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Resumo

Objetivo: O objetivo desse trabalho foi desenvolver um modelo experimental de
analise da motilidade do Trato gastrointestinal (TGI) com potencialidades para
caracterizar a atividade elétrica e mecéanica do estdbmago e do célon de ratos
normais, diabéticos induzidos pela aloxana e desnutridos, por restricdo alimentar,
utilizando a eletromiografia (EMG) e a biosusceptometria AC (BAC). Método: Ratos
adultos, machos, da linhagem Wistar foram distribuidos, por sorteio, em trés grupos
experimentais pareados: Grupo controle - constituido de 20 animais normais, sadios,
nao diabéticos; Grupo diabético - constituido de 20 animais diabéticos induzidos pela
aloxana, ndo tratados; Grupo desnutrido - constituido de 20 animais desnutridos por
restricdo alimentar. Cada um destes trés grupos experimentais foi subdividido, por
sorteio, em dois subgrupos de ratos, compostos por 10 animais cada um, para
serem avaliados e sacrificados em 2 momentos distintos do experimento, 1 més e 6
meses de seguimento. As cirurgias de implantacdo do conjunto eletrodo/marcador
magnético na serosa gastrica e do célon, para obtencdo dos registros elétricos e
mecanicos, foram realizadas respectivamente apds 1 més e 6 meses de seguimento
normal, diabético e de desnutricdo. Os parametros avaliados foram: 1) Clinicos
(peso corporal, ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e diurese); 2) Laboratoriais
(glicemia de jejum, hemoglobina glicosilada, insulina plasmatica, proteinas totais e
albumina); 3) Analise da atividade elétrica e mecéanica do estbmago e do célon
através da EMG e da BAC. Resultados: 1) a média da frequéncia de contracao
gastrica ndo foi alterada significantemente entre os animais normais, desnutridos e
diabéticos, tanto nas avaliacdes feitas pela BAC, como pela EMG; 2) a regularidade
no sinal da atividade de contracdo gastrica em ratos diabéticos, no 1° més de
seguimento, e principalmente no 6° més, se mostrou muito alterada quando
comparada aos ratos normais e desnutridos, em ambas as técnicas; 3) houve
aumento das médias da frequéncia e amplitude de contracdo no estado poés-
prandial, em relacdo ao jejum, em ratos normais, diabéticos e desnutridos, nos dois
periodos de seguimento, em ambas as técnicas; 4) o coeficiente de variacdo na
contracdo gastrica foi discretamente aumentado no grupo diabético nas duas
técnicas empregadas; 5) o pico de contracdo dominante na FFT (Fast Fourier
Transform) foi muito parecido em ratos normais, desnutridos e diabéticos. Nestes

altimos, as ondas registradas possuiam bases muito alargadas, devido a grande



variabilidade de frequéncias encontradas durante o tempo de registro, nos ratos
normais e desnutridos. Por outro lado, observou-se que o perfil de registro
eletromecanico obtido foi quase que exclusivamente formado por uma frequéncia
dominante, notando-se um pico com base estreita; 6) os valores da razdo A/J
(relacdo entre a intensidade da contracdo no periodo alimentado e jejum) foram
menores para os diabéticos e desnutridos, no 6° més de seguimento, registrados por
ambas as técnicas, principalmente na BAC. Essa razéo reflete a baixa variagdo em
amplitude registrada quando uma refeicdo padronizada foi ingerida pelos animais em
relacdo ao jejum; 7) a baixa frequéncia de contracbes gastricas (em torno de 1,3
cpm) foi registrada e quantificada em todos os animais, destacando-se pela alta
amplitude; 8) o indice de Anormalidade da Ritmicidade (IAR) da contragdo gastrica
de ratos diabéticos, no periodo pés-prandial, foi significantemente (P<0,05) maior
em relacdo aos animais normais e desnutridos, nos dois periodos analisados do
experimento na BAC; 9) o IAR da contracdo gastrica, observado pela EMG, foi
significantemente maior (P<0,001) em animais diabéticos, quando comparado com
animais normais e desnutridos, no 6° més de seguimento do estudo; 10) as
frequéncias de contracbes cecais foram mais elevadas durante o periodo pos-
prandial quando comparadas ao jejum, em todos 0s grupos analisados, tanto pela
BAC quanto pela EMG, sendo os resultados significante apenas no 1° més de
seguimento; 11) a amplitude das contracbes cecais expressa pela razdo entre os
periodos alimentado/jejum (A/J) foi muito menor para ratos diabéticos do que a
observada nos grupos normal e desnutrido, em ambos 0s seguimentos, sobretudo
nos registros eletromecéanicos obtidos no 6° més, por ambas as técnicas. No 6° més
de estudo, a amplitude das contracdes cecais registrada pela BAC e pela EMG,
durante o jejum, foi maior do que a observada no periodo alimentado; 12) houve
tendéncia de diminuicdo da frequéncia e amplitude da contracdo cecal em ratos
diabéticos, porém, os resultados ndo foram estatisticamente significantes quando
comparados com ratos normais e desnutridos; 13) as frequéncias de contracao
gastrica e cecal, nos trés grupos estudados se comportaram de modo semelhante,
no entanto, significante apenas no 6° més de seguimento. Conclusao: 1) O modelo
de estudo da motilidade do trato gastrointestinal (TGI) proposto neste trabalho,
utiizando a biosusceptometria AC (BAC) e a eletromiografia (EMG) se revela
suficientemente adequado para monitorar direta e continuamente as contracfes da

parede gastrica e cecal de ratos, sendo de facil reprodutibilidade, aplicacdo e



acuracia, em diferentes estados prandiais; 2) Ratos diabéticos induzidos pela
aloxana apresentam alteracdes da motilidade géstrica e cecal, caracterizadas por
ondas de contracdo de padrao morfologico irregular, com oscilacdo de frequéncias
dominantes, com alto coeficiente de variacdo (CV) e elevada razdo de amplitude,
nos periodos de jejum e pés-prandial (A/J); 3) Nas condicbes do presente
experimento, a desnutricdo associada ao diabetes descompensado ndo assume
qualquer grau de responsabilidade pelas alteragbes da motilidade do TGI

encontradas em animais diabéticos.

Palavras-chave: Aloxana; Biomagnetismo; Diabetes Mellitus; Desnutrigao;
Eletromiografia; Trato gastrointestinal.






Abstract

Objective: The objective of this study was to develop an experimental model for
analyzing the motility of the gastrointestinal tract (TGI) with potential to characterize
the electrical and mechanical activity of stomach and colon of normal rats, alloxan
induced diabetic and undernourished by food restriction, using electromyography
(EMG) and biosusceptometry AC (BAC). Method: Adult male rats, lineage Wistar,
were divided by sorting into three groups matched: Control group - consisting of 20
normal animals were healthy, nondiabetic; diabetic group - consisting of 20 rats with
alloxan induced diabetic untreated; Malnourished group - consisting of 20
malnourished rats by dietary restriction. Each of these three groups was divided by
sort into two subgroups of rats, consisting of 10 animals each to be evaluated and
sacrificed at two different times of the experiment, 1 month and 6 months of follow
up. A surgical implantation of electrode assembly / magnetic marker in gastric serosa
and colonic to obtain electric and mechanical records , were held respectively at 1
month and 6 months of normal follow-up , diabetic and malnutrition. The parameters
were evaluated: 1) Clinical (body weight, water intake, food intake and urine output),
2) Laboratory (fasting glucose, glycated hemoglobin, plasma insulin, total protein and
albumin), 3) Analysis of electrical and mechanical activity of stomach and colon by
EMG and the BAC. Results: 1) the average frequency of gastric contraction was not
altered significantly between the normal animals, malnourished and diabetic, both the
assessments made by the BAC, as the EMG, 2) the regularity of signal activity of
gastric contraction in diabetic rats, at 1 month follow-up, especially at 6 months, was
greatly altered compared to normal rats and malnourished, with both techniques, 3)
An increased the mean frequency and amplitude of contraction in the postprandial
state, compared to fasting in normal rats, diabetic and undernourished, in both follow-
up periods in both techniques. 4) the coefficient of variation in gastric contraction was
slightly increased in the diabetic group in both techniques, 5) the peak contraction in
the dominant FFT (Fast Fourier Transform) was very similar in normal rats,
undernourished and diabetic. In the latter, the waves recorded had very extensive
basis, due to the large variability of frequencies encountered during the recording
time, in normal rats and malnourished. Moreover, we observed that the
electromechanical registration profile obtained was almost exclusively composed of a
dominant frequency, noting a peak with a narrow base, 6) the values of ratio A / J
(the ratio between the intensity of contraction in fed and fasting period) were lower for
diabetics, malnourished, at 6™ month of follow-up, recorded by both techniques,
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mainly in the BAC. This ratio reflects the low variation in amplitude recorded when a
standard meal was ingested by animals in relation to fasting, 7) the low frequency of
gastric contractions (about 1.3 cpm) was recorded and quantified in all animals,
especially by high amplitude, 8) the Abnormality of the Rhythmicity Index (ARI)
contraction of the stomach of diabetic rats in the postprandial period was significantly
(P <0.05) higher than normal and malnourished animals, in both periods analyzed the
experiment in the BAC, 9) ARI contraction of the stomach, observed by EMG, was
significantly higher (P <0.001) in diabetic animals compared with normal animals and
malnourished, at 6 month follow-up study, 10) frequencies contractions caecal were
higher during the postprandial period compared to fasting in all groups by both the
BAC and the EMG and the results were significant only at first month follow-up; 11)
the amplitude of contractions caecal expressed by ratio between the periods fed /
fasting (A / J) was much lower for diabetic rats than that observed in normal and
malnourished groups, in both segments, especially in electro records obtained at 6th
months, for both techniques. At 6 months of study, the amplitude of contractions
caecal recorded by the BAC and the EMG during fasting was higher than that
observed during feeding, 12) has had a tended to decrease the frequency and
amplitude of contraction cecal in diabetic rats, but the results were not statistically
significant when compared with normal rats and malnourished, 13) the frequency of
gastric and cecal contraction, the three groups behaved similarly, however,
significant only at 6th months of follow up. Conclusion: 1) The model for studying the
motility of the gastrointestinal (Gl) proposed in this work, using biosusceptometry AC
(BAC) and electromyography (EMG) appears adequate enough to monitoring directly
and continuously the contractions of the gastric wall and cecum of rats , with easy
reproducibility, accuracy and application in different postprandial states, 2) alloxan
induced diabetic rats show changes of gastric motility and cecal characterized by
waves of contraction of irregular morphology, with dominant oscillation frequency,
with high coefficients of variation (CV) and high amplitude ratio during periods of
fasting and postprandial (A / J) 3) In the present experimental conditions, malnutrition
associated with uncontrolled diabetes assumes no responsibility for the degree of
changes in motility of the gut found in diabetic animals.

Keywords: Alloxan; Biomagnetism; Diabetes Mellitus; Malnutrition;
Electromyography; gastrointestinal tract.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo. Atinge pessoas de todas as faixas etarias, em paises
de todos os niveis de desenvolvimento (FAGOT — CAMPAGNA et al.,, 2005,
DAGOGO-JACK et al., 2006; NARAYANAN et al., 2010; van DIEREN, 2010).

No Brasil, segundo estudo multicéntrico realizado ao final da década de 1980
(MALERBI & FRANCO, 1992) estimou-se uma prevaléncia média de diabetes, em
nove capitais brasileiras, da ordem de 7,6% das pessoas adultas, situadas na faixa
etaria dos 30 aos 69 anos de idade. Destas, observou-se que 50% desconheciam
completamente a sua condicdo de doente, sendo provavelmente identificadas
através de uma complicacéo da doenca.

Dados do IBGE, de 2007, estimaram uma prevaléncia de diabetes no Brasil,
para todas as idades, de 5,9% da populagdo, que extrapolados para a populagao
brasileira apurada no dltimo censo nacional, realizado em 2010, corresponderia a
mais de 11 milhdes de pacientes diabéticos no pais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2010).

O diabetes é tido, hoje, como uma epidemia mundial, traduzindo-se em
grande desafio para os sistemas de saude de todo o mundo. O envelhecimento da
populacdo, a urbanizacdo crescente e a adocao de estilos de vida pouco saudaveis,
como o sedentarismo, a dieta inadequada e a obesidade, sdo os grandes
responsaveis pelo aumento da incidéncia e prevaléncia do diabetes em todo o
mundo (BRASIL, 2006, 2008).

Nos Estados Unidos, a doenca atinge cerca de 23,6 milhdes de americanos,
com mais de 1,6 milhBes de novos casos diagnosticados todos os anos. Naquele
pais, 174 bilhdes de ddlares foram gastos, em 2007, com o diagnostico e tratamento
da doenca e suas complicagcdes (VARAS-LORENZO et al., 2006; AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2010; SAYDAH & LOCHNER, 2010).

Estudo realizado, em 2004, a partir de dados epidemiolégicos sobre o
diabetes, de 191 paises membros da Organizacao Mundial de Saude, projetou, para
2030, uma prevaléncia global de diabetes, de 4,4% da populacdo mundial, que
extrapolados ao crescimento populacional devera atingir um total de 366 milhdes de
pacientes diabéticos (WILD et al., 2004).

2
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A morbidade decorrente do DM implica em elevados custos econdmicos para
0s paises e, também, em incomensuraveis danos fisicos, psiquicos e sociais para 0s
individuos acometidos, em virtude das complica¢cBes crénicas da moléstia sobre os
vasos, olhos, rins, nervos e outros oOrgaos do paciente diabético (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2007; MOLLSTEN ET AL., 2010; ZHANG et al., 2010)

Anormalidades da motilidade gastrointestinal também tém sido descritas em
individuos diabéticos, em consequéncia do acometimento do sistema nervoso
autdbnomo. A aplicacdo de novas técnicas de registro tem demonstrado que as
anormalidades motoras causadas por esta doenca ocorrem frequentemente em toda
a extensdo do trato gastrointestinal (TGI), levando a sintomas digestivos,
desnutricdo e alteracdes no controle da glicemia e na absor¢cdo de drogas
(HOROWITZ et al., 1989; 2002).

Disturbios da motilidade gastrica ocorrem em 30-50% dos pacientes
portadores de DM de longa duracdo (LONG et al.,, 2004). Uma das principais
desordens motoras associadas ao diabetes é a gastroparesia. Esta anormalidade foi
descrita pela primeira vez por KASSANDER, em 1958, e pode também ser
observada em outras doencas (ISHIGUCHI et al, 2002).

A gastroparesia pode ser definida como um atraso no esvaziamento gastrico,
decorrente da irregularidade da atividade motora no TGl O estudo desses
parametros (atividade de contragdo e transito gastrintestinal) €, portanto,
imprescindivel para a compreensao fisiopatoldégica da doenca, seu diagnostico e
possiveis tratamentos.

