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MICROINJECOES INTRAMURAIS DE CLORETO DE BENZALCONIO NA

SINDROME DO INTESTINO CURTO EM RATOS WISTAR APOS ENTERECTOMIA
EXTENSA

RESUMO - A sindrome do intestino curto (SIC) representa uma condi¢do clinica
grave, caracterizada pela deficiente absorcéo intestinal de nutrientes, causada pela
perda extensa do intestino delgado, culminando em altas taxas de mortalidade tanto
em pacientes humanos quanto veterinarios. Os tratamentos disponiveis ndo possuem,
até entdo, resultados satisfatorios para resolucdo desta importante afeccdo e
consistem em terapias paliativas. Diversos estudos demostraram que o método de
desnervacao intestinal intrinseca, com utilizacdo do Cloreto de Benzalconio (CB),
consiste em promissora esperanca na busca de terapias menos invasivas e eficazes
no tratamento da SIC, permitindo melhora nas condi¢cdes pos-cirdrgicas e prognostico
dos pacientes, por aumentar a area absortiva do intestino. Objetivou-se, com esse
trabalho, avaliar a populacdo de células neuroendocrinas, caliciformes e
serotoninérgicas na Sindrome do Intestino Curto, a fim de compreender de que
maneira a desnevagéo mientérica com Cloreto de Benzalconio 0,3% no ileo poderia
influenciar no tratamento de pacientes portadores de SIC. Foram utilizados 18 ratos,
distribuidos em trés grupos (GC - Grupo Controle; GE — Grupo Enterectomia-
enteroanastomose e GECB - Grupo enterectomia/enteroanastomose com uso do CB)
contendo seis animais cada. Os animais do GC receberam microinjecdes intramurais
de solucéo salina estéril 0,9%, os animais do GE foram submetidos a resseccéo
intestinal extensa e os animais do GECB foram submetidos também a resseccéo
intestinal extensa, porém, receberam microinjecbes intramurais de CB.
Posteriormente, foi realizada a andlise histopatolégica, histoquimica e
imunoistoquimica, para avaliacdo da populacéo de células neuroenddcrinas no jejuno
e ileo. Houve aumento significativo (p<0,05) na contagem de células serotoninérgicas
no GECB nos dois segmentos intestinais estudados e n&do houve alteracdo
significativa na populacéo de células caliciformes nos diferentes grupos. Os resultados
obtidos foram possiveis por meio da avaliacdo da marcacao especifica positiva para
PAS na histoquimica para as células caliciformes e Anticorpo anti-serotoninérgico na
imunoistoquimica para as células serotoninérgicas. Nas condicbes em que este
trabalho fora conduzido € possivel concluir que o tratamento com microinjecées
intramurais de CB 0,3% no ileo de ratos Wistar ndo foi suficiente para alterar a
populacéo de células caliciformes nos segmentos jejunais e ileais. Conclui-se também
gue o CB foi capaz de promover aumento da populacdo de células serotoninérgicas,
0 gque por sua vez, pode auxiliar no aumento das funcdes promovidas pela serotonina
no intestino, auxiliando no transito intestinal de pacientes com SIC.

Palavras-chave: células caliciformes, células serotoninérgicas, desnervacao

mientérica, intestino delgado, serotonina.
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INTRAMURAL MICROINJECTIONS OF BENZALCONIUM CHLORIDE IN SHORT
BOWEL SYNDROME IN WISTAR RATS AFTER EXTENDED ENTERECTOMY

ABSTRACT - Short bowel syndrome (SBS) represents a serious clinical condition
in medicine, characterized by deficient intestinal absorption of nutrients, caused by
extensive loss of the small intestine, culminating in high mortality rates in both
human and veterinary patients. The available treatments do not have, until then,
satisfactory results for the resolution of this important condition and consist of
palliative therapies. Several studies have shown that the intrinsic intestinal
denervation method, with the use of Benzalconium Chloride (BC), consists of
promising hope in the search for less invasive and effective therapies in the
treatment of SBS, allowing improvement in the post-surgical conditions and
prognosis of patients, by increasing the absorptive area of the intestine. The
objective of this work was to evaluate the population of neuroendocrine, callic and
serotonergic cells in SBS, in order to understand how myenteric destination with
0.3% BC in the ileum may influence the treatment of patients with SBS. 18 rats
were divided into three groups (CG - Control Group; EG-Enterectomy-
enteroanastomosis group and GEBC - Enterectomy/enteroanastomosis group
using BC) containing six animals each. The animals of the CG received intramural
microinjections of 0.9% sterile saline solution, the eg animals were submitted to
extensive intestinal resection and the GEBC animals were also submitted to
extensive intestinal resection, but received intramural microinjections of BC.
Subsequently, histopathological, histochemistry and immunohistochemical
analysis was performed to evaluate the population of neuroendocrine cells in the
jejunum and ileus. There was a significant increase (p<0.05) in the count of
serotonergic cells in the GEBC in the two intestinal segments studied and there
was no significant change in the population of goblet cells in the different groups.
The results obtained were possible by evaluating the specific positive marking for
SBP in histochemistry for the goblet cells and anti-serotonergic antibody in
immunohistochemistry for serotonin cells. Under the conditions in which this study
was conducted, it is possible to conclude that treatment with intramural
microinjections of 0.3% BC in the ileum of Wistar rats was not sufficient to alter the
population of goblet cells in the jejunal and ileasegments. It is also concluded that
it was able to promote an increase in the population of serotonergic cells, which in
turn can help in increasing the functions promoted by serotonin in the intestine,
assisting in the intestinal transit of patients with SIC.

Keywords: goblet cells, myenteric denervation, serotonergic cells, serotonin,

small intestine.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome do Intestino Curto (SIC) é uma condi¢cdo grave que ocorre em
pacientes humanos e veterinarios, em consequéncia as ressec¢fes extensas de
intestino delgado, provocando diminuicdo da absorgéo de nutrientes, incapacidade de
manter o equilibrio proteina-energia, fluidos, eletrélitos ou micronutrientes, resultando
na necessidade de suplementacao parenteral para prevenir déficits nutricionais ou de
hidratacdo, podendo levar o paciente ao 6bito em pouco tempo. Na pediatria humana,
esta condicdo pode estar associada a alteracdes congénitas ou adquiridas, ja em
pacientes veterinarios a maior incidéncia ocorre ao longo da vida, principalmente
devido a processos traumaticos ou obstrutivos, que podem ter como causa corpos
estranhos, neoplasias, volvulos ou intussuscepgao.

Nesse contexto, S&do inUmeras as pesquisas que visam a minimizar ou extinguir
esses efeitos, no intuito de instituir tratamentos ndo apenas paliativos, como é
comumente realizado (Vernon e Gergeson, 2001), mas que possam curar esses
pacientes. Ha décadas, diversos pesquisadores buscam terapia cirurgica eficaz,
contudo, pbde-se observar alta taxa de insucesso e inUmeras complicacbes pos-
operatorias decorrentes dos procedimentos realizados, impactando diretamente na
sobrevida desses pacientes.

