
do reto (Hall et al., 2009; Gil-Vernet et al., 2006). H4, desta forma, além dos riscos inerentes deste
novo procedimento, atraso no diagndstico e no tratamento, maior ansiedade dos pais e consideravel

aumento de custos (Ali et al., 2006; Muise & Cowles, 2016).

Em vista disso, diferentes métodos de bidpsias vém sendo desenvolvidos e adaptados para
realizacdo de bidpsia retal na investigacdo diagndstica das disganglionoses intestinais. O Quadro 2
apresenta as quatro principais técnicas de bidpsias retais utilizadas na investigacdo diagnostica das

disganglionoses intestinais.
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Quadro 2: Tipos de técnicas de biopsias de reto utilizadas na investigacao diagnostica das

disganglionoses intestinais (adaptado de Comes et al, 2019)

g?gg;f: geet al Descricéo Subtipos Imagem
P Inciséo cirdrgica na .
Cirurgica parede do reto - superficial :
- profunda Ex: Biopsia cirurgica
profunda
- Noblett
Aspiracdo damucosado ggllgRBT
Succéo reto com pressao -Multipurpose
negativa, seguida de Quinton
bidpsia com lamina “SBT 100 S0 can
- Outros Ex: pinca de Noblett
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Diante desse cenario, ha intensa pesquisa por novos métodos de bidpsias. Resultados
satisfatorios foram descritos com o uso de pingas adaptadas tipo “punch” (Alizai et al., 1998;
Kobayashi et al., 2002), com outros modelos de pingas de succdo (Ali et al., 2006; Hall et al.,2008) e
com auxilio de visdo endoscdpica e biopsia por forceps jumbo (Hirsch et al., 2011). Entretanto, os
resultados destas inovacdes sdo extremamente variaveis e o risco de complica¢cdes aumenta diretamente

com o tamanho da amostra da bidpsia (Ali et al., 2006; Muise & Cowles, 2016).

Paralelamente, uma série de marcadores histoquimicos e imunohistoquimicos vém sendo

propostos para auxiliar a analise histopatoldgica das bidpsias retais (Kapur, 2006; Holland et al., 2010).
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Alguns destes, como a pesquisa histoquimica de atividade da enzima acetilcolinesterase (Ache) e o
método imunohistoquimico da calretinina, vém permitindo que fragmentos mais superficiais de
mucosa do reto possam ser suficientes para a conclusao diagndstica, exercendo, desta forma, influéncia
nas taxas de sucesso das diferentes técnicas de bidpsias de reto (Barshack et al., 2004; Kapur, 2006;
Kapur et al., 2009; Guinard-Samuel et al., 2009; Holland et al., 2011; de Arruda Lourencéo et al.,

2014).

Até o momento, ndo ha consenso sobre qual a melhor técnica para obtengéo de bidpsias de reto
em criancas em investigacdo diagndstica para disganglionoses intestinais (Takawira et al., 2015).
Diferentes métodos continuam sendo utilizados em todo o mundo, com resultados bastante
heterogéneos. Amostras de bidpsia inadequadas, envolvendo espécimes muito pequenos e superficiais,
ou biopsias distais, muito proximas da linha pectinea, sdo associadas a resultados inconclusivos
(Qualman et al., 1999; Guinard-Samuel et al; 2009). Outros fatores como 0 modelo da pinca de bidpsia,
idade do paciente no momento da biopsia e as técnicas de processamento e andlise histopatoldgica
podem exercer influéncia nas taxas de falhas de diagndstico (Alizai et al., 1998; Croffie et al., 2007).
Diante disso, a escolha da técnica de bidpsia retal parece depender muito mais da preferéncia e da

experiéncia de cada servico do que de evidéncias cientificas.

Em revisdo sistematica da literatura, Friedmacher & Puri (2015) analisaram os resultados de 58
estudos sobre a utilizacdo de bidpsias de succdo do reto para o diagnostico de DH. Estes autores
concluiram que ha evidéncias suficientes para sustentar a utilizacdo de bidpsias retais de succéo,
analisadas pelo método histoquimico da acetilcolinesterase, para a investigacdo diagndstica de DH.
Entretanto, esta revisao limitou-se a analise de apenas uma técnica de bidpsia retal e incluiu somente
pacientes em investigacdo diagnostica para DH. Recentemente, outra revisdo sistematica (Comes et al.,
2021) na qual ndo foram encontrados ensaios clinicos randomizados que comparassem 0s resultados

obtidos atraves de diferentes técnicas de bidpsias retais, sob as mesmas condicdes de anélise
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histopatoldgica, em um grupo homogéneo de pacientes em investigacdo diagndstica para
disganglionses intestinais. A partir de uma analise de propor¢des de série de casos, foi possivel
demonstrar que as técnicas de sucgdo, “punch” e cirurgica convencional apresentaram taxas
equivalentes de resultados conclusivos. Considerando que as técnicas de “punch” e de suc¢do sao
procedimentos minimamente invasivos, que ndo requerem anestesia geral ou hospitalizacdo, conclui-
se que estas técnicas podem ser adequadas para serem utilizadas na investigacdo diagnoéstica de
disganglionoses intestinais em criangas. Entretanto, a técnica de ‘“punch” apresentou taxas
significativamente maiores de complicacdes comparadas ao método de succdo, desencorajando a

recomendacdo para sua utilizacdo na pratica clinica.

Entretanto, estas duas revisdes sistematicas apresentam como principal fraqueza o fato de serem
compostas por séries de casos, o que limita sobremaneira a qualidade da evidéncia. A natureza invasiva
das biopsias retais dificulta a conducéo de estudos randomizados controlados, prejudicando a qualidade

da evidéncia e impedindo a realizacdo de metanalises convencionais.

Diante desse cenario, nés decidimos realizar um estudo experimental, randomizado, controlado,
em modelo animal, para investigar qual das técnicas de bidpsias de reto € capaz de fornecer maior
indice de amostras adequadas com menor numero de complicacGes. Optamos por tal delineamento, ja
que seria muito dificil a realizacdo de estudos em humanos, em vista das limitacGes éticas relacionadas
as caracteristicas invasivas e riscos do procedimento. Portanto, a realizacdo de estudo experimental em
modelo animal permitir4 ampliar o conhecimento sobre este importante método diagnostico, através

da comparacdo entre as diferentes técnicas, indicando qual a técnica mais adequada a ser utilizada.
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