Os fatores etiopatogénicos mais comumente implicados na gastroparesia
diabética (GPD) s&do a neuropatia autonbmica e alteracbes na secrecao de
horménios envolvidos na regulacdo da funcao digestiva

O componente neurolégico seria o fator mais importante, uma vez que, na
maioria dos portadores da GPD, comprova-se a presenca de neuropatia autonémica
e neuropatia periférica. A melhora dos sintomas com o uso de agentes colinérgicos
evidencia o provavel papel patogénico do sistema nervoso autbnomo.

No entanto, discute-se a importancia da perda da funcéo vagal na patogénese
dessa complicacdo, uma vez que a vagotomia cirirgica promove 0 esvaziamento
gastrico para liquidos, fato ndo observado na GPD. Isso sugere a implicacdo de

outros mecanismos na génese da GPD. A hiperglicemia retarda o esvaziamento
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gastrico, tanto em individuos normais como em diabéticos. HOROWITZ encontrou
relacdo inversa entre o esvaziamento gastrico e a glicemia, quando esta ultrapassa
180mg/dL. A atividade contrétil interdigestiva é inibida nos estados hiperglicémicos,
podendo levar a retencédo de material ndo digerivel na luz gastrica.

N&o foi observada correlacdo entre niveis de hemoglobina glicosilada e o
grau de gastroparesia, sugerindo que a contratilidade gastrica seria mais afetada
pelas variagdes agudas da glicemia do que pelos estados hiperglicEmicos mantidos.

Discute-se o papel da insulinopenia na GPD. A insulina promove o
esvaziamento gastrico, provavelmente, por aumento do ténus vagal, enquanto que o
glucagon tem efeito contrario. Um estado insulinopénico em individuos diabéticos,
associado a presenca de glucagon, poderia contribuir para a redu¢do da motilidade
gastrica.

Sabe-se, porém, que a hiperglicemia diminui o esvaziamento gastrico (EG)
em pacientes com diabetes (FRASER et al., 1990). Por outro lado, pacientes que
exercem o controle da glicemia geralmente apresentam um EG normal (CHANG et
al., 1996). A hiperglicemia também promove um aumento das ondas de pressado
pilérica, quando comparados aos pacientes saudaveis normoglicémicos (FRASER et
al., 1991).

Entretanto, homens e animais diabéticos frequentemente apresentam
desnutricdo associada ao diabetes, especialmente quando metabolicamente
descompensados. A desnutricdo, porém, primariamente afeta a motilidade do TGI,
acarretando diminuicdo do peristaltismo intestinal (MUGHAL & MEGUID, 1987) e
maior incidéncia de deiscéncias e fistulas de anastomoses, em individuos operados
(MULLEN, 1981).

Também é conhecido que a restricdo de nutrientes afeta rapidamente a
divisdo de células e pode gerar uma limitacdo irreversivel no crescimento do 6rgéo e
de suas funcdes motoras (PAULA et al., 2005). Numerosos estudos indicam que a
deficiéncia proteica produz alteragbes no metabolismo da glicose, traduzida,
geralmente, por uma intolerancia aumentada & glicose (YOUNG & DIXIT, 1980). E
desconhecido, no entanto, o mecanismo pelo qual a desnutricdo afeta o pancreas e
a motilidade intestinal (DIXIT & KAUNG, 1985), havendo, por isto, um grande

interesse de nosso grupo de pesquisa em analisar comparativamente parametros
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bioquimicos e a motilidade intestinal em animais normais, desnutridos e diabéticos,
de mesma idade e periodos de seguimento e duracéo do diabetes.

Temos por hipotese, porém, de que os efeitos negativos do DM sobre a
motilidade gastrointestinal, eventualmente podem se somar aos da desnutricao,
sendo necessario, portanto, definir o grau de responsabilidade destas afecces na
génese das alteracdes encontradas.

A motilidade gastrointestinal promove a mistura e a propulsdo do alimento
através do tubo digestivo, facilitando a sua absorcao. As inter-relacfes entre a taxa
de esvaziamento, o tempo de transito do alimento e a frequéncia de contragcdo em
cada segmento do TGl sdo imprescindiveis no processo digestivo, e seu
funcionamento integrado € modulado por fatores miogénicos, quimicos e neurais
(SARNA, 1985; RAO & SCHULZE-DELRIEU, 1993; CAMILLERI, 2006).

E importante lembrar que o TGl promove um processamento mecanico do
alimento adaptado ao tipo de dieta ingerida. Assim, variagdes na composicdo da
dieta, podem gerar alteracbes na motilidade, e também no fluxo de alimentos
através do trato digestorio (DRESSMAN, 1986).

No estdbmago, existe uma atividade elétrica ritmica que ocorre de modo
onipresente e coordenado nas camadas musculares lisas, circular e longitudinal.
Essa atividade, conhecida como atividade elétrica de controle (ECA), ou onda lenta,
€ gerada e propagada pelas células intersticiais de Cajal (HORIGUCHI et al., 2001,
SANDERS; KOH; WARD, 2006). A ECA existe em todo o TGI, embora cada
segmento apresente uma frequéncia especifica. A contracdo muscular s6 acontece
quando um potencial de a¢éo (atividade elétrica de resposta — ERA), disparado por
um neurotransmissor, incide sobre o platd de uma onda lenta de controle (REDDY;
COLLINS; DANIEL, 1987). Assim, cada segmento do TGI tem o nUmero maximo de
contracBes associado a sua frequéncia de ondas lentas. O acoplamento entre as
células musculares lisas permite que atuem em unissono, gerando uma contracao
mecanicamente efetiva e que se propaga aboral e circunferencialmente (RAO &
SCHULZE-DELRIEU, 1993). No homem a frequéncia de contracdo gastrica é de
aproximadamente 3 cpm (ciclos por minuto).

No célon, a motilidade intestinal se processa pela capacidade de contrair e
relaxar a sua musculatura para misturar e propelir o material fecal ao longo do seu

comprimento. A funcdo motora do célon, no entanto, é diferente em cada porcéo do
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intestino grosso. No colon direito ou proximal (ceco e coélon ascendente), e em
menor grau nos demais segmentos, os padrbes motores estdo amplamente
vinculados a sua funcdo de propulsdo, absor¢cdo de agua e eletrolitos. O colon
proximal apresenta movimentos lentos e coordenados que facilitam a absorcao,
além de propiciar o crescimento, no limen coldnico, de microorganismos capazes de
facilitar a absor¢céo de certos nutrientes para os colondcitos (CHRISTENSEN, 1987;
CAMILLERI & FORD, 1998).

A motilidade coldnica, no entanto, é pouco compreendida quando comparada
a do TGI superior, devido a fatores, como: a complexidade de seu arranjo muscular,
a maior dificuldade para acessar todo o 6rgdo, a auséncia de um modelo animal
verdadeiramente apropriado, além da necessidade de se efetuar longas
observacfes impostas por suas caracteristicas circadianas (CHRISTENSEN, 1987,
FREXINOS & DELVAUX, 1993).

SARNA (1991) classificou a motilidade colénica em: a) contracfes fasicas
individuais; b) contracdes organizadas em grupos como, por exemplo, os complexos
motores migratérios; c) contracdes propulsivas especiais, como 0s movimentos de
massa. In vivo, os dois tipos de contracdo foram registrados na camada circular do
musculo liso, enquanto in vitro as contracdes de longa duracdo foram observadas
exclusivamente na camada longitudinal do musculo liso (ELSHARKAWY,1983).
Cada tipo de contragcédo pode ocorrer de modo independente e as de longa duracao
podem se sobrepor as de curta duracdo. Tal sobreposicéo torna o formato da onda
peristaltica obtida altamente complexa, haja vista que a mesma contém varios
componentes de frequéncia, que variam no tempo (HUIZINGA et al., 1985; SARNA,
1991a; SHEARIN; BOWES; KINGMA, 1978).

No colon, a atividade mioelétrica parece apresentar-se sob duas formas:
atividade elétrica de controle (ECA) e complexo elétrico de contracdo - CEC
(SARNA, 1991a). As contragbes de curta duracdo estdo associadas a ECA,
enquanto as contracdes de longa duracdo estdo relacionadas ao CEC, um tipo de
atividade elétrica que consiste de grupos intermitentes de oscilagdes no potencial de
membrana. A ECA tem frequéncia de 2-13 cpm no homem e 4-6 cpm no cdo,
enquanto o CEC apresenta frequéncia de 13-40 cpm no homem, porcos, gatos e
cdes (SARNA, 1986; EL- SHARKAWY, 1983). Os padrdes de motilidade do célon

também s&o dependentes do estado prandial. Nesse contexto, merece destague a
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resposta colbnica a alimentacéo, pois a contratilidade aumenta por longos periodos
e o fenbmeno abrange tanto o estdbmago quanto o intestino (SARNA, 1991b).

Pesquisas desenvolvidas em ratos (Rattus norvegicus albinus — linhagem
Wistar) tém efetivo potencial para estudos do TGI, pois trata-se de um animal que
apresenta baixa variabilidade individual, o que uniformiza as condi¢des
experimentais. Além disso, a facilidade de manejo permite realizar estudos com um
namero maior de repeticdbes e, em algumas situacdes, em menor tempo de
realizacdo. Além disso, o rato € um animal muito utilizado em experimentacédo
possibilitando comparagbes com resultados de outros trabalhos, e a criacdo de
novos grupos de estudos, necessarios a exclusdo de variaveis que possam afetar a
interpretacdo dos resultados, como a desnutricdo, por exemplo. A utilizagdo destes
animais € de grande relevancia para o avanco do conhecimento cientifico, médico e
veterinario em estudos gastrointestinais (ANDERSEN et al, 2004).

A area de Gastroenterologia apresenta diversas técnicas para avaliacao dos
parametros relativos a motilidade do TGI. Os métodos mais tradicionais sdo os que
utiizam radiagdo ionizante, como a radiografia contrastada e a cintilografia por
gama-camara. Comumente, porém, essas teécnicas sdo consideradas
semiqguantitativas, e potencialmente danosas ao organismo (SCOTT, 2003).

As radiografias seriadas com marcadores radiopacos, apesar de demandarem
circunstancias ndo fisiologicas para sua realizacdo, e ndo apresentarem
sensibilidade suficiente para detectar aceleracdo do transito intestinal, ainda séo
muito utilizadas (CAMILLERI & FORD, 1998). As radiografias, no entanto, envolvem
a utilizagéo de radiagéo ionizante.

A manometria € o método mais empregado no estudo das pressbes e,
portanto, das contracdes intraluminais caracteristicas do TGI. Todavia, por ser um
método invasivo, este método altera as condicdes fisioldgicas e o funcionamento do
orgdo em estudo (AZPIROZ & MALAGELADA, 1985). Além disso, a correlacao
existente entre aumentos de pressdo e contracbes ainda permanece imprecisa,
principalmente devido as dificuldades para interpretar e quantificar as contracdes
nos tracados manométricos (SCOTT, 2003).

As medidas elétricas fornecem informacfes sobre os potenciais elétricos
propagados na musculatura gastrointestinal, e que podem promover contracoes,

baseado no acoplamento eletromecéanico (BRUNTON, 1996). Medidas do potencial
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de superficie, como a eletrogastrografia (EGG), podem proporcionar subsidios para
a compreensdo da atividade de contracdo gastrica (QIAN et al, 2003; PARKMAN et
al, 2003). Embora estudos realizados em individuos diabéticos, empregando a EGG,
ndo tenham achado evidéncias de alteracbes na atividade elétrica gastrica
(STACHER 2001), eletrodos implantados na serosa podem trazer informacdes
adicionais, limitadas a uma regido gastrica especifica. O procedimento, embora
implique em um procedimento cirdrgico, pode fornecer subsidios para a
compreensao da atividade elétrica do estdbmago; e quando acoplado a uma técnica
capaz de registrar a atividade de contracdo, pode fornecer dados de toda funcao
motora gastrica (YOU & CHEY, 1984).

Alternativamente, métodos empregando biomagnetismo tém sido utilizados
para o estudo da motilidade do TGI. O biomagnetismo € uma &rea que estuda os
campos magnéticos gerados pelo organismo vivo ou por materiais magnéticos
presentes no mesmo, com fins cientificos ou de diagndstico. Técnicas biomagnéticas
Sao convenientes por ndo serem invasivas e nao interferirem na fisiologia normal do
orgdo. Também tém as vantagens de ndo utilizar radiacao ionizante, poupando o
individuo de eventuais incdmodos ou riscos a sua saide (CORA et al, 2005).

GUIGNET et al. (2006) utilizaram uma nova ferramenta baseada em uma
matriz de sensores, com a finalidade de mapear o transito gastrointestinal, através
de um marcador magnético, em forma de cépsula, administrado por uma sonda oro-
gastrica. No entanto, essa técnica utiliza um corpo invasivo que pode promover
alteracdes do padrao fisiolégico da atividade de contracédo no transito gastrintestinal.
Além disso, o protocolo de contencdo do animal utiliza uma caixa onde 0 mesmo €
imobilizado totalmente por placas acrilicas, o que pode elevar os niveis de estresse.

A biosusceptometria de corrente alternada (BAC) € uma técnica biomagnética
gue vem sendo utilizada em raz&o do baixo custo e boa sensibilidade. Trata-se de
uma técnica indcua, livre de radiacdo ionizante, ndo invasiva, que possibilita
trabalhar sem intervencdo anestésica, facilitando a experimentagdo in vivo. A
versatilidade da técnica propicia a obtencdo de resultados mais préoximos das
condic0es fisioldgicas do objeto de estudo, conferindo similaridade com a aplicacao
clinica e terapéutica, permitindo avaliar a resposta da atividade de contracdo
gastrica (CORA et al, 2005).
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A técnica de BAC emprega um sensor magnético formado por dois conjuntos
de bobinas, sendo cada conjunto composto de uma bobina excitadora e outra
detectora. O arranjo gradiométrico de primeira ordem consiste no uso de duas
bobinas em série, separadas por uma distancia denominada linha de base, e
enroladas em sentidos contrarios, de modo que os fluxos magnéticos concatenados
em cada bobina sejam subtraidos, eliminando os ruidos ambientais e tornando-as
mais sensiveis (MIRANDA et al., 1992). O sensor, disposto em um arranjo coaxial,
permite que a bobina detectora seja interna e a excitadora externa. Materiais
ferromagnéticos apresentam alta susceptibilidade magnética (xm), Ou seja,
respondem intensamente a aplicacdo de um campo magnético. As ferritas
(MnFe204), por exemplo, possuem baixa condutividade elétrica e alta
susceptibilidade magnética (xm). Frequentemente, os materiais ferromagnéticos,
quando empregados em medidas biomédicas, sdo agrupados em marcadores ou
tracadores magnéticos, de acordo com a sua forma de apresentacdo. Os tracadores
magnéticos sdo definidos como particulas de material magnético dispersas em um
meio, enquanto nos marcadores as particulas estdo contidas em uma forma
farmacéutica soélida, como comprimidos ou capsulas (CORA et al., 2003). Além
disso, fragmentos solidos de ferrita, maiores, podem, também, ser considerados
excelentes marcadores magnéticos. A ferrita € um material inerte que quando
submetido a testes fisico-quimicos ndo tem suas propriedades modificadas, na
presenca de acido ou de base (CORA et al., 2006b). Quando nenhum material com
essas propriedades magnéticas encontra-se préximo do sensor, este permanece
balanceado e nenhuma voltagem é detectada. Porém, a aproximacéo de qualquer
material magnético provoca um desbalanceamento do fluxo magnético, devido a
uma maior concatenacao desse fluxo sobre a bobina detectora mais préxima, o qual
produz uma forca eletromotriz (fem) de saida proporcional a massa e a distancia
entre 0 material e o sensor. Essa fem pode ser medida, digitalizada e captada
continuamente com o auxilio de um amplificador sensivel a fase "lock-in", uma placa
analogico/digital e um computador. E possivel acompanhar a atividade motora de
contracdo através da BAC, uma vez que o sinal detectado por essa técnica €&
altamente dependente da distancia e muda seu perfil conforme a distancia entre o
material magnético e o sensor. Por principio, as contracdes mecanicas afastam o

material do sensor posicionado na superficie abdominal, reduzindo a fem registrada.
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Do mesmo modo, o relaxamento aproxima o marcador magnético dos sensores, 0
que, consequentemente, aumenta a deteccdo da fem. A fixacdo de um marcador
magnético a serosa do TGl se constitui em uma abordagem inédita e possibilita o
registro direto dos movimentos da parede do tubo digestivo, ou seja, das contracdes.