O cloreto de benzalcénio (CB), por provocar desnervacao quimica intrinseca
do intestino e, como consequéncia, aumentar a area absortiva intestinal, surge como
possibilidade de tratamento. Alguns estudos iniciais ja mostram efeitos benéficos em
ratos (Garcia et al., 1999; Carvalho et al., 2006; Ribeiro et al., 2019), porém, ainda ha
necessidade de novos estudos a fim de compreender totalmente o mecanismo
envolvido nesse processo.

Diante disso, torna-se de suma importancia o investimento em pesquisas que
busquem possibilidades terapéuticas eficazes, devido a alta morbimortalidade que a
SIC provoca na medicina veterinaria e podendo chegar a taxas superiores a 80% na

pediatria humana se ndo adequadamente tratada (Marchini, et al., 1994). Até o
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presente momento, ndo existem terapias satisfatdrias capazes de minimizar as
complicagOes decorrentes da falha de absorcéo intestinal.

Os resultados obtidos nesse estudo apontam nova possibilidade na abordagem
terapéutica de pacientes com SIC (na medicina humana e na veterinaria). Portanto,
objetiva-se com esse trabalho avaliar a populacdo de células caliciformes e
serotoninérgicas na Sindrome do Intestino Curto, a fim de compreender de que
maneira a desnevacao mientérica com Cloreto de Benzalcénio 0,3% no ileo podera

influenciar no tratamento de pacientes portadores de SIC.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome Do Intestino Curto

A SIC compreende o conjunto de sinais e sintomas causados pela resseccao
extensa de uma porcéo intestinal, geralmente associada a remocdes de cerca de um
quinto de intestino delgado (Werf et al., 2015), no qual a por¢ao funcional restante &
inadequada para digerir e absorver os nutrientes entéricos necessarios para o
crescimento e desenvolvimento normais (Carvalho et al., 2006), conduzindo a ma
absorcao severa de nutrientes, secundaria a reducéo da area de superficie (Figueroa
et al.,, 1996). Representa condicdo clinica critica, podendo levar ao Obito por
desnutricdo grave que, se nao adequadamente tratada, repercute em taxas
significativas de morbidade e mortalidade em criancas (Wales et al., 2004; Squires et
al., 2012).

As causas desta sindrome em humanos incluem afeccdes congénitas e
adquiridas que resultam em perda de grandes areas de superficie de absor¢éo
intestinal (Tannuri, 2004; Werf et al., 2015), como em pacientes submetidos a correcéo
cirargica de atresia intestinal e enterocolite necrosante (Werf et al., 2015). Na medicina
veterinaria, as causas mais associadas a SIC sao trauma abdominal, isquemia
mesentérica, obstrucdes intestinais seguidas de necrose de alca e carcinoma
intestinal (Weser et al., 1976; Maegawa et al., 2005)

Segundo estudo epidemioldgico realizado nos Estados Unidos da América por

Pant et al. (2015), criancas portadoras da SIC apresentam elevado tempo de
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permanéncia em leitos hospitalares e altos custos de hospitalizagdo, sendo comum
apresentarem complicagbes associadas, como infec¢des (62%), anemia (29%) e
doenca hepética (17%), colaborando para taxa de mortalidade superior a 80% se nao
adequadamente tratada (Marchini, et al., 1994).

De forma compensatoria a extensa perda desta porgdo intestinal, o organismo
€ capaz de desenvolver meios adaptativos que consistem em aumentar a superficie
absortiva, por meio do aumento do comprimento e calibre da viscera (Figueroa et al.,
1996; Bianchi, 1997; Tannuri, 2004; Carvalho et al., 2006). Estas alteracées ocorrem
devido a maior taxa proliferativa, bem como hiperplasia das camadas musculares do
intestino delgado (Thompson e Edgar, 2001). No entanto, esta resposta adaptativa é
insuficiente, resultando em desnutricdo severa e perda de peso imensuraveis quando
a resseccao abrange grandes extensdes do intestino delgado (Vernon e Gergeson,
2001).

Pequenos segmentos remanescentes de intestino delgado, com extensdo de
15 cm ou 20 cm, séo passiveis de adaptacdo em longo prazo. Nas criangcas com
alguma extensdo de intestino delgado remanescente, verifica-se que ocorre
significativa dilatacdo deste intestino, como um fenémeno natural de adaptacéo
funcional (Tannuri, 2004). Segundo Haymond (1935), as resseccdes de até um terco
de intestino a funcdo deste mantinha-se normal. Com 50% de encurtamento do
intestino seria o limite superior de seguranca e as ressec¢des mais extensas que 50%
levariam a desnutricdo e morte.

Bianchi (1980) e Kim et al. (2003) descreveram técnicas cirurgicas para alongar
este segmento intestinal remanescente. No entanto, a pratica mostra que estes
procedimentos sdo complicados e ineficazes, pois ndo promovem aumento da area

de superficie de absorcéo de nutrientes (Tannuri, 2004).

2.2 Sistema Nervoso do Trato Gastrointestinal

O controle do sistema nervoso do trato gastrointestinal (TGI) € complexo e a
inervacao é formada por um componente extrinseco e outro intrinseco. A inervacao
extrinseca é representada pelos nervos simpaticos e parassimpaticos do sistema
nervoso autdbnomo (SNA) (Costa et al., 1980; Cisternas, 1999). A inervacéo intrinseca,

também denominada sistema nervoso entérico (SNE) (Khen et al., 2004), é composta
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por aproximadamente 5 x 108 neurdnios. Esta compreende neuronios sensitivos,
interneurdnios e neurdnios motores que sdo responsaveis pelo controle das funcdes
do trato digestorio (Costa et al., 1980; Rihl et al., 2004).

O SNE é totalmente independente do sistema nervoso central (SNC), uma vez
gue todos os elementos responsaveis pela motilidade intestinal, por exemplo, séo
exclusivos e pertencentes ao SNE (Furness et al., 2012). Este, ja descrito como
“cérebro do intestino”, coordena e regula as fung¢des do trato gastrointestinal (Jain et
al., 1987; Ramalho et al., 1993), atuando principalmente no controle da motilidade,
absorcéo, secrecdo, e fluxo sanguineo. Essas funcdes digestivas sédo reguladas por
uma rede neural complexa, que se localiza na parede de todo o trato gastrointestinal
(Furness, 2006; Alves et al., 2010).

As células do SNE estéo agrupadas em dois plexos nervosos ganglionados: (1)
o0 mientérico (Auerbach), localizado entre a camada circular interna e longitudinal
externa, responsavel pela regulacdo do musculo liso; (2) o submucoso (Meissner),
situado na submucosa exercendo funcéo de regulacdo do fluxo sanguineo, além da
liberacdo de secrecdes intestinais (Costa et al., 1980). Entretanto, Sanders e Smith
(1986) e Herman e Bass (1990), por meio de estudos farmacologicos, demonstraram
gue o plexo submucoso também participa da inervacdo da camada muscular interna.