A BAC merece destaque pelos bons resultados obtidos nas comparacdes
com as técnicas padrdo em estudos de esvaziamento géastrico (MIRANDA et al.,
1992) e nas analises do tempo de transito orocecal (BAFFA et al., 1995), tempo de
transito esofagiano (DAGHASTANLI et al., 1998), tempo de transito faringeano
(MIQUELIN et al., 2001), atividade contratil do estbmago no homem (AMERICO et
al., 2007; MIRANDA et al., 1997) e em cdes (MORAES ET al., 2003). Também é util
para a avaliacdo da distribuicdo intragéastrica de refeicdes (AMERICO et al., 2007),
estudos da motilidade colénica no homem (ROMEIRO et al, 2006) e da
desintegracdo de comprimidos magnéticos no tubo digestorio (CORA et al., 2003,
2006a).

Assim, os resultados obtidos neste trabalho experimental abrem perspectivas
inovadoras para o uso da BAC associado a eletromiografia (EMG), na obtencédo de
registros fidedignos das atividades elétrica e mecanica do estbmago e do cdlon, de
modo a fornecer informacdes valiosas para a melhor compreensdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos relacionados aos disturbios da motilidade gastrointestinal,
especialmente observada nos individuos diabéticos e/ou desnutridos. Esperamos

contribuir com o0s avancos diagnosticos e terapéuticos destas afeccoes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Desenvolver um novo modelo experimental de andlise da motilidade do trato
gastrointestinal (TGI), capaz de caracterizar a atividade elétrica e mecéanica do

estbmago e do célon em animais, e com potencialidades de aplicacdo no homem.

2.2. Especificos

1. Caracterizar o padrao de motilidade do estébmago e célon de ratos normais,
diabéticos induzidos pela aloxana e desnutridos, por restricdo alimentar,
utilizando a biosusceptometria AC (BAC) e a eletromiografia (EMG), tendo
como objetos de observacdo a morfologia dos tracados eletromecanicos, a

amplitude e a frequéncia de contracdo destas visceras.

2. Avaliar a influéncia da desnutricdo, isolada ou em associacdo ao diabetes
descompensado, sobre as eventuais alteracbes da motilidade gastrica e
colénica de ratos diabéticos induzidos pela aloxana ou desnutridos por
restricdo alimentar, tendo como parametro de normalidade ratos sadios, ndao

diabéticos.

12



Material e Método

13



Material e Método

3. MATERIAL E METODO

Esse trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia e Ortopedia, da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP e no Laboratério de Biomagnetismo do Departamento de Fisica e Biofisica
do Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP.

Os procedimentos realizados neste experimento foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, sob protocolo numero 640/2007.

3.1. Animais

Foram utilizados ratos adultos (Rattus norvegicus albinus — linhagem Wistar),
machos, com peso aproximado de 250g, provenientes do Biotério Central do
Campus da UNESP — Botucatu.

3.2. Ambiente de experimentacéo, profilaxia e tratamento de infec¢bes

No laboratério experimental os animais foram mantidos em gaiolas de
poliuretano, forradas com palha autoclavada, em grupos de 4 animais/caixa,
colocadas em “containers”, com temperatura, exaustao e iluminagéo controladas. O
controle de insetos foi feito utilizando dispositivos foto-eletrénicos.

Na semana que antecedeu o inicio do experimento, os animais ficaram por
um periodo de adaptacao de 7 dias ao biotério, periodo em que foram vermifugados
com mebendazol (Abbott — Cifarma, S&o Paulo — SP), administrado por via oral e
adicionado a agua de beber, e tratados profilaticamente de pediculose com
fipronil/metoprene (Merial Saude Animal Ltda., Paulinia —SP), colocado na superficie
da pele. Na evidéncia de sinais clinicos de piodermite e/ou pneumonia no
seguimento, os animais foram tratados, respectivamente, com cuidados locais das
lesbes com solucdo degermante de digluconato de clorohexedina (NeoQuimica, Sao
Paulo — SP) e administracdo de cloridrato de tetraciclina, na dose de 100mg/kg
(Bristol — M — Squibb, S&do Paulo — SP) colocada na agua de beber, durante 7-10

dias.
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3.3. Distribuicao e sorteio dos animais

No 7° dia do periodo de adaptacdo, os animais foram sorteados em trés
grupos de ratos; o primeiro, destinado aos animais que permaneceram COMO
controles (normais néo-diabéticos), o segundo, aos animais que foram submetidos a
restricdo alimentar (desnutridos) e o terceiro aos animais que foram submetidos a
inducdo do diabetes experimental (diabéticos), conforme metodologia descrita a
sequir.

A inducdo do diabetes experimental no grupo diabético ocorreu no dia
posterior ao sorteio (8° dia). Neste dia também foi iniciada a restricdo alimentar no
grupo desnutrido, sendo ambos os grupos acompanhados com um grupo normal
pareado. Foi aguardado um periodo de 14 dias para definicdo dos animais com
estado diabético grave e de desnutricdo inicial. Este dia foi considerado o primeiro

dia de seguimento dos trés grupos experimentais (21° dia do experimento).

3.4. Grupos experimentais

Como descrito anteriormente, neste experimento o0s animais foram
distribuidos, por sorteio, em trés grupos experimentais pareados, compostos por 20

ratos cada um, e assim designados:
Grupo controle: constituido de 20 animais normais, sadios, nao-diabéticos;

Grupo diabético: constituido de 20 animais diabéticos, de severidade grave, néo-

tratados;
Grupo desnutrido: constituido de 20 animais desnutridos por restricdo alimentar;

Animais que evoluiram para o 6bito no periodo pés-inducao do diabetes
OuU no seguimento precoce ou tardio, dos trés grupos experimentais, foram repostos,
de modo a ndo comprometer o numero final de ratos de cada grupo ou subgrupo

estudado.
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3.5. Momentos de avaliacdo e sacrificio

Cada um destes trés grupos experimentais foi subdividido, por sorteio, em
dois subgrupos de ratos, compostos por 10 animais cada um, para serem avaliados

e sacrificados em 2 momentos distintos do experimento, a saber:

M; — animais sacrificados com 1 més de seguimento normal, com desnutricdo ou
com diabetes;
M, — animais sacrificados com 6 meses de seguimento normal, com desnutricdo ou

com diabetes;

Todos os animais do estudo também tiveram uma avaliacdo inicial (MO0),
realizada no 14° dia ap6s a inducdo do diabetes ou do inicio da desnutricdo, para

obtencéo apenas de parametros clinicos e laboratoriais.

3.6. Parametros analisados
No presente estudo foram avaliados 0s seguintes parametros:

Clinicos: estado geral, atividade fisica, e controles do peso corporal (g), ingestao
hidrica (ml/24h), ingestdo alimentar (g/12h) e diurese (ml/24h), em gaiolas

metabdlicas;

Laboratoriais: dosagens de glicose sanguinea (mg/dl), hemoglobina glicosilada (%),

insulina plasmatica (uUI/ml), proteinas totais (g/dl) e albumina (g/dl);

Avaliacdo da motilidade gastrointestinal: andlise da atividade elétrica e mecéanica do

estbmago e do colon através da eletromiografia (EMG) e da biosusceptometria AC
(BAC), com avaliacdo das varidveis: pré-andlise qualitativa da morfologia dos
tracados eletromecanicos, frequéncia de contracdes/minuto, indice de anormalidade
na ritmicidade das contracbes e amplitude de contracdes/min, com o animal em

jejum e alimentado.
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3.7. Delineamento experimental

O delineamento experimental definido para cada lote de animais oriundo do

Biotério Central obedeceu uma sequéncia padronizada de procedimentos que pode

ser assim resumida:

a)

b)

d)

9)

h)

Periodo de adaptacédo de 7 dias ao biotério do laboratério experimental, com

tratamento profilatico de verminoses e exoparasitoses;

Sorteio inicial dos ratos no 7° dia do periodo de adaptacdo, em 3 grandes

grupos de animais;

Inducdo do diabetes experimental no grupo diabético, inicio da restricao
alimentar no grupo desnutrido e inicio do acompanhamento do grupo normal,

no 8° dia do experimento;

Interregno de 14 dias para definicAo dos animais diabéticos graves e do

estado inicial de desnutricdo por restricao alimentar;

Sorteio dos subgrupos experimentais, com 1 e 6 meses de seguimento, em

cada um dos trés grupos experimentais, no 21° dia do experimento;

Realiza¢cdo das cirurgias de implantacdo dos eletrodos na parede gastrica e
do coblon, para obtencdo dos registros elétricos e mecanicos,
respectivamente, apés 1 més e 6 meses de seguimento normal, diabético ou

de desnutrigcéo;

Obtencéo de parametros clinicos em gaiolas metabdlicas, no inicio (14° dia) e

ao término do 1° e 6° més de seguimento, respectivamente;

Obtencao dos registros EMG e BAC do estdbmago e colon em de cada
subgrupo experimental (1 e 6 meses), 1 semana ap0s a cirurgia de
implantag&o dos eletrodos;

Sacrificio dos animais ap0s a obtencdo dos registros, com obtencdo das
amostras sanguineas para as dosagens bioquimicas e posterior sacrificio dos

animais;
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A Fig. 1 ilustra o delineamento experimental do estudo em um diagrama

representativo das diversas fases do experimento.

Figura 1: Diagrama representativo das varias etapas do delineamento experimental
do estudo.

3.8. Técnicas Utilizadas

3.8.1. Inducgéo do diabetes experimental

O diabetes foi induzido pela administracdo de uma solucdo aquosa de
aloxana a 2% (5,6 dioxiuracil monohidrato — Sigma Co, USA), injetada por via
endovenosa, em dose Unica de 42mg/kg de peso corporal, utilizando-se uma das

veias da cauda do animal.

No presente estudo somente foram utilizados animais com sinais clinicos de
diabetes grave, caracterizado por polidria, polidipsia e polifagia, acompanhados de
glicemia de jejum >250mg/dL e glicosuria +++ detectada em fitas reagentes
(Gluketur test — Boeringhe Ingelheim) em duas determinacfes sucessivas (7 e 14
dias apos a inducdo do diabetes). Animais diabéticos cujos critérios descritos nao

foram preenchidos foram excluidos do experimento.
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3.8.2. Inducgéo da desnutri¢céo

A desnutricdo proteico-calorica foi obtida por restricdo da dieta oferecida aos
animais, sendo limitada a 12 g de racao/dia, (Nuvilab CR1 - Nuvital Nutrientes Ltda,
Curitiba/PR), o equivalente a 50% da quantidade habitualmente ingerida por ratos

normais de mesma espécie e idade. Agua foi oferecida “ad libidum”.

3.8.3. Obtencédo de parametros clinicos em gaiolas metabdlicas

No inicio do experimento (14° dia apds a inducdo do diabetes, de seguimento
normal ou de restricdo alimentar) e, no dia anterior, a cada um dos momentos
definidos para o sacrificio (1 e 6 meses), 0s animais dos trés grupos experimentais
foram colocados em gaiolas metabdlicas individuais, durante um periodo de 24
horas, sendo oferecida, ao final da tarde, quantidade padronizada de ragédo e agua.
Ao término de um periodo noturno de 12 horas a racdo consumida foi registrada
(ingestéo alimentar em g/12h) e ao término de 24 horas, foram registrados: o volume
de agua ingerido (ingestdo hidrica em ml/24h), a quantidade de urina coletada

(diurese em ml/24h) e o peso corporal (g).

3.8.4. Obtencao dos parametros bioquimicos

Para obtencdo dos parametros laboratoriais iniciais, os animais ficaram de
jejum por 12h noturnas, sendo o sangue coletado por sec¢do da cauda. Para tanto,
0os mesmos foram colocados em uma caixa com luzes incandescentes, por um
periodo de 10 minutos, visando aquecé-los e promover a vasodilatacdo da cauda. A
seguir, a cauda foi seccionada em sua extremidade distal, sendo obtidos, por
gotejamento, 1,5 ml de sangue para as dosagens bioquimicas. A seguir, a
extremidade da cauda seccionada foi amarrada com fio de algoddo 2-0, com
finalidade hemostatica. No sacrificio, o sangue foi obtido por punc¢éo cardiaca com o

torax aberto, sendo os animais sacrificados por exsanguinacao.

3.8.5. Implante cirargico dos eletrodos e do marcadores magnéticos

Para realizagdo dos procedimentos cirdrgicos 0s animais permaneceram de
jejum alimentar, por um periodo de 12 h e, a seguir, anestesiados com ketamina

10% e xilazina 2% (Rhobifarma Ind. Farmacéutica Ltda, Hortolandia — SP),
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administradas por via intramuscular, na dose de 100 mg/kg e 50mg/kg,
respectivamente.

Apos realizacdo da tricotomia, o abdome dos animais foi aberto, com
exposicdo do estbmago e do colon direito (ceco). Um conjunto composto pelo
eletrodo e o marcador magnético foi, entdo, implantado na serosa gastrica e na
serosa do ceco, respectivamente. Cada conjunto implantado era constituido de um
torGide de 0,12 g de ferrita (marcador magnético - MnFe204), com 3.5mm de
diametro e 3.0mm de altura, de um eletrodo do tipo marca passo cardiaco (Ethicon -
Johnson & Johnson). Ambos foram fixados em um mesmo ponto. O fio do eletrodo
foi exteriorizado no topo da cabeca do animal, por meio de tunelamento subcutaneo.