O SNE contém mais de 30 neurotransmissores potenciais que podem afetar as
atividades dos neurénios entéricos, das camadas musculares e das células epiteliais.
Esses neurotransmissores possuem atividade consideravel sobre o sistema
imunologico. Atuam também nas atividades do SNE por meio da secrecao de varios
tipos de substancias, como por exemplo, a serotonina (Coura e Borges Pereira, 2012;
Vedovato et al., 2014).

E possivel identificar, por meio de andlise histolégica do ileo, a camada
mucosa, submucosa, muscular e serosa (Zanoni et al., 1998; Seyfert, 2003; Guyton e
Hall, 2006). Entre os estratos da camada muscular externa e interna, encontra-se o
plexo mientérico, formado por ganglios de formatos triangulares, poligonais e
alongados, além de feixes de fibras nervosas que os interconectam (Zanoni et al.,
1997; 1998; Seyfert, 2003). Os neurbnios do plexo mientérico, geralmente,
apresentam-se formando ganglios, entretanto neurbnios isolados também séo

observados em roedores (Gabella, 1987). Verifica-se também que os neurbnios néo
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se encontram distribuidos de forma homogénea em torno da parede do 6rgéo (Molinari
et al.2002). No ileo, junto a porcdo mesentérica, verificou-se a maior densidade
neuronal, em relacdo a porgcdo antimesentérica (Miranda-neto et al., 2001).

Os principais efeitos do plexo mientérico quando estimulado sdo o aumento do
ténus da parede intestinal, maior intensidade de contrac¢des ritmicas, discreto aumento
na frequéncia do ritmo de contracdo e maior velocidade de conducdo das ondas
excitatérias ao longo da parede intestinal, resultando em movimentos mais rapidos
nas ondas peristélticas (Guyton e Hall, 2006).

O plexo submucoso esta relacionado, principalmente, com o controle da funcéo
no interior da parede de cada segmento do intestino. Sinais sensitivos originam-se do
epitélio gastrointestinal e, a seguir, sdo integrados no plexo submucoso para ajudar a
controlar a secrecédo intestinal local, absorcdo e contracdo da camada muscular
interna (Guyton e Hall, 2006).

2.3 Ceélulas Neuroenddcrinas
2.3.1 Ceélulas Caliciformes

A mucosa gastrointestinal é revestida por uma camada de muco, cujas
principais funcdes séo a protecao e lubrificacdo, mas atua também como barreira de
difusdo entre o limen e o epitélio (Peppas e Sallin, 1996; Edwards, 1997). A camada
de muco formada desempenha também funcdes imunoldgicas, atuando na regulacao
de radicais livres e mantendo elevadas concentracdes de IgA e lisozima na superficie
epitelial (Atuma et al., 2001; Edsman e Hagerstrom, 2005).

As células caliciformes sao responsaveis pela producdo e manutencdo dessa
importante camada de muco e estédo presentes por toda extenséo do intestino delgado
e grosso, variando em numero nos diferentes segmentos, aumentando a medida que
se progride em direcdo aos segmentos mais caudais (Specian e Oliver, 1991; Cao,
2002; Wang e Dubois, 2004; Mello et al., 2012). O numero de células caliciformes,
indiretamente, reflete a capacidade de secrecdo de muco e a atividade das glandulas
intestinais (Glotzer et al., 1981; Keli et al., 1997).

Essas células sintetizam e secretam glicoproteinas de alto peso molecular,
conhecidas como mucinas, além de lipidios, eletrdlitos e 4gua, sendo que esta Ultima

contribui em 95% para o peso total (Specian e Oliver, 1991; Atuma et al., 2001,
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Accilli et al., 2004; Smart, 2005). As mucinas secretadas constituem parte significativa
da protecédo epitelial intestinal, formando um gel para manter a hidratacdo da
superficie e reduzir o estresse mecéanico (Allen e Flemstrom, 2005; Bevins e Salzman,
2011; Schneider et al., 2018).

Diferencas na quantidade de muco secretada, na proporcao dos constituintes
e na composicao das glicoproteinas tém sido encontradas em diferentes regides do
trato gastrointestinal (Atuma et al., 2001; Accilli et al., 2004; Smart, 2005).

A avaliacdo da presenca dessas células é possivel por meio da marcacéo
histoquimica de Periodic Acidific Schiff (PAS) (Elston e Ellis,1998).

2.3.2 Células Serotoninérgicas

As células enteroenddcrinas ou enterocromafins e 0s neurbnios
serotoninérgicos do sistema nervoso entérico sado responsaveis pela producéo de 95%
da serotonina corporal (Gershon, 2000; Gershon, 2004; Gershon e Tack, 2007). Estas
produzem e secretam muito mais serotonina em comparacdo aos neurénios
serotoninérgicos centrais ou periféricos. Desta forma, a serotonina secretada pelas
células enteroendocrinas podem ser liberadas para o lamen gastrointestinal
(Gronstard et al., 1985; Wingren et al., 1988) e para o sangue (Morrissey et al., 1977,
Tamir et al., 1985; Chen, et al., 2001).

A serotonina ou 5-Hidroxitriptamina (5-HT), juntamente com as catecolaminas
(adrenalina, noradrenalina e dopamina), compde 0 grupo de neurotransmissores,
sendo caracterizadas como moléculas sinalizadoras do TGI (Kim e Camilleri, 2000;
Coates et al.,, 2006; Gershon e Tack, 2007). O SNE desempenha papel singular,
podendo agir de maneira independente, mas também mantém sinapses com o SNC,
por meio do nervo vago. Por meio do “eixo intestino-cérebro”, tanto o SNC, quanto o
SNE podem influenciar na atividade um do outro. A 5-HT apresenta importante papel
na interacdo entre esses dois sistemas, participando da iniciagdo e propagacao dos
reflexos entéricos, regulacdo da motilidade, secrecéo intestinal e também na ativacéo
e conducdo da informacao ao SNC (Gershon, 2000; Gershon, 2004; Vedovato et al.,
2014).

No intestino, a serotonina € responsavel por estimular as contragdes

peristélticas e secretorias poés-prandiais, além de ativar 0s nervos sensoriais
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extrinsecos (Gersho e Tack, 2007). Esta diretamente envolvida na regulacéo do TGl,
porém sua participacdo na contracdo ou relaxamento muscular depende das
condicbes existentes. Segundo Sikander (2009), a presenca de serotonina
correlaciona-se com melhorias no controle da motilidade intestinal.

Essa substancia atua nos neurdnios colinérgicos, estimulando a contracdo da
musculatura lisa intestinal, ou, por meio da ativagcdo de neur6nios inibitorios,
estimulado o relaxamento do muasculo liso intestinal. Por ser uma molécula
sinalizadora, quando ha aumento da pressao intraluminal, as células neuroenddcrinas
liberam 5-HT, estimulando as fibras nervosas aferentes vagais e entéricas, iniciando

assim o peristaltismo (Sikander, 2009).

2.4 Desnervacao Mientérica com Cloreto de Benzalc6nio (CB)

O CB é um potente detergente catibnico com propriedades bactericidas. E
amplamente utilizado como antisséptico cirurgico. Aléem disso, o CB é também
surfactante, e possui capacidade de reduzir a tensdo superficial da agua (Gabella,
1989). A aplicacao local do CB provoca desnervacédo intrinseca quimica do intestino
(Garcia et al., 1999; Carvalho et al., 2006).

O método de desnervacéao intestinal consiste em promissora esperanca neste
sentido (Santer e Baker, 1988; Carvalho et al., 2006). Garcia et al. (1999), observaram
gue a desnervacéao ileal pelo CB 0,3%, por meio de aplicacdo local na serosa
intestinal, provoca dilatacédo da alca, induzindo megaileo com aumento da superficie
absortiva, permitindo com isso melhora nas condi¢des pos-cirurgicas e ganho de peso
em ratos com SIC. Em estudo experimental com ratos conduzido por Carvalho et al.
(2006), foi relatado que a desnervacdo jejunal associada a ressecc¢ao intestinal
extensa mostrou-se eficaz em provocar resposta hiperplasica da mucosa,
promovendo aumento da superficie de absorcéo e, consequentemente, do peso dos
animais. O CB é uma substancia seletiva para neurdnios mientéricos, entretanto, os
mecanismos pelos quais ele exerce essa seletividade sao desconhecidos (Sakata et
al., 1979; Fox et al., 1983).

Ramalho et al. (1994) observaram que a aplicacdo da solucdo de CB 0,3% no
jejuno de ratos resultou em intensa desnervacao do plexo mientérico em todos o0s

segmentos intestinais tratados. Também foi observado por Sato et al. (1978) e Sakata
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et al. (1979), que a exposicdo da serosa de reto e célon de ratos a solugdo de CB
destruia os ganglios do plexo mientérico, ndo afetando o numero de neurénios do
plexo submucoso. Com estes achados, diversos trabalhos foram realizados com o
objetivo de estudar as propriedades mecanicas da musculatura desnervada,
hiperplasia epitelial, atividade mielétrica e proliferacdo da musculatura propria do
intestino desnervado (Ramalho et al., 1994).

Ribeiro et al. (2019) sugeriram novo modelo experimental de desnervagao
intrinseca em ileo de ratos Wistar por meio de microinjecdes intramurais de cloreto de
benzalcénio 0,3% e concluiram que a técnica foi eficaz, promovendo lesdo neuronal
por estresse oxidativo com inicio em 24 horas e apoptose neuronal a partir de 48 horas
apos as aplicacgoes.

A desnervacéao pelo CB também promove hipertrofia e hiperplasia da camada
muscular lisa (Fox et al., 1983), bem como da mucosa intestinal, com um aumento
significativo na taxa de producao das células das criptas (Zucoloto et al., 1991). Ainda,
provoca alteracdes na proliferacdo de células epiteliais, no indice de marcacéao
positiva para PCNA (Buttow et al., 2003) e aumento na quantidade de fibras colagenas
e elasticas em modelo de megaileo experimental (Borges et al., 2008).

A destruicdo dos neurbnios mientéricos por acdo do CB no jejuno de ratos
rompe o ritmo elétrico basico, mas ndo a propagacdo do plexo mientérico,
promovendo funcdo moduladora na geracdo e propagacdo do ritmo elétrico basico
(Fox e Bass, 1984).

A aplicacao desta substancia na serosa do célon de ratos provoca aumento na
espessura das camadas muscular longitudinal e circular, bem como do epitélio da
mucosa, causada principalmente por hiperplasia e discreta hipertrofia celular (Oliveira
e Velludo, 1990; Holle, 1991; Zucoloto et al.,1997). See et al. (1992), descrevem
aumento de peso da mucosa intestinal, devido ao aumento dos vilos e criptas mais
profundas, 45 dias apos o tratamento com CB.

Carvalho et al. (2006), observaram que a desnervacdao mientérica do jejuno
pelo CB associada a ressecc¢ao intestinal extensa acarreta melhora do ganho ponderal
de peso dos animais, uma vez que ao final do periodo experimental os animais
submetidos a resseccao intestinal e desnervacéo intrinseca do jejuno apresentaram

peso corporal significativamente maior do que aqueles animais submetidos somente
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a resseccao intestinal extensa. Este resultado ficou aquém do observado em trabalho
anterior, quando desnervaram o ileo ao invés do jejuno em associacdo a resseccao
intestinal extensa (Garcia et al., 1999). N&o existe até o momento explicacao definitiva
sobre este aspecto, porém € possivel que a resposta adaptativa do jejuno seja menor
que do ileo do ponto de vista funcional, sendo necesséarios outros estudos para
esclarecer esta possibilidade (Carvalho et al., 2006).

As solugbes aquosas de CB em concentracdes elevadas (10% ou mais) séo
irritantes para a pele, podendo provocar lesbes cutaneas erosivas com necrose
profunda. Concentracdes baixas (0,1 a 0,5%) podem causar irritacdo em conjuntiva e
em membranas mucosas (Gosselin et al., 1984; AMA, 1991; Rowe et al., 2009). Marks
e De Leo (1992) relatam a necessidade de cautela ao utilizar esta substancia em
cavidades corporais. Fox, Epstein e Bass (1983) descrevem que baixas
concentragcdes de CB nao danificam a camada muscular lisa intestinal, enquanto que
maiores concentracdes podem romper as camadas musculares e causar inflamacéao
e perfuracédo intestinal.

Gerardi-Filho et al. (2003) em estudo comparativo do efeito do CB, em
diferentes solventes, aplicados sobre o colon de ratos, observaram que o CB diluido
em alcool a 70% € mais lesivo ao tecido entérico que quando diluido em solucéo salina
0,9%.

Complicacdes relacionadas ao uso do CB, por meio de aplicacdo local na
serosa do intestino, podem ser observadas pela ocorréncia de aderéncia de alcas
intestinais proximo ao local de aplicacdo (Gerardi-Filho et al., 2003).

Nesse contexto, muitos trabalhos tém demonstrado que a aplicacdo de CB
provoca desnervacéo intrinseca do segmento tratado (Sakata et al., 1979; Fox et al.,
1983; See et al., 1992; Ramalho et al., 1993; Cracco e Filogamo, 1997; Zucoloto et
al., 1997; Carvalho et al., 2006; Ribeiro et al.,2019).