A Fig. 2 ilustra esquematicamente o procedimento cirdrgico.

¢ — Eeiodo

Figura 2: llustracdo esquematica da implantacdo dos eletrodos e dos marcadores
magnéticos, para obtencdo dos registros EMG e BAC (A), Conexao EMG e Ferrita
no ceco (B), estdmago proximal e distal(C).
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3.8.6. Obtencéo dos sinais elétricos e mecanicos

Vinte quatro horas antes dos registros eletromecanicos os ratos foram
acondicionados em gaiolas aramadas individuais. Para obtencdo dos registros os
animais foram anestesiados com pentobarbital sédico 3% (Rhobifarma Ind.
Farmacéutica Ltda, Hortolandia — SP), administrado por via intraperitoneal, na dose
de 40 mg/kg de peso corporal, sendo posicionados em decubito dorsal horizontal.
Todos os registros elétricos e mecanicos tiveram duracdo minima de 30 minutos e
foram obtidos, simultaneamente, a uma frequéncia de 20 Hz, utlizando um
registrador multi-canais (Biopac MP100 System) conectado a um computador. Os
dados foram arquivados em formato ASCIlI para posterior analise em ambiente
MatLab (MathWorks Inc.).

Para o registro do EMG, eletrodos tipo agulhas foram colocados nas patas
traseiras direitas dos animais para atuarem como “terra”. Um conjunto com sete
sensores magnéticos foi posicionado sobre o abdome para abranger tanto a regido
gastrica quanto a do ceco. Os eletrodos foram conectados a um sistema de
aquisicdo de sinais elétricos (BIOPAC EGG100C). As Figuras 3 e 4 ilustram o

sistema utilizado para a realizacéo da biosusceptometria (BAC).

3.8.7. Sistema para medidas da atividade mioelétrica (EMG)

Um sistema para registrar sinais eletromiogréficos foi desenvolvido no proprio
laboratorio para proporcionar uma flexibilidade de parametros que geralmente néo
pode ser obtida nos equipamentos convencionais. O sistema de EMG empregou um
amplificador diferencial (A.D.) — modelo 623 — capaz de captar registros
monopolares ou bipolares. A configuracdo monopolar foi selecionada para todos os
experimentos, visto que a comparacdo com o marcador magnético, implantado no
mesmo ponto, era almejada. Outros componentes utilizados foram,
sequencialmente, um filtro “passa-alta” (P.A.) de 0,005 Hz e um filtro tipo Butterworth

“passa-baixa” (P.B.) de 3 Hz antes da digitalizag&o.

3.8.8. Processamento de Sinais

A andlise dos sinais foi realizada com ampla flexibilidade de parametros e
totalmente no ambiente MatLab. Todos os dados foram submetidos a uma avaliacéo

inicial, que consistiu na inspecao visual dos sinais originais, ou seja, sem qualquer
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tipo de filtragem, sendo projetados em termos de intensidade em funcdo do tempo.
Nessa analise, os perfis dos multiplos sensores posicionados sobre o abdome do
animal foram comparados de modo espacial e temporal, e separados em regiao
colénica e regido gastrica. Uma vez determinados o0s sensores de BAC,
correspondentes a regido coldnica, esses sinais mecanicos foram comparados aos
sinais elétricos (EMG). Para a andlise de dados temporais foi utilizada a
Transformada Répida de Fourier (FFT), que transforma um sinal no dominio do
tempo em um sinal no dominio da frequéncia e vice-versa, sem nenhuma perda de
informacé&o. A analise espectral foi empregada para verificar a frequéncia do sinal e
sua poténcia, no decorrer do tempo de medida (REDDY; COLLINS; DANIEL, 1987).
Um filtro tipo Butterworth, de ordem 3, foi utilizado para selecionar, com pouca ou
nenhuma atenuacdo, determinados componentes de frequéncia, sendo possivel
rejeitar ou remover todas os componentes indesejaveis de um sinal. Interferéncias
causadas por artefatos respiratorios, ruidos ambientais ou mesmo por frequéncias
de contragcdo de 6rgdos adjacentes, como o0 coracdo, podem atrapalhar a
interpretacdo dos sinais gastrintestinais. Este filtro apresenta resposta em amplitude
maximamente plana e bidirecional, de modo a ndo causar modificacdo na fase do
sinal (MIRANDA et al.,1992). Pode-se utilizar os seguintes tipos de filtros: “passa-
baixa” (s6 permite a visualizagcdo de frequéncias abaixo de uma faixa pre-
estabelecida), “passa-altas” (s6 permite a visualizacdo de frequéncias acima de uma
faixa pré-determinada), “passa-banda’ (s6 permite a visualizacdo de frequéncias
dentro de uma faixa pré-estabelecida), “rejeita-banda” (ndo permite a visualizacdo de
uma faixa de frequéncia pré-determinada) e “passa tudo” (ndo altera as amplitudes
dos componentes do sinal, somente sua fase). Esses tipos de filtros sdo de
delineamento simples e podem ser associados, no intuito de realizar multiplas
selecbes de frequéncia em um sinal. O ajuste dos filtros digitais e sua associacéo
sao muito importantes, sendo determinados, principalmente, em razdo do que se
deseja observar. As frequéncias foram expressas em hertz (Hz) e posteriormente

multiplicadas por 60 para refletir também o tradicional cpm (ciclos por minutos).

3.8.9. Andlise de frequéncia

Para a inspecdo visual dos registros originais, elétricos e magnéticos, as

frequéncias de contragbes foram agrupadas por faixas, por meio de FFTs. As
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seguintes faixas de frequéncias foram utilizadas: 0,02-0,035 Hz (1,2-2,1 cpm) ou
baixa frequéncia; 0,04-0,05 Hz (2,4-3 cpm); 0,07-0,1 Hz (4,2-6 cpm) ou frequéncia
contratil do estdmago; 0,12-0,135 Hz (7,2-8,1 cpm); 0,14-0,16 Hz (8,4-9,6 cpm);
0,18-0,2 Hz (10,8-12 cpm); 0,22-0,25 Hz (13,2-15cpm); 0,26-0,32 Hz (15,6-19,2 cpm)
ou alta frequéncia. Foram quantificadas apenas as frequéncias com incidéncia maior
ou igual a 90% do namero de estudos utilizados em cada protocolo.

Um projeto de filtros passa-banda foi aplicado para quantificar cada uma dessas
quatro faixas de frequéncia. Para a baixa frequéncia foi utilizado um filtro entre 0,01-
0,035 Hz (1,2-2,1 cpm), para o estbmago entre 0,06-0,1 Hz (3,6-6 cpm) e para a alta
frequéncia entre 0,24-0,32 Hz (14,1-19,2 cpm), enquanto outro grupo de filtros entre
0,035-0,055 Hz (2,1-3,3 cpm) foi aplicado para a faixa 0,04-0,05 (em torno de 3
cpm).

3.8.10. Analise da amplitude

As variacoes de amplitude, no decorrer de uma sessado de medida, foram avaliadas
por um parametro denominado AUC (area under curve ou area sob a curva)
conforme designado por alguns autores (SARNA et. al., 1991). A AUC, em volts por

segundo (V.s), foi calculada em intervalos de tempo de 200 segundos.
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Material e Método

Figura 3: Sistemas transdutores de BAC com um (A) e com sete (B)canais. Sao
destacadas nas ilustracées as bobinas excitadoras (1) e as detectoras (2).

Detectora

Detectora

L Amplificador Amplificador
i (Excitador) i ' Lock-In
; i I\ (Detector)

........................... -—— - [

Placa de
Conversao
Analogico-

Digital

Computador

Figura 4: Diagrama em blocos do sistema BAC

24



Material e Método

3.9. Anélise estatistica

O estudo das variaveis clinicas (peso corporal, ingestdo hidrica, ingestéao
alimentar e diurese), laboratoriais (glicose sanguinea, hemoglobina glicosilada,
insulina plasmatica, proteinas totais e albumina) e dos registros elétricos e
mecanicos da motilidade gastrica e coldnica, segundo o0s grupos, normal,
diabético e desnutrido, e 0s seus respectivos momentos de sacrificio, foi realizado
através da andlise de variancia, no delineamento inteiramente casualizado,
analisados pelo teste ANOVA (Analise of Variance) para um critério,
complementado pelo teste de multipla comparacédo Tukey-Kramer, adotando nivel
de significancia p<0,05. Para analise da correlacdo em frequéncia entre a BAC e
a EMG foram calculados os coeficientes de correlacdo de Spearman. As
correlagbes temporais entre os sinais elétricos e magnéticos, provenientes do
estbmago e ceco, foram obtidas através de uma analise tipo “cross-correlation”

implementada em ambiente MatLab.

Para indicacdo dos resultados do teste de compara¢des mdultiplas foram
utilizadas letras mailsculas para comparagcado entre grupos experimentais, fixado
0 momento; e letras mindsculas na comparacdo dos momentos, dentro de cada

grupo experimental.
Para a interpretacdo das letras foi adotada a seguinte padronizacéo:

1. Duas médias, seguidas de uma mesma letra maiuscula, ndo diferem entre
si, no nivel de significancia de 5%; isto €, a variavel estudada nao difere

entre os grupos, no momento fixado.

2. Duas médias, seguidas de uma mesma letra minuscula, ndo diferem entre
si, no nivel de significancia de 5%; isto €, a variavel estudada néo difere

nos varios momentos, dentro de cada grupos experimental.

3. Duas médias, de estados prandiais diferentes, seguidas de uma mesma
letra mindscula, ndo diferem entre si, no nivel de significancia de 5%; isto
€, a variavel estudada ndo difere no mesmo, dentro de cada grupo

experimental.
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4. RESULTADOS

4.1. Achados clinicos e laboratoriais

Ratos normais controles, nao-diabéticos, apresentaram parametros clinicos e
laboratoriais compativeis com os observados em animais de mesma linhagem, em
todos os periodos de avaliacdo do experimento. Cerca de 27% dos animais deste
grupo apresentaram complica¢cdes cirdrgicas, incluindo abscesso de inciséo cirdrgica
e/lou no trajeto subcutédneo do eletrodo, tendo 10% evoluido para o Obito, em
decorréncia de pneumonia.

Ratos diabéticos, sem qualquer tratamento da doenca, evoluiram com
dificuldade acentuada de ganho de peso corporal e aumento significante (P<0,01) da
ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e diurese, quando comparados com animais
controles (Tabelas 1 a 4 e Fig. 5 a 8). Os niveis de glicose sanguinea e de
hemoglobina glicosilada também foram elevados em ratos diabéticos, sendo os
valores plasmaticos da insulina significantemente baixos (P<0,001). As tabelas
numeradas de 5 a 8 e as figuras de 9 a 12 ilustram estes achados.

Cerca de 17% dos ratos submetidos a inducdo do diabetes com aloxana néo
ficaram diabéticos ou desenvolveram hiperglicemia leve ou moderada, tendo sido
excluidos do experimento. Entre os animais restantes, 40% desenvolveram diabetes
grave e 43% morreram durante as duas primeiras semanas apés a inducédo, em
decorréncia dos efeitos toxicos da aloxana. Dentre os animais que desenvolveram
diabetes grave, 23,8% tiveram alguma intercorréncia, incluindo abscesso de incisao
cirdrgica, abscesso no trajeto subcutaneo do eletrodo, evisceragdo ou pneumonia.
Entre estes animais 8% morreram antes do final do experimento devido a
evisceracao ou pneumonia.

A excegdo do peso corporal, parametros clinicos e laboratoriais de ratos
desnutridos foram compativeis como o0s observados em animais normais controles,
de mesmo periodo de seguimento. Neste grupo, o peso corporal ndo diferiu
significantemente de ratos diabéticos, durante todo o seguimento (P>0,05).

Cerca de 26% dos animais do grupo desnutrido apresentaram complicacdes
cirdrgicas, incluindo abscesso de incisdo cirargica e/ou no trajeto subcutaneo do
eletrodo, tendo 40% dos animais evoluido para o 6bito durante o seguimento devido

a pneumonia.
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Tabela 1: Médias + desvios-padrdo da evolucéo do peso corporal (g) nos

3 grupos experimentais, nos respectivos periodos de seguimento.

Seguimento
Grupos = A
1°Més 6° Més
Controle 320,00 + 45,22 Aa 532,00 £ 51,60 Ab
Diabético 205,00 + 45,89 Ba 232,00 +£50,73 Ba
Desnutrido 163,60 + 64,84 Ba 246,50 + 32,83 Bb
AD5®@

1) . . - . .
Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada
momento, ndo diferem estatisticamente.

Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra minUscula, dentro de cada grupo experimental,
nao diferem estatisticamente.

Comentarios: O peso corporal do grupo diabético e desnutrido foi significativamente menor que
0 observado no grupo controle, nos dois momentos estudados. No grupo desnutrido foi
observado um aumento significante no seguimento.

700 o ™ Controle = Diabético = Desnutrido

600 -
500 A
400 -

300 -

Peso (mg)

200 A

100 A

Figura 5: Evolugdo do peso (g) dos animais nos periodos analisados: 1 e 6
meses apos o inicio dos experimentos.
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Tabela 2: Medias + desvios-padrdo da evolucdo da ingestdo hidrica

(ml/24h) nos 3 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
Sequi t
Grupos _ guimento _
1° Més 6° Més

Controle 49,50 + 8,96 Aa 34,50 +7,25 Aa
Diabético 197,00 + 40,84 Ba 195,00 + 42,75 Ba
Desnutrido 35,71 +10,18 Aa 41,88 +13,61 Aa
AD5®@

@ Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada momento,
nédo diferem estatisticamente.

Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra minUscula, dentro de cada grupo experimental,
nao diferem estatisticamente.

Comentarios: A ingestdo hidrica do grupo diabético foi significantemente maior que o grupo
controle e desnutridos, nos dois momentos estudados.

250 - ™ Controle = Diabético = Desnutrido

200 -

150 A

100 A

Ingestao Hidrica (ml/24h)

Figura 6: Evolucdo da Ingestéo hidrica (ml/24h) dos animais nos periodos
analisados: 1 e 6 meses apo0s o inicio dos experimentos
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Tabela 3: Meédias + desvios-padrdo da evolugdo da ingestdo alimentar

(g/12h) nos 3 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
Sequi t
Grupos _ guimento _
1° Més 6° Més
Controle 23,00 £ 5,87 Aa 25,00 +5,27 Aa
Diabético 30,00 +7,82 Ba 31,00 +8,43 Ba
Desnutrido 12,00 + 0,00 Ca 12,00 £ 0,00 Ca
AD5®@
1)

Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada momento,
nédo diferem estatisticamente.

Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra minUscula, dentro de cada grupo experimental,
nao diferem estatisticamente.

Comentarios: A ingestéo alimentar no grupo diabético foi significantemente maior em relagéo ao
grupo controle, nos dois momentos estudados. Ingestédo alimentar do grupo desnutrido restrita a
12g/dia.