Mediante isso, a hip6tese deste estudo é de que a desnervacdo com CB 0,3%
intestinal pode promover alteracbes na populacdo de células neuroenddcrinas e,
consequentemente, nos mecanismos referentes a manutencao fisiolégica do trato
gastrointestinal de pacientes portadores de SIC. A presenca de células caliciformes e
serotoninégicas em quantidade ideal sdo fundamentais para a manutencdo das

funcgdes fisioldgicas do intestino delgado.
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Com base nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
populacdo de células caliciformes e serotoninérgicas em pacientes portadores de SIC
com e sem desnervagdo por microinjecdes intramurais de CB 0,3% no ileo

remanescente.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" - Unesp - Campus de Jaboticabal - SP.
Executado de acordo com as normas exigidas pelo CONCEA (Conselho Nacional de

Controle de Experimentacao Animal). Protocolo n°016529/17.

3.2 Animais

Foram utilizados 18 ratos Wistar (Ratus norvegicus, variacdo albinus), nao
isogénicos, machos, com peso vivo variando entre 350 e 450g, fisicamente higidos,
provenientes do biotério central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da
Universidade de Séo Paulo (FMRP-USP). Os animais foram mantidos em biotério da
mesma instituicdo, em condi¢cdes de temperatura ambiente constante e ciclo noite-dia
de 12 horas, apés periodo de adaptacdo. Foram alojados trés animais por caixa,
sendo estas de polipropileno com grade de aco cromado e cama de maravalha. Os
animais foram alimentados com racdo comercial apropriada para a espécie e agua
fresca e filtrada oferecidos a vontade.

Os 18 animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais,
GC (Grupo Controle), GE (Grupo Enterectomia/enteroanastomose) e GECB (Grupo

enterectomia/enteroanastomose com uso do CB), contendo seis animais cada.

3.3 Procedimento Anestésico

Os animais foram submetidos a jejum alimentar de seis horas antes do

procedimento cirdrgico. O protocolo anestésico utilizado foi padronizado de forma a
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utilizar os farmacos de mesma marca e lote em todos os grupos. Sendo este
constituido por cetamina 100 mg/mL?! (40 mg/kg/Intramuscular (IM)), xilazina 2%? (8
mg/kg/IM), acepromazina 1%?2 (4 mg/kg/IM). No pds-operatério imediato foi realizada
aplicacdo de dipirona 500 mg/ml* (50 mg/kg/Subcutaneo (SC)).

3.4 Procedimento Cirurgico

3.4.1 Grupo Controle (GC) - Animais submetidos a microinje¢cfes intramurais
de solucéo salina estéril 0,9%°

A técnica cirlrgia adotada seguiu o protocolo proposto por Ribeiro et al. (2019).
Ap6és tricotomia e antissepsia da regiao abdominal, foi realizada laparotomia mediana
ventral e posterior exposi¢cdo e exteriorizacdo do segmento ileal (Figura 1A). Apés
exteriorizacdo do segmento ileal, os animais do grupo GC foram submetidos a
microinjecGes intramurais com utilizacdo de seringa de 1 mL® e agulha’ de dimensées
13 mm x 0,45 mm, em 5 cm de comprimento do segmento ileal, iniciando a partir da
valvula ileo-ceco-cdlica, com solucao salina 0,9% (Figura 1B). As aplicacbes foram
distribuidas em dez microinjecbes em formato de espinha de peixe, sendo estas
distribuidas em cinco microinjecdes na lateral direita e cinco na lateral esquerda do
ileo, na borda antimesentérica em direcdo a borda mesentérica (Figura 2). O

procedimento de laparorrafia seguiu 0 proposto por Ribeiro et al. (2019).

1 Cetamin 10% - Syntec, Hortolandia-SP

2 Xilazina 2% - Syntec, Hortolancia-SP

2 Acepram 1% - Vetnil, Louveira-SP

3 Analgex — Agener, S&o Paulo-SP

5 Solugao Salina Estéril 0,9% - Eurofarma, S&o Paulo-SP
6 Seringa SR 1 mL — Saldanha Rodrigues — Manaus, AM
7 Agulha SR — Saldanha Rodrigues — Manaus, AM
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Figura 1. Imagens de procedimento cirdrgico para realizagédo de microinjecdes intramurais de solucéo

salina estéril 0,9% em ratos Wistar. Em A, exposicédo e exteriorizacdo do segmento ileal
(seta). Em B, microinje¢Ges na camada muscular nos 5 cm aborais do segmento ileal (seta).
Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP — FMRP, 2018.

Fonte: Ribeiro et al. (2019).

Borda antimesentérica

Lateral esquerda
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Lateral direita mesentérica

Figura 2. Desenho esquematico das microinje¢cfes intramurais aplicadas no segmento
ileal de ratos no aspecto dorso-ventral. Realizadas dez microinje¢des em formato
de espinha de peixe, sendo estas distribuidas em cinco microinje¢des na lateral
direita e cinco na lateral esquerda do ileo, na borda antimesentérica em direcao
a borda mesentérica. RIBEIRO et al. (2019).

enterectomia extensa e enteroanastomose.

3.4.2 Grupo Enterectomia e enteroanastomose (GE) - Animais submetidos a
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Apds tricotomia e antissepsia da regido abdominal, foi realizada laparotomia
mediana ventral e posterior exposicdo e exteriorizagdo dos segmentos intestinais:
duodeno, jejuno e ileo (Figura 3A). Ato continuo, foi realizada ligadura das artérias
mesentéricas com nylon 5-0 da area ser removida (Figura 3B). Posteriormente,
realizou-se a enterectomia de 80% do intestino delgado, ressecando o segmento
jejunal (Figura 3C), com auxilio de clamps intestinais para evitar o extravasamento de
conteudo fecal. Em seguida, foi realizada a enteroanastomose termino-terminal do
jejuno remanente ao ileo por meio de sutura simples continua, abrangendo todas as
camadas da parede intestinal, em um Unico plano, realizado em cada borda lateral do
seguimento a ser suturado (Figura 3D). Para isso, foi utilizado fio nylon 6-0. O teste
de integridade da sutura foi realizado para garantir o ndo extravasamento de
conteudo. Apés, foi realizada lavagem abundante do sitio cirirgico com solugéo
fisiologica 0,9% e omentalizacdo da enteroanastomose. A laparorrafia foi realizada
com nylon 4-08, padrao de sutura “Sultan” na musculatura. Para o subcutaneo foi
utilizado nylon 4-0, padréao de sutura simples continua e para sintese da pele utilizou-

se nylon 4-0, padréo ponto simples separado.

8 Nylon 4-0 — Shalon, Goiania-GO
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Figura 3. Imagens de procedimento cirdrgico para realizagdo de enterectomia de 80% do
intestino delgado e enteroanastomose termino-terminal em ratos Wistar. Em A,
exposi¢do e exteriorizagdo de todo o intestino delgado. Em B, ligadura da
artéria mesentérica (seta). Em C, resseccdo de 80% do segmento jejunal
(seta). Em D, anastomose termino-terminal do jejuno remanescente com o ileo
(seta). Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
2018.

3.4.3 Grupo Enterectomia e enteroanastomose com cloreto de benzalcdnio
0,3%° (GECB) - Animais submetidos a enterectomia extensa e
enteroanastomose e microinjecdes intramurais de CB.

Os animais do GECB foram submetidos ao mesmo procedimento do GE,
exceto pela aplicagcdo por microinje¢cdes de CB 0,3% nos 5 cm de comprimento do
segmento ileal, iniciando a partir da valvula ileo-ceco-cdlica, apos a realizacédo da
enteroanastomose (Figuras 4A e 4B). A aplicacéo de CB seguiu 0s principios e técnica
utilizada por Ribeiro et al. (2019). A solucéo de CB foi previamente preparada e diluida
em concentracao 0,3% no dia do procedimento e armazenada em recipiente estéril e
aplicada da mesma maneira que no GC. Apo0s este procedimento, este segmento ileal
foi submetido a lavagem com aplicacéao profusa de solucéo salina 0,9%, com auxilio
de uma seringa de 10 mL'° e reposicionado em seu local anatémico. A laparorrafia foi

realizada da mesma maneira que no GC e GE.

Figura 4. Imagens de procedimento cirlrgico de enterectomia de 80% do intestino delgado e
enteroanastomose termino-terminal em ratos Wistar. Em A, anastomose término-
terminal do jejuno remanescente com o ileo (seta). Em B, microinje¢fes de CB 0,3%
intramural no ileo. Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, USP — FMRP, 2018.

9 Cloreto de Benzalconio - Sigma-Aldrich Brasil Ltda. — Sdo Paulo, SP
10 Seringa SR 10 mL — Saldanha Rodrigues — Manaus, AM
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3.5 Avaliagéo indireta do estado nutricional

Para avaliacdo indireta do estado nutricional, os pesos dos animais foram
verificados no dia do procedimento cirtrgico e ao final do experimento, com 30 dias

de poOs-operatorio.

3.6 Poés-operatorio e Eutanésia

O manejo pos-operatério foi realizado da mesma forma tanto para os animais
do GC, quanto para os animais do GE E GEBC, com o objetivo de manté-los nas
mesmas condi¢des de manejo e estresse, visando minimizar a0 maximo as variaveis
ambientais.

No pés-operatorio todos os animais receberam dipirona e enrofloxacina, ambos
a cada 12 horas, pela via subcutdnea, nas doses de 50mg/kg e 5mg/kg,
respectivamente. Foram alojados em suas respectivas gaiolas, trés animais por caixa,
devidamente forradas com maravalha. Alimento e agua foram oferecidos a vontade,
apos jejum de seis horas no pos-operatério imediato. Os animais foram observados e
mantidos em tais condicbes até a eutanasia programada, com 30 dias de pos-
operatorio. Os roedores foram colocados um a um em caixa transparente,
hermeticamente fechada, contendo algoddo embebido com isofluorano em
sobredose. A movimentacdo dos animais foi observada e, a seguir, pela auséncia de

reflexo corneal e batimentos cardiacos foi confirmado o 6bito.

Apés o Obito, iniciou-se a coleta de material para avaliacdo histopatoldgica e

imuno-histoquimica.

3.7 Coleta e processamento do material para andlise microscopica

Apés eutanasia foi realizada necropsia de todos os animais. Foram coletadas
amostras do jejuno e ileo. Essas estruturas foram localizadas, exteriorizadas,
removidas e cuidadosamente estendidas em uma placa de vidro para realizacao dos
cortes transversais em anéis. As amostras foram entdo armazenadas em cassetes,
previamente identificados, que foram imediatamente imersos em solucdo de formol a
10% para fixagdo do material por um periodo de 48 horas. Depois de fixadas foram

submetidas a desidratacdo através de submersdo em crescentes concentragdes de
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alcoois. Os materiais foram, entdo, submetidos a banhos de xilol 100% para que
ocorresse sua diafanizacdo. As amostras processadas foram incluidas em parafina
para a realizacdo dos cortes histolégicos para confec¢cédo das laminas. Através de um
micrétomo rotativo, os blocos de parafina contendo as amostras de jejuno e ileo foram
cortados a uma espessura de 4 pm (micrémetros), aderidos as laminas silanizadas e
levados a estufa aquecida a 60°C para otimizacao da adesdo do material na lamina.
As laminas foram desparafinizadas e hidratadas anteriormente a técnica de
imunoistoquimica ou coloracdo PAS para analise histoquimica ou H&E para anélise
histopatolégica, PAS para morfometria das células caliciformes, e anticorpo anti-

serotoninérigicos para avaliacdo das células serotoninérgicas.

3.7.1 Avaliacao Histopatoldgica

ApOs processamento das laminas, coradas por H&E, foi realizada avaliagdo
histolégica da parede do jejuno e do ileo e descartar presenca de lesdes teciduais.

3.7.2 Avaliacao Histoquimica

Apbs processamento das laminas, coradas com PAS /Alcian Blue, foi realizada
a avaliacdo quantitativa das células caliciformes. A contagem celular foi realizada

sempre pelo mesmo patologista.

3.7.3 Avaliacao Imunoistoquimica

Apés processamento das laminas, foi realizado o estudo quantitativo das
células neuroenddcrinas serotoninérgicas por imunomarcacao predominantemente
citoplasmatica de anticorpo-antiserotoninérgico. A contagem celular foi realizada

sempre pelo mesmo patologista.

3.7.4 Reacdes Imunoistoquimicas

Para processamento da técnica, foram realizados cortes transversais
histolégicos dos segmentos de jejuno e ileo. Para a marcacéo dos cortes histolégicos,
estes foram aderidos em Ilaminas silanizadas, desparafinizados em xilol e hidratados

em concentracdes decrescentes de etanol até agua. A recuperacdo antigénica foi
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realizada em tampao citrato pH 6,0 (em panela de vapor) por 20 minutos. Para inibir
reacdes com peroxidases teciduais, perdxido de hidrogénio a 3% foi adicionado sobre
as laminas. Para a realiza¢do do bloqueio de ligacdes teciduais inespecificas — o que
poderia causar marcacao inespecifica, utilizou-se soro normal de cavalo diluido em
solucao-tampéo de fosfato (PBS) pH 7,4 (PBS), em uma concentracéo de 10%. Entre
cada etapa as laminas foram lavadas 3 vezes com PBS para evitar formacgédo de
precipitados.