45 - ™ Controle = Diabético = Desnutrido
40 -
N
=
N 35
—
N
S 30
S
S
c 25
Q
S
= 20 1
<
]
@ 15
)
(%]
0]
D 10 -
c
5 -

Figura 7: Evolugdo da Ingestéo alimentar (ml) dos animais nos periodos
analisados: 1 e 6 meses ap0s o inicio dos experimentos.
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Tabela 4: Médias * desvios-padréo da evolugdo da diurese (ml/24h) nos 3

grupos experimentais, nos respectivos periodos de seguimento.

Seguimento
Grupos = A
1° Més 6° Més
Controle 3,560 +1,84 Aa 6,10 + 3,07 Ab
Diabético 111,50 + 36,24 Ba 136,40 + 32,08 Ba
Desnutrido 4,10 + 2,56 Aa 6,10 £+ 2,47 Aa
AD;®@

@ Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada
momento, ndo diferem estatisticamente.

Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra minUscula, dentro de cada grupo experimental,
néo diferem estatisticamente.

Comentarios: A diurese do grupo diabético foi significantemente maior que o grupo controle e
desnutrido. No grupo controle foi observado um aumento significante no seguimento.

180 . ®Controle mDiabético # Desnutrido

160
140
120
100
80 -

60 -

Diurese (ml/24h)

20 +

Figura 8: Evolucao da diurese (ml) dos animais nos periodos analisados: 1 e 6
meses apos o inicio dos experimentos.
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Tabela 5: Meédias + desvios-padrdo da evolugdo da glicose plasmatica

(mg/dL) nos 3 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
S i t
Grupos _ eguimento _
1° Més 6° Més

Controle 99,80 + 22,35 Aa 9560 +11,12 Aa
Diabético 438,00 £+ 61,34 Ba 418,20 + 68,97 Ba
Desnutrido 94,30 + 65,37 Aa 89,60 *+ 66,93 Aa
AD5®@

(€

momento, ndo diferem estatisticamente.

Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra mintscula, dentro de cada grupo

experimental, ndo diferem estatisticamente.

Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada

Comentarios: A glicemia de jejum do grupo diabético foi significantemente maior que o grupo

controle e desnutrido, nos dois momentos estudados.

600 ~ M Controle ® Diabético = Desnutrido

500 -

400 -

300

200

100 -

Glicose plasmatica (mg/dL)

Més 6

Figura 9: Médias das concentracdes de glicose plasmatica dos animais nos

periodos analisados: 1 e 6 meses apos o inicio dos experimentos.
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Tabela 6: Médias + desvios-padrao da evolucao da glicosuria (mg/dL) nos

3 grupos experimentais, nos respectivos periodos de seguimento.

Seguimento
Grupos = A
1° Més 6° Més
Controle 23,07 + 15,05 Aa 13,77 £+ 2,63 Ab
Diabético 64,98 +10,14 Ba 71,87 +6,60 Ba
Desnutrido 11,58 + 2,60 Ca 10,00 £ 2,77 Ca
AD5®@

@ Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada
momento, ndo diferem estatisticamente.

Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra minUscula, dentro de cada grupo experimental,
néo diferem estatisticamente.

Comentarios: A glicosuria do grupo diabético foi significantemente maior que o grupo controle
e desnutrido, nos dois momentos estudados. No grupo controle foi observado uma diminuic&o
significante no seguimento.

o0 . ®Controle = Diabético = Desnutrido

70 -
60 -
50 -

40 -

Glicosuria (mg/dL)

20 -

Figura 10: Médias das concentrac¢des de glicosuria dos animais nos periodos
analisados: 1 e 6 meses apos o inicio dos experimentos.
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Tabela 7: Médias *= desvios-padrdo da evolugdo da hemoglobina

glicosilada (%) nos 3 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
Seguimento
Grupos 1° Més - 6° Més
Controle 3,77 £ 0,68 Aa 3,76 £ 0,41 Aa
Diabético 12,33 £1,08 Ba 12,19 £ 0,79 Ba
Desnutrido 1,35+ 0,75 Ca 1,41 + 0,66 Ca
ADZD

@ Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada
momento, ndo diferem estatisticamente.

Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra minUscula, dentro de cada grupo experimental,
nao diferem estatisticamente.

Comentarios: A hemoglobina glicosilada do grupo diabético foi significantemente maior que o
grupo controle e desnutrido, nos dois momentos estudados.

16 - ®Controle mDiabético = Desnutrido
14 -
12 -

10 -

Hemoglobina Glicosilada (%6)

Figura 11: Médias das concentracdes de Hemoglobina Glicosilada dos animais
nos periodos analisados: 1 e 6 meses apds o inicio dos experimentos.
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Tabela 8: Médias + desvios-padrédo da evolucdo da insulina plasmatica

(LUI/ml) nos 3 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
Seguimento
Grupos 1° Ms - 6° Més
Controle 5,34 £ 0,43 Aa 5,72 £0,61 Aa
Diabético 1,64 + 0,58 Ba 1,46 + 0,39 Ba
Desnutrido 3,89 £1,14 Aa 5,53 £5,18 Aa
ADL@

@ Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada
momento, ndo diferem estatisticamente.

2 - . -
@ Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra minuscula, dentro de cada grupo
experimental, ndo diferem estatisticamente.

Comentarios: A insulina plasmatica do grupo diabético foi significantemente menor que o
grupo controle e desnutridos, nos dois momentos estudados.

12 - ®Controle ®Diabético = Desnutrido

10 A

Insulina ((MUI/mI)

Figura 12: Médias das concentracdes de Insulina dos animais nos periodos
analisados: 1 e 6 meses apos o inicio dos experimentos.

35



Resultados

Tabela 9: Médias + desvios-padréo da concentracdo de proteinas totais

(g/dl) nos 3 grupos experimentais, nos respectivos periodos de

seguimento.
S i t
Grupos _ eguimento _
1° Més 6° Més

Controle 6,21 £0,47 Aa 6,66 + 0,36 Ab
Diabético 6,78 =+ 0,58 Aa 6,91 +0,37 Aa
Desnutrido 6,23 +0,39 Aa 6,69 + 0,46 Ab
AD5®@

@ Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra maitscula, dentro de cada momento,
nédo diferem estatisticamente.

Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra minUscula, dentro de cada grupo experimental,
nao diferem estatisticamente.

Comentarios: A concentracdo de proteinas totais (g/dl) ndo apresentou diferenca significante
para os 3 grupos experimentais, nos dois momentos estudados.

75 - ™ Controle = Diabético = Desnutrido

7,1 1

6,9

6,5 1

6,3

Proteina (g/dL)

5,7 7

Més 6

Figura 13: Evolucao da concentracdo de proteinas totais (g/dl) dos animais dos
3 grupos experimentais, nos periodos analisados: 1 e 6 meses de seguimento.
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Tabela 10: Meédias * desvios-padréo da concentracédo de albumina (g/dl)

nos 3 grupos experimentais, nos respectivos periodos de seguimento.

Seguimento
Grupos = =
1° Més 6° Més
Controle 2,96 +0,30 Aa 296 042 Aa
Diabético 3,10 £ 0,22 Aa 2,73 0,47 Ab
Desnutrido 3,17 £ 0,22 Aa 2,83 £0,31 Ab
AD5®@

@ Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra maidscula, dentro de cada momento,
ndo diferem estatisticamente.

Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra minUscula, dentro de cada grupo experimental,
néo diferem estatisticamente.

Comentarios: A concentragédo de albumina (g/dl) ndo apresentou diferenca significante para os
3 grupos experimentais, nos dois momentos estudados.

36 , ™ Controle = Diabético = Desnutrido

3,4 1

3,2 1

Albumina (g/dL)
5

2,0 7

Figura 14: Evolucéo da concentracéo de albumina (g/dl) dos animais dos 3
grupos experimentais, nos periodos analisados: 1 e 6 meses de seguimento.
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4.2. Analise dos sinais eletromecanicos obtidos pela BAC e EMG

4.2.1. Pré-analise qualitativa da contracdo gastrica

Em uma pré-andlise qualitativa (Reddy et al.,, 1987) dos registros
eletromecanicos das contracdes gastricas, observadas na BAC e EMG, em animais
dos trés grupos experimentais observou-se que 0s sinais obtidos em ratos
diabéticos, 6 meses apds a inducdo do DM, apresentaram um perfil bastante
irregular quando comparado ao obtido no 1° més de instalacdo da hiperglicemia.
Estes sinais se mostraram ainda mais irregulares quando comparados aos animais
do grupo controle ndo-diabético, no 6° més de seguimento. Notou-se, também, que a
morfologia dos sinais em ratos diabéticos encontrava-se completamente alterada,
apresentando oscilagbes de frequéncia dominante, caracterizadas por periodos de
quiescéncia, alternados com fortes amplitudes localizadas temporalmente. Em ratos
desnutridos, por sua vez, ndo se observou diferenca no perfil dos sinais em relacao
ao grupo controle nao diabético.

Em uma analise geral semi-quantitativa, observou-se que o pico da FFT (Fast
Fourier Transform), representado pela frequéncia de contracdo gastrica, foi
extremamente intenso em ratos normais com 1 e 6 meses de seguimento, sendo a
morfologia dos sinais captados dotados de base estreita, demonstrando um perfil de
frequéncia alta e constante ao longo do tempo. Em contraste, a frequéncia de
contracao gastrica observada em ratos diabéticos, com 1 e 6 meses de seguimento,
foi caracterizada por ondas de baixa amplitude, dotadas de bases alargadas, com
grandes variacdes de frequéncia ao longo do tempo e irregularidade dos sinais. Por
outro lado, ratos desnutridos demonstraram mesmo padrdao de frequéncia de
contracdo gastrica que o grupo controle ndo diabético. As figuras 15, 16 e 17

ilustram os registros das contracdes gastricas obtidos pela BAC e EMG.
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Figura 15: Registros obtidos pela BAC (preto) e pelo EMG (azul) no estdmago distal
de ratos do grupo controle e grupo diabético nos periodos analisados: 1 e 6 meses
apos o inicio do experimento. No painel direito observa-se a distribuicdo em

frequéncia da contracdo gastrica obtida nesses registros
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Figura 16: Registros obtidos pela BAC (preto) e pelo EMG (azul) no estobmago distal
de ratos do grupo normal e grupo desnutrido nos periodos analisados: 1 e 6 meses
apos o inicio do experimento. No painel direito observa-se a distribuicdo em
frequéncia da contracdo gastrica obtida nesses registros (em torno de 0,065 Hz ou
4,0 cpm).
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Figura 17: Registros obtidos pela BAC (preto) e pelo EMG (azul) no estdmago distal
de ratos do grupo diabético e grupo desnutrido nos periodos analisados: 1 e 6
meses apos o inicio do experimento. No painel direito observa-se a distribuicdo em

frequéncia da contracdo gastrica obtida nesses.
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4.3. Avaliacdo quantitativa da frequéncia de contracao gastrica e do coeficiente
de variagéo (CV).

A frequéncia de contracdo géastrica e o seu CV obtidos durante o jejum e apdos
alimentacdo, em animais dos trés grupos experimentais, estdo apresentados na
tabela 11 e figura 18. Nelas, observa-se que as frequéncias de contracdo gastrica
obtidas pela BAC e EMG foram mais elevadas durante o periodo pos-prandial,
guando comparadas ao jejum, em todos 0s grupos analisados, nos dois periodos de
seguimento. Outra constatacdo interessante € que, apesar das diferencas
morfologicas dos sinais, ndo houve diferenca estatisticamente significante na média
da frequéncia de contracdo gastrica entres os trés grupos experimentais, nos dois
periodos de avaliacdo, exceto para o 1° més do grupo diabético e no 6° més do
grupo controle na BAC. Porém, o CV no grupo diabético, no 6° més de seguimento,
foi maior que o observado, sem significado estatistico, em animais diabéticos no 1°
més do seguimento, e também em relacdo aos animais normais, com 1 e 6 meses
de seguimento. O CV da contracdo gastrica observada na EMG, em animais do
grupo desnutrido, por sua vez, também foi maior que o observado, sem significado
estatistico, em ratos controles desde o 1° més de seguimento. De modo geral, no
entanto, o coeficiente de variacdo dos sinais eletromecéanicos, observados em
animais diabéticos e desnutridos, sempre esteve aumentado em relagdo aos animais

controles, no 6° més de seguimento.
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Figura 18: Médias das frequéncias de contracdes gastricas (cpm) na BAC e EMG nos animais nos periodos analisados: 1 e 6
meses apos o inicio dos experimentos.
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Tabela 11: Média da frequéncia de contracdo gastrica em ciclos por minuto (cpm) e coeficiente de correlacdo obtidos pela BAC
e EMG de ratos normais (controle), diabéticos e desnutridos nos dois periodos analisados: 1 e 6 meses apds o inicio dos
experimentos.

Grupos Jejum Seguimento Alimentado Seguimento
1°Més CV 6° Més CV 1°Meés CV 6° Més CVv
Controle BAC 3,66 £00,36 0,09 Aaa 3,90 £00,24 0,06 Aaa 444 £+00,30 0,07 Aaa 4,26 £00,12 0,03 Abb
EMG 3,72 £+00,30 0,08 Aaa 3,90 £00,18 0,05 Aaa 4,38 £00,34 0,07 Aaa 4,38 £00,18 0,04 Ab;a
Diabético BAC 3,78 £00,42 0,08 Aaa 3,78 £00,30 0,11 Aaa 4,14 +00,18 0,06 Bab 4,38 £+00,42 0,10 Absa
EMG 3,78 £00,30 0,08 Aaa 3,66 £00,48 0,13 Aaa 4,14 £00,24 0,06 Aaa 4,32 £00,42 0,10 Aaa
Desnutrido  BAC 3,90 £+00,24 0,06 Aaa 3,60 £00,50 0,13 Ab;a 4,20 £00,30 0,07 Aaa 4,40 £00,40 0,10 Aaa
EMG 3,90 £+00,42 0,10 Aaa 3,60 +0040 0,11 Aaa 4,10 +0050 0,12 Aaa 4,40 +£00,40 0,10 Aaa

1),(2). 43
AT 50
1) . . - . . - -

Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra maiuscula, dentro de cada momento, ndo diferem estatisticamente.
Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra mindscula, dentro de cada grupo experimental, ndo diferem estatisticamente.

®

Duas médias, de estados prandiais diferentes, em um mesmo momento, seguidas de uma mesma letra mindscula, ndo diferem estatisticamente.

Comentarios: As frequéncias de contracdo gastrica obtidas na BAC e EMG foram mais elevadas no periodo pos prandial em
todos 0s grupos experimentais, porém apenas no grupo diabético do 1° més e no grupo controle do 6° més foram significantes
estatisticamente.
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Resultados

4.3.1. indice de anormalidade na ritmicidade da contragdo gastrica (IAR)

Observou-se que, no periodo pés-prandial, o IAR da contracdo gastrica de
ratos diabéticos, avaliados pela BAC, foi significantemente (P<0,05) maior em
relacdo aos animais normais e desnutridos, nos dois periodos analisados do
experimento. Todavia, o IAR da contracdo gastrica, observado pela EMG, foi
significantemente maior (P<0,01) em animais diabéticos, quando comparado com
animais normais e desnutridos, nos dois seguimentos do estudo. A tabela 12 e a
figura 19 ilustram o indice de anormalidade na ritmicidade da contracdo gastrica,
obtidos pela BAC e EMG, em animais dos grupos normal, desnutridos e diabético,

nos dois periodos de seguimento.
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Figura 18: indice de anormalidade na ritmicidade (IAR) de contracdo gastrica obtido

para a BAC e EMG nos animais nos periodos analisados: 1 e 6 meses apds o inicio
dos experimentos.
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Tabela 12: indice de anormalidade na ritmicidade (IAR) de contracdo gastrica
obtido para a BAC e EMG em ratos normais (controle) e diabéticos nos dois
periodos analisados: 1 e 6 meses apos o inicio dos experimentos.

G Seguimento
rupos 1o Més 69 Més

Controle BAC 13,33 + 12,31 Aa 12,00 + 07,20 Aa
EMG 13,50 + 09,80 Aa 13,17 + 07,99 Aa

Diabético BAC 4492 + 16,18 Ba 36,50 + 18,70 Ba
EMG 35,50 + 21,45 Ba 37,22 £10,44 Bb

Desnutrido BAC 17,55 + 13,20 Aa 15,80 + 09,20 Aa
EMG 18,40 + 09,35 Aa 14,15 + 08,30 Aa

AP

1 . . e . ., <
@ Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada momento, ndo
diferem estatisticamente.

2 L . L . =

) Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra minascula, dentro de cada grupo experimental, ndo
diferem estatisticamente.

Comentérios: O IAR da contracdo gastrica foi significativamente maior em relacao
aos animais do grupo diabético nos dois periodos de seguimento, tanto na BAC
como na EMG. Observou-se uma diminuicdo estatisticamente significante da EMG
do 1° para o0 6° més no grupo diabético.
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Resultados

4.3.1. Amplitude da contracdo gastrica

Similarmente a frequéncia, a amplitude dos sinais de contragdo gastrica
mostrou aumento significante no periodo alimentado quando comparado ao jejum,
em animais dos trés grupos experimentais (P<0,05) na BAC exceto no 6° més do
grupo desnutrido. Na EMG, a amplitude da contracdo gastrica mostrou um aumento
significante no grupo controle na relacéo jejum e alimentado no 1° més, assim como
para o grupo diabético e desnutrido no 6° més. Como a BAC e a EMG sdao técnicas
muito diferentes, os valores da amplitude ndo podem ser comparados, uma vez que
estdo em escalas diferentes. No entanto, quando a amplitude da contracédo gastrica,
no periodo alimentado, foi correlacionada com aquela obtida durante o jejum
(relacdo A/J) valores menores da amplitude dos sinais foram observados em animais
do grupo diabético, no 6° més de seguimento, quando comparados com O0sS
observados em animais normais, tanto nos tracados obtidos pela BAC, como pela
EMG. Todavia, observou-se que a queda da amplitude da contracdo gastrica, em
animais diabéticos, foi mais acentuada na BAC do que na EMG. Convém destacar,
também, que a relacdo A/J, registrada pela BAC foi maior do que aquela registrada
pela EMG, em animais normais, tanto no 1° como no 6° més de seguimento.

Animais desnutridos, por outro lado, também apresentaram diminuicdo da
relacdo A/J registrada pela BAC, quando comparados aos animais normais, mas
sem significado estatistico. N&o houve, porém, diferencas estatisticamente
significantes deste parametro com a utilizacdo da EMG. A tabela 13 e a figura 20
demonstram os achados das amplitudes da contracdo gastrica, em animais dos trés

grupos experimentais, nos dois periodos de seguimento.
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Figura 19: Médias das Amplitudes de contra¢des gastricas (cpm) na AUC-BAC e AUC-EMG nos animais nos periodos analisados:
1 e 6 meses apos o inicio dos experimentos.
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Tabela 13: Média da amplitude de contracdo gastrica (V.s) e relacdo entre intensidades registradas durante o periodo
alimentado e jejum (A/J) obtidos pela BAC e EMG de ratos normais (controle), diabéticos e desnutridos nos dois periodos
analisados: 1 e 6 meses apos o inicio dos experimentos.

Grupos Jejum Seguimento Alimentado Seguimento AUC A/J

1° Més 6° Més 1° Més 6° Més 1°Més 6° Més

Controle BAC 0,03+0,018 Aaa 0,02+0,013 Aaa 0,12 £0,045 Aab 0,06 £0,036 Aab 3,93 3,20
EMG 1,06 £0,573  Aaa 1,14 +0,681 Aaa 2,11+0,218 Aab 2,11+0,622 Abja 1,99 1,85

Diabético BAC 0,02 +£0,008 Aaa 0,02 £0,007 Aaja 0,04 £0,018 Bab 0,03+0,015 Bab 2,11 1,74
EMG 169 £0,420 Aaa 1,30 £ 0,441 Aaa 2,19+0526 Aaa 1,90 £0,559 Aapb 1,29 1,46

Desnutrido BAC 0,020,009 Aaa 0,02 +0,006 Aaa 0,04 £0,022 Bab 0,03 +0,007 Bbja 1,80 1,56
EMG 194 +£0,960 Baa 1,07 £0,423  Aba 3,73+1650 Baa 2,69 +£1448 Aab 1,93 2,52

1)A4(2). 4(3
AP 5@
1 . . - . . ~ e
@ Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada momento, ndo diferem estatisticamente.
Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra mintscula, dentro de cada grupo experimental, ndo diferem estatisticamente.

(©)

Duas médias, de estados prandiais diferentes, em um mesmo momento, seguidas de uma mesma letra mindscula, ndo diferem estatisticamente.

a

o
Comentérios: Na BAC, a amplitude da contragdo gastrica mostrou aumento significante, no periodo pds prandial, em todos os
grupos experimentais, com excecdo do grupo desnutrido. Na EMG ocorreu um aumento estatisticamente significante na
comparacao jejum-alimentado, para o grupo controle do més 1 e para os grupos diabético e desnutrido no més 6 do seguimento.
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Resultados

4.4. Pré-analise qualitativa da contracéo do ceco

Em relacdo aos registros eletromecéanicos obtidos no ceco, observou-se nitida
diferenca na morfologia dos sinais captados pela BAC e EMG, em animais dos trés
grupos experimentais, nos dois periodos de seguimento. No ceco, também foi
observada uma forte coincidéncia temporal entre os fen6menos elétricos e
mecanicos.

Numa pré-analise descritiva dos sinais captados no ceco, pela BAC e EMG,
nos animais dos trés grupos experimentais, observou-se que durante os picos de
contracdo cecal as ondas eram dotadas de base alargada, com baixa frequéncia,
havendo pequenas variacfes na frequéncia média entre um animal e outro. Neste
estudo, observou-se que a atividade eletromecénica do estdbmago guarda nitida
correlagdo com a atividade observada no ceco, pois 0s registros das contracdes
gastricas tanto interferem nas contracdes cecais e vice-versa, cComo reciprocamente
se modelam.

A figura 21 ilustra os registros cecais com sinais eletromecanicos nao-
filtrados, obtidos pela BAC e EMG, em dois animais controles diferentes, obtidos,
respectivamente, com 1 e 6 meses de seguimento experimental. A figura 22 mostra
0s registros eletromecanicos com filtragem dos sinais, obtidos em animais controles,
com 1 e 6 meses de seguimento. A figura 23 ilustra o registro simultaneo da
atividade gastrica e cecal, obtido em rato do grupo diabético, no 6° més de

seguimento.
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Figura 20: Dois exemplos diferentes (A e B) de registros cecais néo filtrados obtidos
pela BAC (preto) e EMG (azul) em animais do grupo controle. Nota-se a diferenca na
morfologia entre sinais mecéanicos e elétricos, bem como uma alta coincidéncia
temporal entre ambos os eventos.

Figura 21: Sinal tipico ap6s filtragem obtido no ceco pela BAC (preto) e EMG (azul)
em animais do grupo controle, nos dois periodos analisados: 1 e 6 meses apds 0
inicio dos experimentos. No painel direito observa-se a distribuicdo em frequéncia da
contracao gastrica obtida nesses registros (em torno de 0,02 Hz ou 1,2 cpm).
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Figura 22: Exemplo de um registro simultdneo da atividade gastrica e cecal em
ratos diabéticos analisados no més 6, obtidos pela BAC (preto) e EMG (azul). No
painel direito observa-se a sobreposicdo de duas distribuicbes em frequéncia
representando contracdes do ceco (em torno de 0,02 Hz ou 1,2 cpm) e do estdmago
(em torno de 0,06 Hz ou 3,6 cpm) em um mesmo registro.

4.4.1. Avaliacao quantitativa da frequéncia de contracao coldnica (ceco)

Similarmente a contracdo gastrica, a frequéncia de contracdo do ceco se
mostrou mais elevada durante o periodo pos-prandial do que no jejum, em todos 0s
grupos analisados, tanto para a BAC quanto para o EMG. Todavia, os valores
encontrados da frequéncia ndao foram estatisticamente significantes (P<0,05) em
todos 0s grupos experimentais, exceto para o grupo desnutrido do més 1 do
seguimento na BAC, e para os grupos diabéticos e desnutrido do 1° e 6° més de
seguimento na EMG.

Observou-se, também, que animais dos grupos diabético e desnutrido
apresentaram diminuicdo da frequéncia de contracéo cecal (<1,0 cpm) em relacao
aos animais normais (21,0 cpm). Porém, o CV das contracfes col6nicas foi maior,
mas sem significado estatistico, no grupo diabético aos 6 meses de seguimento,
guando comparado com o grupo normal e diabético com 1 més de seguimento. O
grupo desnutrido, por sua vez, ndo apresentou alteracdes no CV, em relacdo ao
grupo controle, em ambos periodos de seguimento . A tabelal4 e a figura 24
demonstram a frequéncia de contracdo do ceco, registrada pela BAC e EMG, em
animais dos trés grupos experimentais, nos periodos de jejum e alimentado, com 1 e

6 meses de seguimento experimental.
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Figura 23: Médias das frequéncias de contracdes (cpm) na BAC e EMG cecal nos animais nos periodos analisados: 1 e 6 meses
apos o inicio dos experimentos.
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Tabela 14: Média da frequéncia de contracdo cecal em ciclos por minuto (cpm) e coeficiente de correlacédo obtidos pela BAC e
EMG de ratos normais (controle), diabéticos e desnutridos nos dois periodos analisados: 1 e 6 meses apdés o0 inicio dos

experimentos

Grupos Jejum Seguimento Alimentado Seguimento
1° Més CV 6° Més CV 1° Més CV 6° Més CV
Controle BAC 0,80 £00,20 0,26 Aaa 1,02+00,27 0,26 Aaa 1,04+00,29 0,28 Aaa 1,14+00,22 0,19 Aaa
EMG 0,78+00,20 0,26 Aaa 1,08+00,30 028 Aaa 1,04 £00,23 022 Aaa 1,08+00,30 0,28 Aaa
Diabético BAC 0,60 £00,17 0,29 Baa 0,72+00,29 0,40 Aaa 0,84+£00,25 0,30 Aaa 0,84+00,39 046 Aaa
EMG 0,60+00,16 0,26 Aaa 0,72+00,31 043 Bba 0,87£00,32 0,37 Aab 0,90 £00,90 043 Aab
Desnutrido BAC 0,80 £00,15 0,19 Aaja 0,90 £00,30 0,33 Aba 1,10+00,33 0,30 Aab 0,84 £+00,18 0,21 Aba
EMG 0,80+00,18 0,23 Aaa 1,00+00,30 0,31 Aaa 1,10 £00,33 0,33 Aab 0,90 £00,90 0,20 Abb

1)4(2).4(3
ADZ@- 40
1 . . .- . . U .
@ Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada momento, ndo diferem estatisticamente.
2 - . o ) - .
@ Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra miniGscula, dentro de cada grupo experimental, ndo diferem estatisticamente.

3 .- R . L - .
®) Duas médias, de estados prandiais diferentes, em um mesmo momento, seguidas de uma mesma letra mindscula, ndo diferem estatisticamente.

Comentarios: Na BAC, a frequéncia de contracdo do ceco no grupo diabético em jejum difere estatisticamente em relacdo aos
grupos normal e desnutrido no 1° més de seguimento. Na relacdo jejum alimentado na BAC, teve um aumento estatisticamente
significante no grupo desnutrido. Na EMG ocorreu um aumento significante nos grupos diabético e desnutrido na comparacao
jejum-alimentado no més 6 do seguimento.
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4.4.2. Amplitude da contragéo do ceco

A amplitude de contracdo cecal se mostrou significantemente aumentada, na
BAC e EMG, no periodo alimentado quando comparada ao jejum, nos grupos normal,
diabético e desnutrido, no més 1 do seguimento, com excecdo do grupo diabético na
EMG. Por outro lado, ao contrario do observado no estbmago, observou-se um
aumento na amplitude das contracdes cecais, em animais do grupo diabético, durante o
periodo de jejum, quando comparada ao periodo alimentado no 6° més, tanto na BAC
como EMG. Porém é estatisticamente significante na EMG. Como consequéncia, a
razdo A/J foi significantemente reduzida no grupo diabético, quando comparada ao
grupo normal, notadamente no 6° més de seguimento do experimento (P<0,05). A
tabela 15 e a figura 25 demonstram as medidas da amplitude da contracdo cecal,
obtidas pela BAC e EMG, em animais dos trés grupos experimentais, nos dois periodos

de seguimento.
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Figura 24: Médias das Amplitudes de contra¢gdes cecal (cpm) na AUC-BAC e AUC-EMG nos animais nos periodos analisados: 1 e

6 meses apos o inicio dos experimentos
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Tabela 15: Média da amplitude de contracéo cecal (V.s) e relacdo entre intensidades registradas durante o periodo alimentado e
jejum (A/J) obtidos pela BAC e EMG de ratos normais (controle), diabéticos e desnutridos nos dois periodos analisados: 1 e 6
meses apos o inicio dos experimentos.