A incubacdo dos cortes com o anticorpo primario, anti-serotonina, Novocastra
(NCL-SEROTp, Rabbit Polyclonal), foi realizada em camara umida e escura, “over
night”, na diluicdo 1/100. Apés lavagem, as laminas foram incubadas com anticorpo
secundario biotinilado durante 30 minutos e, apds nova lavagem, foram incubadas
com polimero conjugado também por 30 minutos. Para revelacdo, as laminas
receberam solugao reagente contendo o cromégeno DAB (3,3’- diaminobenzidina),
durante 1 a 3 minutos, até o aparecimento de precipitado de coloracdo marrom —
atribuida a reducéo do DAB pela reacédo. Todos os reagentes sédo disponibilizados
com PicTureTM Max PolymerDetection Kit (Invitrogen). As laminas foram contra-
coradas com Hematoxilina de Harris diluida por cerca de 1 minuto e desidratadas e

diafanizadas novamente. Para montagem das laminas, utilizou-se Entelan.

3.8 Analise Estatistica

Foi utilizado o programa GraphPad PRISM® 6 para Windows, Verséo 6.01. Os
resultados das contagens de células caliciformes e serotoninérgicas serao
apresentados como média + desvio padréo. A comparacao da média amostral foi feita
entre os grupos GC, GE e GEBC nos segmentos jejunal e ileal. Para isso, foi realizado
o teste ANOVA nédo paramétrico, com nivel de significancia estabelecido em p<0,05.
A comparacao dos pesos dos animais foi feita entre os grupos GC, GE e GEBC por
meio de teste ndo paramétrico Mann Whitney, com nivel de significancia estabelecido

em p<0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Muitos estudos demonstram que a aplicacdo de CB provoca desnervacao
intrinseca do segmento tratado (Sakata et al., 1979; Fox et al., 1983; See et al., 1992;
Ramalho et al., 1993; Cracco e Filogamo, 1997; Zucoloto et al., 1997; Carvalho et al.,
2006; Ribeiro et al.,2019), podendo promover alteracdes na populacdo de células
neuroenddcrinas e, consequentemente, nos mecanismos referentes a manutencao
fisiolégica do trato gastrointestinal.

Mediante isso, a hipétese deste estudo € de que a desnervagdo com CB 0,3%
intestinal possa promover alteracdes na populacdo de células neuroenddcrinas e,
consequentemente, nos mecanismos referentes a manutencédo fisiolégica do trato
gastrointestinal de pacientes portadores de SIC. Com base nesse contexto,
apresentamos o estudo da populacao de células caliciformes e serotoninérgicas em
pacientes portadores de SIC experimental com e sem desnervagao por microinjecdes

intramurais de CB 0,3% no ileo remanescente.

4.1 Avaliacao do estado nutricional

Os animais dos grupos GC e GECB ao final do experimento, observou-se
ganho ponderal semelhante, havendo manutencdo do peso desses animais. Porém,
o0 GE apresentou perda de peso estatisticamente significante quando comparado aos
grupos GC e GECB (Tabela 1).

Tabela 1. Peso corporal e ganho ponderal dos animais durante o periodo
experimental. Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
USP — FMRP, 2020.

Peso Inicial (g) Peso Final (g) Ganho Ponderal (g)

GC 308+ 22 330+ 18 2+4
GE 312 +13 271 + 69 ** 41+56
GECB 311+ 26 329 +37 * 18 +11
GC - Grupo Controle; GE - Grupo Enterectomia/Enteroanastomose; GECB - Grupo

Enterectomia/Enteroanastomose com CB.
* O teste estatistico de Mann Whitney resultou em p<0,01 (estatisticamente significativo),
guando comparado o GECB ao GE.
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** O teste estatistico de Mann Whitney resultou em p<0,01 (estatisticamente significativo),
guando comparado o GE aos demais grupos.

Os animais do grupo GE apresentaram perda de peso apds 30 dias de poés-
operatério, demostrando os efeitos da ma absorc¢édo intestinal causada pela sindrome
do intestino curto. No grupo GECB foi possivel observar que a desnervacdo mientérica
com CB 0,3% no ileo teve impacto no peso final dos animais quando comparado com
o grupo GE. Entretanto, quando comparados os grupos GC ao GECB nao houve
diferenca estatisticamente significante. Com esses achados, pode-se evidenciar que
a acado do CB 0,3% pode favorecer os pacientes submetidos a extensa resseccao
intestinal (GECB), porém, néo foi suficiente para aumentar o ganho de peso e propiciar
reversao completa do quadro de sindrome do intestino curto. Estes dados ficaram
agquém daqueles observados por Garcia et al., (1999) e por Carvalho et al., (2006) na
desnervacéao do jejuno, ao invés do ileo.

Segundo Garcia et al., (1999), a desnervacdo mientérica provoca aumento da
area das camadas mucosa e muscular, bem como do diametro do jejuno. Trata-se,
portanto, de uma acentuacdo da resposta hiperplasica da mucosa jejunal como
consequéncia da resseccéao intestinal, resposta semelhante a da parede ileal foi

observada por Carvalho et al., (2006).

4.2 Contagem de células caliciformes entre os diferentes grupos no jejuno e
ileo.

Para contagem de células caliciformes, foi utilizada a coloracao histoquimica
de PAS, nos segmentos jejunais e ileais entre os diferentes grupos: GC, GE e GECB.
Tal método de quantificacdo é sugerido também por Elston e Ellis (1998).

A média do nimero de células caliciformes néo apresentou diferenca estatistica
significante entre os grupos GC, GE e GECB tanto no jejuno, quanto no ileo (Tabela
1 e Figura 6). Observa-se que 0s animais do GECB apresentaram diminuicdo no
namero dessas células nos dois segmentos intestinais estudados, porém, nao

apresentaram diferenca significante (Tabela 2 e Figuras 5, 6E e 6F).
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Tabela 2. Células caliciformes coradas pelo marcador histoquimico PAS nos
segmentos jejunais e ileais de ratos Wistar nos diferentes grupos estudados.
Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP — FMRP,
2020.

Significancia

GC GE GECB
(p=)
12,67 +£ 0,82 13,00 +£1,10 8,17 +1,17 0,732
5,50 +1,22 6,67 + 1,63 3,50 +1,05 0,622

GC - Grupo Controle; GE - Grupo Enterectomia/Enteroanastomose; GECB - Grupo
Enterectomia/Enteroanastomose com CB.
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Figura 5. Comparacdo da contagem caliciformes nos diferentes segmentos intestinais entre os
diferentes grupos. Em A, comparac¢éo entre os grupos GC, GE e GECB no jejuno. Em B,
comparacao entre os grupos GC, GE e GECB no ileo. GC — Grupo Controle; GE — Grupo
Enterectomia/Enteroanastomose; GECB - Grupo Enterectomia/Enteroanastomose com CB.
Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP — FMRP, 2020.

O nuamero de células caliciformes, indiretamente, reflete a capacidade de
secrecdo de muco e a atividade das glandulas intestinais (Glotzer et al., 1981; Keli et
al., 1997). As células caliciformes s&o responsaveis também pela produgédo e
manutencdo da camada de muco e estdo presentes por toda extensdo do intestino

delgado e grosso. (Specian e Oliver, 1991; Cao, 2002; Wang e Dubois, 2004; Mello et
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al., 2012). Sao fundamentais para protecéo, lubrificacdo e desempenho de fungbes
imunologicas da superficie epitelial intestinal (Peppas e Sallin, 1996; Edwards, 1997;
Atuma et al., 2001; Edsman e Hagerstrom, 2005).