Grupos Jejum Seguimento Alimentado Seguimento AUC A/
1° Més 6° Més 1° Més 6° Més 1°Més 6° Més
Controle BAC 0,09 + 0,040 Aa;a 0,05 + 0,040 Aaa 0,20 £ 0,161 Aa:b 0,09 + 0,041 Ab:a 2,22 1,80
EMG 0,14 +0,130 Aaa 0,09 £0,071  Abja 0,28 +0,250 Aab 0,22 +£0,160 Aa;a 2,00 2,44
Diabético BAC 0,08 +0,040 Aaa 0,03+0,015 Aba 0,11 +£0,080 Aab 0,02 +0,010 Bb:a 1,38 0,74
EMG 0,14 +£0,090 Aaa 0,46 +0,450 Bb;a 0,14 +0,060 Aaa 0,21 +0,190 Abb 1,00 0,46
Desnutrido BAC 0,04 £ 0,030 Ba;a 0,03£0,017 Aaa 0,09 £0,080 Aab 0,06 £0,012 Cba 2,25 2,31
EMG 0,16 £0,110 Aaa 0,07 £0,043 Aba 0,35 +0,270  Aab 0,17 £0,060 Ab:a 2,19 2,43
ALZ@:50)

1 . . .- . - - .
@ Grupos experimentais representados por médias, seguidas de uma mesma letra mailscula, dentro de cada momento, ndo diferem estatisticamente.
2 - . L . - .

@ Momentos representados por médias, seguidas de uma mesma letra mindscula, dentro de cada grupo experimental, ndo diferem estatisticamente.

3 - o . - - -
®) Duas médias, de estados prandiais diferentes, em um mesmo momento, seguidas de uma mesma letra mindscula, ndo diferem estatisticamente.

Comentérios: Na BAC, a amplitude da contracdo cecal, na comparacao jejum-alimentado mostrou um aumento significante em
todos os grupos do més 1 e sem significancia para o més 6. Na EMG mostrou aumento significante para os grupos controle e
desnutrido para 0 més 1 e para 0s grupos controle e diabético no més 6.
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo demonstramos a aplicabilidade e acuracia da
biosusceptometria AC (BAC) para monitorar direta e continuamente as contracoes
da parede gastrica e cecal de ratos.

Diferentemente de outros sensores magnéticos, o sensor da BAC nédo se
destina apenas a detectar o campo magnético gerado pela atividade elétrica do trato
gastrointestinal (TGI). Assim, as caracteristicas deste método, por si s0, indicam que
0s sinais registrados pela BAC séo fisiologicamente significativos e sdo, de fato,
gerados pelos movimentos dos marcadores magnéticos causados diretamente pelas
contracées intestinais (AMERICO et al., 2010).

Assim, a implantagdo de material magnético, bem como de eletrodos na
serosa gastrica e do ceco, permitiram avaliar pontualmente a atividade
eletromecanica destas visceras no rato, tanto durante o jejum quanto no periodo
pos-prandial, apdés a ingestdo de uma refeicdo padronizada. Também obtivemos
resultados muito interessantes aplicando a BAC associada a eletromiografia (EMG)
nestes animais, visando comparar a motilidade do TGI em trés grupos distintos de
animais, no 1° e 6° més de seguimento.

Roedores, em geral, tém sido muito utilizados atualmente nos estudos da
motilidade digestiva, embora o padrdo normal de contracdo gastrointestinal ainda
nao tenha sido completamente definido. As discordancias em termos dos fen6menos
motores e da nomenclatura dos achados elétricos e/ou mecanicos sdo maiores para
as regides mais distais do tubo digestivo — como o ceco — do que para as regides
proximais do TGI.

Assim, na auséncia de uma padroniza¢do adequada, torna-se dificil extrapolar
os dados obtidos nesses animais para outras espécies (LI et al.,, 2002). Nesse
sentido, ha grande interesse em compreender melhor a atividade de contracdo de
todos os segmentos do TGI de ratos como forma de utilizar de maneira apropriada
esse modelo.

O diabetes é uma doenca cronica cujas manifestacdes patoldgicas sobre rins,
retina, vasos e nervos estdo diretamente associadas ao tempo de exposicao as
anormalidades metabdlicas causadas pela doenca (DE OLIVEIRA & MILECH, 2004).

Desta forma, optou-se pelo acompanhamento dos animais deste estudo durante 6
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meses, tanto 0s normais, sujeitos as variacdes decorrentes da idade, quanto
aqueles submetidos a um grau elevado de hiperglicemia, ou desnutricdo.

O diabetes mellitus (DM) estd frequentemente associado a sintomas e
disturbios da motilidade gastrointestinal, e pode ser induzido, em ratos, a partir de
modelos tradicionais e largamente utilizados (SAMSOM et al., 2009, LERCO ET AL.,
2003). Desordens gastrointestinais como gastroparesia, constipacdo e diarréia sao
comuns em diabéticos, tanto em humanos quanto em modelos experimentais (LIU et
al., 1990).

Os parametros clinicos e bioquimicos observados nos animais diabéticos
deste estudo corresponderam as alteracbes frequentemente observadas em
pacientes com diabetes tipo 1 (DM1) descompensado, ratificando a eficacia da
aloxana na producdo de um modelo experimental apropriado para o estudo das
lesbes diabéticas cronicas.

Entre as alteracbes clinicas, a perda de peso foi um achado comum em
nossos animais diabéticos. Segundo COSTA & ALMEIDA NETO (2004), ela esta
relacionada ao aumento do catabolismo proteico e, principalmente, ao aumento da
lipélise, em resposta a falta de glicose intracelular. A polidria, outro achado neste
estudo, esté relacionada a diurese osmoética que ocorre em consequéncia da grande
concentracdo de glicose no filtrado glomerular, ocasionando a glicosuria (DE
OLIVEIRA & MILECH, 2004). Este aumento da diurese leva a desidratacao
intracelular, que é percebida pelos osmorreceptores cerebrais, desencadeando sede
intensa (DAVIDSON, 2001; DE OLIVEIRA & MILECH, 2004).

Animais diabéticos também apresentaram polifagia. O aumento da ingestéo
alimentar deve-se a diminuicdo da producdo e/ou da acdo da insulina, com
diminuicdo da disponibilidade de glicose no interior das células, levando ao aumento
do apetite (COSTA & ALMEIDA NETO, 2004).

A despeito da perda de peso, animais diabéticos ndo apresentaram
diferencas significantes nas concentragfes séricas de proteinas totais e albumina,
nos diferentes momentos analisados. O mesmo ocorreu com animais do grupo
desnutrido, quando comparados ao do grupo normal. Em individuos com DM1, a
diminuicdo acentuada da insulina tem como consequéncia o0 aumento do
catabolismo de proteinas, inibicdo de sua sintese e aumento da liberacdo de

aminoacidos no plasma. Estes aminoacidos séo utilizados para a producédo de
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energia ou como substrato para a neoglicogénese (SHERWIN et al., 1995). Outros
estudos com animais diabéticos, porém, corroboram nossos resultados
(DAMASCENO et al., 2002; SOUZA et al.,, 2010). Além disso, a auséncia de
alteracbes nos animais desnutridos pode indicar que apesar da restricdo caldrica,
quantidades suficientes de proteinas podem ter sido disponibilizadas pela dieta e,
portanto, ndo interferiram nas concentragfes de proteinas totais e albumina (LUNN
& AUSTIN, 1983).

Entre as anormalidades causadas pelo DM na motilidade do TGI superior,
destaca-se 0 atraso no esvaziamento gastrico, que ocorre em cerca de 50% dos
casos (SAMSOM et al., 1997). A causa desse esvaziamento lentificado ainda é alvo
de muitas especulacdes, pois embora pareca associado a gastroparesia (ELIASSON
et al., 1995), que pode ser desenvolvida como consequéncia da neuropatia
auton6mica diabética ou ndo (SAMSOM et al., 2009, LONG et al., 2004), suas
causas também parecem interligadas a hiperglicemia, hiperinsulinemia e algumas
anormalidades em certos neuropeptideos (ENDO et al., 2005; ELIASSON et al.,
1995; ISHIGUCHI et al, 2002). Cerca de 70% dos pacientes com gastroparesia
diabética apresentam taquigastria e bradigastria, ou seja, aumento e diminuicdo da
frequéncia de contracdo do estdbmago durante certo periodo, respectivamente
(OWYANG & HASLER, 2002). Nossos dados mostraram que em animais diabéticos
cerca de 40% da frequéncia de contracdo gastrica € anormal, ou seja, apresenta
disritmia com episddios de taquigastria e/ou bradigastria.

Alguns estudos clinicos e experimentais que avaliaram o efeito da
hiperglicemia sobre a motilidade digestiva (ELIASSON et al., 1995; ISHIGUCHI et
al.,, 2002; HASLER et al., 1995; SAMSOM et al.,, 1997) mostram resultados
controversos. HASLER et al. (1995) utilizando a eletrogastrografia (EGG) em
individuos normais, e em pacientes diabéticos mantidos em normoglicemia e
hiperglicemia, mostraram somente uma tendéncia de aumento na frequéncia
gastrica durante o estado pés-prandial nessas condigdes.

ISHIGUCHI et al. (2002), por outro lado, observaram um aumento da
frequéncia de contracdo gastrica, com diminuicdo da amplitude durante a
hiperglicemia. Outras hipGteses que permeiam a questdo afirmam que alteracdes
regionais da motilidade géastrica, com hipercontratilidade pilérica e hipo ou

normocontratilidade antral e/ou fundica sdo as responsaveis pelas alteracfes no
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esvaziamento gastrico (JAMES et al.,, 2004). Assim, a disfuncdo da musculatura
gastrica ainda néo foi bem caracterizada em todos os modelos de ratos diabéticos
(JAMES et al., 2004). Nesse sentido, convém estudar detalhadamente a motilidade
intrinseca da musculatura gastrica desses individuos com controle glicémico
alterado, dando-se énfase a atividade elétrica e mecéanica, e ndo apenas ao
esvaziamento gastrico (CUCCHIARA et al., 1998). Segundo KOCH et al. (1989), sédo
as disritmias que causam 0s sintomas mais desagradaveis aos pacientes e ndo o
esvaziamento géstrico lentificado.

Diversos estudos demonstraram que a frequéncia da atividade motora do
estbmago, jejuno, ileo e coélon encontra-se reduzida em ratos diabéticos, quando
avaliada pela medida da pressao intraluminal (KARAKIDA & HOMMA, 1989). No
entanto, um dos nossos resultados mais intrigantes consiste no fato de que a média
da frequéncia de contracdo gastrica ndo foi alterada significantemente nestes
animais quando comparados aos animais normais, tanto nas avaliacfes feitas pela
BAC, como pela EMG.

Chama-nos a atencao, porém, que a despeito da inexisténcia de alteracdes
quantitativas na frequéncia de contracdo gastrica de ratos diabéticos, estes animais
apresentaram marcadas alteracdes morfologicas dos sinais elétricos e mecéanicos
captados na parede gastrica. LONG et al. (2004), também ja haviam observado este
fato estudando a disritmia gastrica e o papel das células intersticiais de cajal em
ratos diabéticos.

Em nosso estudo observou-se intensa irregularidade na atividade
eletromecéanica da contragdo géstrica em ratos diabéticos, no 1° més de seguimento,
e principalmente no 6° més de seguimento, quando comparada aos ratos normais.
JAMES et al., (2004), porém, em estudos in vitro, ndo observaram diferencas
significantes na contratilidade antral de ratos normais e diabéticos

O estado prandial também deve ser considerado na analise da motilidade
gastrica, pois, mesmo sob condi¢bes fisioldgicas os padrées motores de contracao,
nos periodos de jejum e alimentado, s&o controlados por mecanismos diferentes
(KIHARA et al., 2001). Os resultados obtidos mostraram aumento das médias da
frequéncia e amplitude de contrac@o gastrica no estado pos-prandial, em relacdo ao
jejum, em ratos normais, diabéticos e desnutridos, estando de acordo com estudos
realizados anteriormente. (BUENO et al., 1981; KANEKO et al., 2001).
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Todavia, LONG et al. (2004) consideram que mais representativo do que a
frequéncia de contragdo géstrica € o seu coeficiente de variagdo que, em nosso
estudo, se mostrou aumentado no grupo diabético (sem significado estatistico), nas
duas técnicas empregadas. O CV reflete melhor o perfil dos sinais eletromecéanicos,
pois, apesar de o pico de contracdo dominante na FFT ser muito parecido em ratos
normais, desnutridos e diabéticos, nestes Ultimos, as ondas registradas possuem
bases muito alargadas, devido a grande variabilidade de frequéncias encontradas
durante o tempo de registro. Em ratos normais e desnutridos, por outro lado,
observou-se que o perfil de registro eletromecanico obtido foi quase que
exclusivamente formado por uma frequéncia dominante, notando-se um pico com
base estreita.

Nesse mesmo contexto, a razdo A/J (relagéo entre a intensidade da contragcao
no periodo alimentado e jejum) também parece interessante para avaliar variacdoes
na amplitude das contracdes entre os grupos normais, desnutridos e diabéticos. Os
valores da relacdo A/J foram menores para os diabéticos e desnutridos, no 6° més
de seguimento, registrados por ambas as técnicas, principalmente no que concerne
a BAC. Essa razao reflete a baixa variacdo na amplitude da contracdo gastrica
registrada, quando uma refeicdo padronizada € ingerida, em relacdo ao jejum. Isso
significa que a amplitude da contracdo gastrica em animais diabéticos ndo alcanca
valores maximos e minimos em reposta ao estado prandial como deveria. Em
animais normais espera-se que apoés uma refeicao todos os indices que determinam
variacdo da amplitude de contracdo aumentem, em todas as técnicas de registros,
pois, simbolizam um aumento da contratilidade e/ou distensdo do 6rgao provocado
pela presenca do alimento. (BUENO et al., 1981). CUCCHIARA et al. (1998) também
registraram uma baixa relacdo A/J por meio de eletrogastrografia (EGG) em criancas
diabéticas, além de alta taxa de disritmias.

Uma ferramenta de analise que vem sendo utilizada em estudos empregando
registros elétricos — como a eletrogastrografia — € a determinacdo do indice de
anormalidade na ritmicidade (IAR) da contracdo gastrica. No IAR calcula-se a
porcentagem de frequéncia contratil fora da faixa de variacdo considerada normal
para o estbmago, por exemplo. Em nosso estudo observou-se que, no periodo pés-
prandial, o IAR em ratos diabéticos foi significantemente maior em relacdo aos

animais normais e desnutridos. Interessante observar que o IAR registrado pela
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BAC, em ratos diabéticos, em ambos estados prandiais, esteve significantemente
aumentado em relacdo aos ratos normais, no 1° e no 6° més de seguimento. Ja para
a EMG, porém, as diferencas so6 foram significantes no 6° més de seguimento.

Convém salientar que alguns estudos enfatizam a avaliacdo da atividade
elétrica ou mecanica isoladamente, mas nossos resultados deixam clara a inter-
relagdo entre os dois fendbmenos e a necessidade de acompanhé-los
simultaneamente para compreender realmente certos aspectos da motilidade (LI et
al., 2002).

Ha décadas sabe-se que ndo ha correlacdo completa entre a atividade
elétrica e mecanica em ratos normais, nem mesmo no estdmago (BUENO et al.,
1981). As relagdes entre ambos os registros séo de dificil interpretacdo e a atividade
de contracdo visceral pode refletir uma fusdo de diversas atividades elétricas, além
de sofrer, também, influéncia da atividade ténica (BUENO et al., 1981).