O muco possui, ainda, propriedades bactericidas, pois reduz a populagao
bacteriana em contato direto com a superficie epitelial, dificultando a translocacao
para o meio interno (Corfield et al., 2000; Finnie et al., 1995; Gaudier et al., 2009;
Hoebler et al., 2006). Anormalidades na secrecdo, composicdo e padrdo de
distribuicdo das mucinas nas criptas intestinais vém sendo demonstradas em diversas
doencas inflamatérias que acometem o intestino (Filipe, 1969).

Nesse contexto, a preservacdo das células caliciformes e a qualidade da
producdo de muco, sao fatores essenciais para a manutencdo de suas func¢des no
trato intestinal.

No presente estudo, a desnervacao ileal por CB 0,3% néo foi suficiente para
provocar alteracdo estatisticamente significante na populacdo dessas células em
nenhum dos grupos estudados. Tal resultado sugere que o método € seguro no que
tange a ndo destruicdo de ceélulas fundamentais para manutencdo das funcoes

intestinais.
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Figura 6. Fotomicrografias histoquimica da porcéo intestinal estudada, aumento de 200x. Em A, Ce E
estudo dos segmentos jejunais e B, D e F estudo dos segmentos ileais. Em A (GC jejunal)
observa-se moderada marcacgéo de PAS nas células calicifomes (setas). Em B (GC ileal), em
C (GEjejunal), em D (GE ileal), em E (GEBC jejunal) e F (GECB ileal) observa-se padrdes de
marcacgdo de PAS nas células caliciformes semelhantes entre si (setas). Departamento de
Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP — FMRP, 2020.
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4.3 Contagem de células serotoninérgicas entre os diferentes grupos no jejuno
e ileo.

Para contagem das células serotoninérgicas, foi realizada analise quantitativa
por meio da imunomarcacdo com anticorpo anti-serotoninérgico nos segmentos
jejunais e ileais entre os diferentes grupos: GC, GE e GECB.

Os GC e GE apresentaram baixa marcagao positiva para serotonina na mucosa
do jejuno e ileo. Em contrapartida, o GECB apresentou intensa marca¢ao positiva
para serotonina, demonstrando aumento das células serotoninérgicas no tecido apés
resseccao intestinal extensa e desnervagédo do ileo com CB. (Tabela 3 e Figuras 7,
8E e 8F).

Tabela 3. Imunomarcacdo do anticorpo anti-serotoninérgico nas células
serotoninérgicas dos segmentos jejunais e ileais de ratos Wistar nos diferentes
grupos estudados. Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, USP — FMRP, 2020.

Significanc

GC GE GECB _

ia (p=)
0,12 + 0,04 0,25+ 0,08 1,20 £ 0,20 <0,0001 *
0,27 +0,18 0,20 0,09 3,28 £ 0,52 <0,0016 *

* Nivel de significancia p < 0,05

GC - Grupo Controle; GE - Grupo Enterectomia/Enteroanastomose; GECB - Grupo
Enterectomia/Enteroanastomose com CB.
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Células serotoninérgicas no jejuno Células serotoninérgicas no ileo
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* Nivel de significancia p < 0,05.

Figura 7. Comparacao da contagem de células serotoninérgicas nos diferentes segmentos intestinais
entre os diferentes grupos. Em A, comparacao entre os grupos GC, GE e GECB no jejuno.
Em B, comparacdo entre os grupos GC, GE e GECB no ileo. GC — Grupo Controle; GE —
Grupo Enterectomia/Enteroanastomose; GECB - Grupo Enterectomia/Enteroanastomose
com CB. Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP —
FMRP, 2020.

A serotonina apresenta-se como importante neurotransmissor envolvido na
interacdo entre o SNE o SNC, essencial na regulacdo da sensacédo de motilidade e
secrecdo intestinal e também atua na ativacdo e conducéo da informacédo ao SNC
(Gershon, 2000; Gershon, 2004; Vedovato et al., 2014).

Essa substancia atua nos neurdnios colinérgicos, estimulando a contracao da
musculatura lisa intestinal, ou, por meio da ativacdo de neurdnios inibitorios,
estimulando o relaxamento do mdusculo liso intestinal. Por ser uma molécula
sinalizadora, quando ha aumento da pressao intraluminal, as células neuroenddcrinas
liberam 5-HT, estimulando as fibras nervosas aferentes vagais e entéricas, iniciando
assim o peristaltismo (Sikander, 2009), sendo este mecanismo essencial para o
funcionamento saudavel do trato gastrointestinal.

Pacientes portadores de SIC podem apresentar reducdo importante do
segmento intestinal e, consequentemente, em suas funcdes (Figueroa et al., 1996;
Carvalho et al., 2006; Werf et al., 2015). No presente estudo, foi observado aumento
significativo das células serotoninérgicas apdés desnervacao ileal com CB 0,3%.
Sugere-se que, com 0 aumento da populacéo dessas células, podera ocorrer aumento

da serotonina na mucosa intestinal, portanto, podendo auxiliar nas funcdes
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promovidas por elas, favorecendo o peristaltismo intestinal. Esse fato, corrobora
Sikander (2009), o qual aponta que a presenca de serotonina se correlaciona com
melhorias no controle da motilidade intestinal.

Figura 8. Fotomicrografias imuno-histoquimica da por¢éo intestinal estudada, aumento de 200x. Em A,
C e E estudo dos segmentos jejunais e B, D e F estudo dos segmentos ileais. Em A (GC
jejunal) e B (GC ileal), observa-se discreta imunomarcacao citoplasmatica do anticorpo anti-
serotoninérgico em células serotoninérgicas (setas). Em C (GE jejunal) e D (GE ileal) observa-
se discreta a moderada imunomarcacao citoplasmatica do anticorpo anti-serotoninérgico em
células serotoninérgicas (setas). Em E (GEBC jejunal) e F (GECB ileal) observa-se intensa
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imunomarcacao citoplasmatica do anticorpo anti-serotoninérgico em células serotoninérgicas
(setas). Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP — FMRP,
2020.

5 CONCLUSAO

Nas condi¢cdes em que este trabalho fora conduzido é possivel concluir que o
tratamento com microinje¢8es intramurais de CB 0,3% no ileo de ratos Wistar acarreta
manutenc¢ao do peso dos animais submetidos a resseccao intestinal extensa. Conclui-
se também que a desnervacdo nao é suficiente para alterar a populacédo de células
caliciformes nos segmentos jejunais e ileais. Entretanto, foi capaz de promover
aumento da populacdo de células serotoninérgicas, o que por sua vez, pode auxiliar
no aumento das fungcbes promovidas pela serotonina no intestino, auxiliando no

transito intestinal de pacientes com SIC.
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