Por esta razéo, protocolos de estudos eletromecéanicos envolvendo anestesia
com pentobarbital, como o utilizado neste trabalho, é considerado elemento
imprescindivel para maximizar a comparacao pontual (“head-to-head study”) entre a
BAC e EMG. Este tipo de protocolo torna possivel obter uma correlacéo direta entre
as disritmias elétricas e a contracbes mecanicas (XING et al., 2006). Além disso,
esse tipo de anestésico é o mais utilizado nesse tipo de estudo, pois apresenta
menos efeitos sobre a motilidade gastrintestinal.

Em uma andlise das alteracdes da motilidade gastrica observadas nos ratos
diabéticos deste estudo é possivel inferir que a frequéncia de contragcdo mecanica
do estbmago foi maior do que a observada em ratos normais e desnutridos. Essas
alteracdes mecanicas sdo mais intensas do que as perturbacdes elétricas podendo
ser observadas desde o0 1° més de diabetes. Essa ocorréncia mais pronunciada no
componente mecanico da contracdo pode ser o fator causador de uma motilidade
errbnea e irregular, podendo apresentar como consequéncia um transito
gastrintestinal lentificado. Além disso, esses dados reforcam a necessidade de
modelos multi-instrumentais, como o proposto nesse estudo, para abranger todos 0s
aspectos envolvidos no fenébmeno da contracdo e melhor analisa-la.

Em relacédo ao TGl inferior, diversos mecanismos neurogénicos e miogénicos
tém sido propostos na literatura sem que haja uma concordancia sobre a melhor

nomenclatura para designar a motilidade colénica de roedores. Este fato traz
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discrepancias entre os estudos de motilidade in vivo e in vitro do célon, mesmo entre
espécies diferentes de roedores (ALBERTI et al.,, 2005). Considerando ratos
normais, duas frequéncias de contracdo tém sido documentadas em camadas
musculares distintas do célon. Este tipo de atividade, no entanto, tem sido melhor
estudado em cdes (PLUJA et al., 2001; SARNA, 1991). Dois padres de atividade
elétrica e mecéanica parecem estar presentes no colon de cées: contragcdes de baixa
frequéncia (0,5 -3,7 cpm) com alta amplitude, e contragOes de alta frequéncia (8-15
cpm) com baixa amplitude (ALBERTI, et al., 2005; PLUJA et al., 2001). Essas faixas
de frequéncia apresentam grande variabilidade de acordo com o tipo de estudo
executado, sendo que os dois padrdes podem ser obtidos em registros elétricos na
camada muscular circular, quando todas as estruturas estdo intactas. Nossos
resultados condizem com esses estudos, pois a baixa frequéncia (em torno de 1,3
cpm) foi registrada e quantificada em todos os animais, do experimento, destacando-
se pela alta amplitude.

Sabe-se que ratos apresentam padrdoes de defecacdo e formato das fezes
bem diferentes do homem e do cédo. Trés tipos de contragdo foram registrados no
colon intacto desses animais: contracdes fasicas ritmicas e tonicas, e contracbes
gigantes e migratorias (GMC). Os padrdes espaciais e temporais dessas contragdes,
sua regulacéo eletrofisiologica e as vias de sinalizacdo celular diferem muito (LI et
al., 2002). As contracfes fasicas, reguladas pelas ondas lentas, estdo presentes em
ratos, como demonstrado em nossos dados, mas predominam apenas no homem e
em cédes. As contracdes tbnicas ndo sao reguladas por ondas lentas e seu papel
ainda é incerto. Sabe-se, porém, que atuam na redu¢do do tamanho do limen do
cllon visando a aumentar a propulsdo e trituracdo da massa fecal. As GMC tém
grande amplitude e se propagam por longas distancias, produzindo movimentos de
massa. Estas ondas séo capazes de ocluir o liumen colbnico.

As GMC precedem a defecacdo e também ndo sdo reguladas pelas ondas
lentas, embora o mecanismo mioelétrico associado a elas ainda seja desconhecido.
Convém destacar que, no rato, as GMC séo predominantes sobre os outros dois
tipos de contracéo, fato que oferece uma grande oportunidade para se estudar esse
tipo de contracao, sua funcéo e regulacgéo (Li et al., 2002).

Interessante observar que sinais eletromecanicos registrados no ceco

apresentam uma grande diferenca no perfil morfolégico (FERRE & RUCKEBUSH,
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1985), embora, com forte correspondéncia temporal entre a atividade elétrica (EMG)
e a mecanica (BAC), traduzida por contragcdes cecais, com frequéncias situadas na
faixa de 1,3 cpm (FERRE & RUCKEBUSCH, 1985, LIU et al., 1990; MEILE et al.,
2006).

Em outros segmentos do cdélon, porém, parece ndo haver correlacdo entre a
atividade elétrica e mecanica como nas regides mais proximais (FERRE &
RUCKEBUSCH, 1985). Entretanto, novos estudos in vivo precisam ser realizados
para interpretacdo adequada desses achados. Tais discrepancias podem ocorrer por
dificuldades metodologicas e diferencas entre sinais elétricos e mecanicos devido a
quantidade e dureza do material fecal no colon (FERRE & RUCKEBUSCH, 1985).
Em relacéo as frequéncias contrateis cecais, alguns investigadores tém desprezado
0os eventos de baixa frequéncia (HUIZINGA & DANIEL, 1986). No entanto,
contragbes em torno de 1 cpm estiveram presentes em todos 0S NOSSOS registros,
havendo grande interesse na literatura em verificar se essa frequéncia registrada
reflete verdadeiramente uma atividade mioelétrica proveniente do célon (CHANG et
al., 2007).

Como no caso das frequéncias gastricas, nossos resultados mostraram
frequéncias cecais mais elevadas durante o periodo pos-prandial quando
comparadas ao jejum, em todos os grupos analisados, tanto pela BAC quanto pela
EMG. Entretanto, isso ocorreu significativamente em todos 0s grupos experimentais,
apenas nas avaliacdes realizadas no 1° més de seguimento.

Segundo FERRE & RUCKEBUSCH (1985) os efeitos das refeicées sobre a
motilidade col6nica podem ser divididos em duas fases: na primeira, que ocorre
imediatamente apos refeicdo, ha uma hiperatividade das contracdes do cdlon, que
dura entre 40-60 minutos, sendo seguida por uma fase longa de aumento ciclico da
motilidade intestinal, que persiste por 4-6 horas. Nosso trabalho avaliou exatamente
essa primeira fase, considerada hiperativa, no intuito de verificar os fenbmenos
elétricos e mecanicos imediatamente apos a refei¢cdo, ja que ha poucos estudos
desse tipo em ratos.

Por outro lado, analisando a amplitude das contracdes cecais dos animais
deste estudo observamos uma razéo alimentado/jejum (A/J) muito menor para ratos
diabéticos do que a observada nos grupos normal e desnutrido, ja a partir do 1° més

de seguimento, sobretudo, nos registros eletromecanicos obtidos no 6° més, por
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ambas as técnicas. Observou-se, também, que durante o 6° més de estudo a
amplitude das contracOes registradas pela BAC e pela EMG, durante o jejum, foi
maior do que aquela observada no periodo alimentado. Nao h&, porém, até o
momento, estudos comparativos relacionando a amplitude de contracdo cecal entre
os dois estados prandiais em animais normais e diabéticos cronicos. Todavia, (LIU
et al. 1990) demonstraram alterac6es das contracdes cecais em ratos diabéticos,
tanto em relacdo a frequéncia quanto a amplitude de contracdo, bem como um
desvio padrdo elevado associado a esses resultados. Isso poderia significar que os
reflexos gastro-cecais, geralmente observados ap0s uma refeicdo, estariam
comprometidos em animais diabéticos, o que prejudicaria a propulsdo adequada do
conteudo digestivo, causando retencdo de residuos fecais no ceco por mais tempo.

Nossos dados corroboram estudos in vitro realizados em porgdes diversas do
TGI de roedores, mostrando haver grande aumento no tamanho do ceco com a
instalacéo do diabetes e, consequente, diminuicdo na frequéncia e amplitude de sua
contracdo (KARAKIDA & HOMMA, 1989, LIU et al., 1990). Nesses estudos, a
exemplo dos nossos achados, embora haja uma tendéncia de diminuicdo da
frequéncia e amplitude da contracdo cecal, em ratos diabéticos, as diferencas néo
foram estatisticamente significantes quando comparadas com ratos normais.

Os mecanismos pelos quais ocorre o0 aumento do didmetro do ceco em
animais diabéticos, por sua vez, ainda sdo desconhecidos. Acredita-se, porém, que
a complacéncia e a elasticidade do 6rgédo estdo diminuidas, o que aumentaria o
limiar de pressdo necessario para induzir o reflexo da atividade motora nestes
animais, levando a uma maior retencéo de contetdos. Nesse sentido, parece que a
transmissdo da forca de contragcdo mecéanica e 0s proprios elementos contracteis
podem estar alterados pelas desordens metabdlicas do DM, lentificando ou
acelerando também o transito (LIU et al., 1990). Novos estudos comparativos
enfocando especificamente o ceco, no entanto, precisam ser desenvolvidos para
esclarecer a questao.

Em outro contexto, a restricdo de nutrientes afeta rapidamente a divisao de
células e pode gerar uma limitacao irreversivel no crescimento do érgédo e em suas
funcdes (PAULA et al., 2005). Numerosos estudos indicam que deficiéncias
proteicas produzem um metabolismo de glicose prejudicado, geralmente uma

intolerancia a glicose (YOUNG & DIXIT, 1980). O modo como a desnutricdo afeta o
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pancreas € incerto (DIXIT & KAUNG, 1985) e h& interesse em verificar parametros
bioquimicos e a motilidade em animais desnutridos e diabéticos de modo
comparativo. Em termos de frequéncias de contracdo gastrica e cecal os dois grupos
se comportaram de modo semelhante neste estudo, no entanto, de modo
significante apenas no 6° més de seguimento.

Alguns estudos analisaram o efeito do diabetes sob animais desnutridos
tentando estabelecer os mecanismos pelos quais cada uma dessas anormalidades
leva a intolerancia a glicose (DIXIT & KAUNG, 1985). A intolerancia a glicose em
animais desnutridos pode estar associada a reduzida secrecdo de insulina pelo
pancreas, dentre outras razdes, devido a quantidade reduzida de células beta
produtoras de insulina do préprio pancreas (DIXIT & KAUNG, 1985; PAULA et al.,
2005).

Por fim, qualitativamente, o modelo experimental de motilidade do TGI
proposto neste estudo, utilizando a BAC e a EMG, pode ser considerado excelente,
haja vista ter possibilitado a obtengcdo de registros eletromecéanicos durante longos
periodos de seguimento, e caso fosse necessario, de maneira repetitiva. Também foi
possivel, entre outras coisas, avaliar os padrbes motores durante o jejum, por meio
de implantacdo de material magnético, e os padrdes motores apds a alimentacao.
Esses fatores podem ter grandes vantagens sobre outras técnicas, especialmente
quando se considera as questdes éticas tdo necessarias e valorizadas atualmente.
O modelo animal aqui proposto também pode ajudar a suprir algumas lacunas do
conhecimento, haja vista a existéncia de algumas similaridades interessantes na
motilidade do TGl do homem e dos animais (KANEKO et al.,, 2001, DESESSO &
JACOBSON, 2001).

Também se mostra Gtil para reavaliar e atualizar estudos interessantes da
motilidade do TG, realizados na década de 80, antes do advento dos recursos de
computacdo, hoje disponiveis, tanto para o registro dos sinais eletromecéanicos,
quanto para a andlise dos tracados utilizando ferramentas digitais. Nesse sentido,
ainda estamos implementando outras rotinas de analise em nossos dados, com o
intuito de compreender melhor a relacdo eletromecéanica apresentada pelo rato
normal e pelo diabético, como também suas interac6es com estado prandial e com

os efeitos deletérios determinados pelo DM, ao longo do tempo.
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Convém também destacar que, apesar de o estbmago e o0 ceco estarem se
movimentando em uma mesma cavidade, portanto, sob forte influéncia um do outro,
ainda h& poucas andlises detalhadas que incluam o estudo simultaneo destas duas
visceras. Esses aspectos tornam esse campo de pesquisa muito interessante e
cheio de perspectivas, principalmente para a insercdo de novas metodologias de
registro e analise.

Abordagens tecnoldgicas inovadoras, como a BAC, também permitem o
registro da atividade motora da parede géstrica e cecal de modo direto e continuo,
sem interferir no funcionamento normal do TGI. A BAC também é muito versatil,
podendo ser utilizada para registrar as contracfes gastricas, 0 esvaziamento
gastrico e o tempo de transito orocecal em animais e no homem. Nossos resultados
podem ser somados aos dados disponiveis sobre a motilidade gastrintestinal,
ajudando a reduzir algumas discrepancias encontradas, tanto nos estudos in vitro
como in vivo (ALBERTI et al., 2005). Também poderéo servir para compreender
melhor os mecanismos implicados na atividade motora do trato digestério, em
condicdes normais e patologicas, em busca de melhores perspectivas para a
prevencdo e tratamento das afeccdes que afetam a motilidade intestinal,

especificamente do individuo diabético.
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6. CONCLUSOES

1. O modelo de estudo da motilidade do trato gastrointestinal (TGI) proposto neste
trabalho, utilizando a biosusceptometria AC (BAC) e a eletromiografia (EMG) se
revela suficientemente adequado para monitorar direta e continuamente as
contracOes da parede gastrica e cecal de ratos, sendo de facil reprodutibilidade,

aplicacao e acuracia; em diferentes estados prandiais.

2. O uso simultaneo da BAC e da EMG se constitui em instrumento de alta eficacia
para validacao reciproca dos fendmenos elétricos e mecéanicos que acontecem no
estbmago e no ceco de ratos, durante os periodos de jejum e pdés-prandial, em
virtude da alta coincidéncia temporal das ondas de contragdo captadas na parede

gastrica e colbnica, por ambos 0s recursos;

3. A atividade eletromecanica do estbmago guarda nitida correlacdo com a atividade
observada no ceco, pois os registros das contragdes gastricas tanto interferem nas

contragcdes cecais e vice-versa, cComo reciprocamente se modelam.

4. Ratos diabéticos induzidos pela aloxana apresentam alteraces da motilidade
gastrica e cecal, caracterizadas por ondas de contracdo de padrdo morfolégico
irregular, com oscilacao de frequéncias dominantes, com alto coeficiente de variagao

(CV) e elevada razao de amplitude, nos periodos de jejum e pés-prandial (A/J);

5. Ratos desnutridos, por restricdo alimentar, ndo apresentam alteracfes da
motilidade gastrica e cecal, através da BAC e EMG, quando comparados ao grupo

controle.
6. Nas condicBes do presente experimento, a desnutricAo associada ao diabetes

descompensado ndo assume qualquer grau de responsabilidade pelas alteracdes da
motilidade do TGI encontradas em animais diabéticos.
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