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RESUMO

O presente estudo visou a determinar a melhor concentracio de acido acético
a ser utilizado por via retal para se obter uma colite difusa que permitisse servir
de modelo experimental. Foi também seu objetivo comparar as observagdes macros-
coépica e histoldgica obtidas pela indugdo da colite com o acido acético a 10%, estudando
estatisticamente a diferenca entre elas. Este estudo foi dividido em 2 experimentos.
No experimento | foi utilizado o acido acético nas concentragtes de 10, 25, 35 e 50%
em 40 ratos. A severidade das lesdes esteve relacionada com a concentracdo do acido
utilizado. Os ratos com colite difusa induzida com &cido acético a 50%, morreram
todos no final de 7 dias. A taxa de mortalidade diminuiu @ medida que foi reduzida
a concentracido do acido.

Basicamente, a colite induzida pelo acido acético é um processo inflamatério
e necrotizante difuso, agudo, auto-limitado com tendéncia a cura espontanea.

O exame endoscépico foi utilizado para determinar a presenga e a severidade
das lesdes.

Do ponto de vista macroscépico, ndo houve diferenga entre as concentragdes
do acido acético a 25, 35 e 50%. Todas as lesGes foram graves, com megacélon téxico
e/ou perfuragoes (grau V). O exame histolégico mostrou lesdes também graves (grau
VI). Na concentracdo do 4cido acético a 10%, as lesGes foram menos graves e exibiam
um padrao macroscopico grau II e histolégico grau IIl. N3ao houve mortalidade neste
grupo.

No experimento II a colite difusa foi induzida em 100 ratos, com 4cido acético
a 10% instilado por via retal, e as alteragdes no periodo de indugdo e reparo foram
comparadas, bem como foi determinada a diferenga entre as observagdes macroscoépica
e histoldgica.

Nesse experimento, o peso médio dos animais com colite era de 15 a 30g
inferior 2 média dos pesos dos animais do grupo de controle.

A comparagdo entre os exames macroscépico e histolégico mostrou que essas
observagdes sdo diferentes tanto no periodo de indugdo como no de reparo da doenga,
sugerindo que o método macroscépico ndo substitui o histolégico porque subestima
a gravidade das lesdes.

A reparagdo iniciou-se no nono dia do experimento e aos 60 dias observou-se

a cura total com dreas de fibrose residual. O intervalo entre as 3a. e 7a. coletas,

Vi



dias 3 e 16, foi considerado como sendo o periodo em que as lesGes observadas foram
mais intensas.

Conclue-se destes experimentos que a melhor concentragdo do acido acético
que causa colite difusa experimental, é a de 10%, pois mostrou uma resposta mais
favordvel quanto a profundidade e extensdo das lesGes que se limitaram geralmente
a mucosa e submucosa, com auséncia de complicagdes e mortalidade. O método é
de manejo acessivel e as lesdes sdo facilmente reproduziveis. A observacdo histolégica

€ melhor que a macroscépica, no controle das lesdes induzidas.
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SUMMARY

The purpose of this study is to determine the best concentration of acethic
acid is that produces diffuse colitis when administered through the rectum in a experi-
mental model. A comparison between the macroscopic and histologic findings of the
colitis induced by acethic acid at 10% was also evaluated.This study was divided
into two experiments. In the first, we used the acethic acid at concentrations of
10, 25, 35 and 50% in 40 rats. The intensity of the lesions was correlated with diffuse
colitis obtained with the administration of acethic acid at 50%. died in seven days.
The mortality rate decreased when the concentration of the acid administered was
lowered.

Basically the induced colitis by the acethic acid is a diffuse, acute and
auto-limited inflammatory and necrotizing process with a tendency to spontaneous
cure.

The endoscopic exame was used to demonstrate the presence and severity
of the lesions.

Macroscopically, there is no difference between the acid concentrations at
25, 35 and 50%. All the lesions were severe, with toxic megacolon and/or perfurations
(grade V). The histologic exame also demonstrated severe lesions (grade VI).

When the acethic acid was administered at concentration of 10%, the lesions
were less severe and showed a macroscopic pattern grade Il and histologic grade
II1. There were no mortality in this group.

In experiment 11, diffuse colitis was induced with acethic acid at 10%, instiled
through the rectum un 100 rats. The alterations during the period of induction and
cure were compared, the difference between the macroscopic an histologic findings
were determined.

In this experiment the weight of the animals with colitis was 15 to 30g less
than those of the control group.

The comparison between the macroscopic and histologic exames showed that
these observations were different both in the period, suggesting that the macroscopic
observation does not substitute the hystologic exame, because it underestimates the

intensity of the lesions.



The healing began at the 9th day and at the 60th day it was completely
healed with areas of residual fibrosis. The interval between the 3rd and 7th samplings,
(day 3rd and 16th) was considered as the period where the lesions were more intense.

It is concluded from these experiments that the best concentration of acethic
acid that caused experimental diffuse colitis is 10%, because showed the more favorable
answer as regarding the depth and extension of the lesions that generally were limited
to the mucosa and submucosa, with absence of complications and mortality. The method

is very acessible and the lesions are easily reproduced.



1.0 INTRODUCAO

As doengas inflamatérias inespecificas dos célons, embora apresentem um
quadro anatomo-patolégico bem definido, ndo pcssuem ainda etiologia conhecida. Ca-
racterizam-se por atingir superficialmente a mucosa do célon e reto, como na retocolite
ulcerativa cronica inespecifica, ou por alterar em extensdo varidvel as diferentes
camadas da parede intestinal, como na doenca de Crohn.A retocolite cronica inespe-
cifica é a mais comum delas, e sob essa denominag3o estdo incluidas a proctite idiopa-
tica e a colite ulcerativa inespecifica SACHAR et al (1980). A sua incidéncia no Brasil,
segundo PONTES et al (1984), estava em torno de 1/10.000 habitantes a época do
estudo.

As colites inespecificas caracterizam-se por serem complexas, ndo contagio-
sas, com manifestac¢des clinicas variadas, de carater cronico, com evolugdo em crises,
cuja gravidade se relaciona diretamente com a extensdo e a atividade da doenga,
de resposta imprevisivel e freqgiientemente frustrante a terapéutica. Em fungao disso
constituem um verdadeiro desafio aqueles que procuram compreendé-las e tratd-las.

A expressdo ‘‘colite ulcerativa” surgiu pela primeira vez na literatura em
1875, em descricdo feita por WILKS & MOXON, citados por BERK (1985), os quais
foram os responsédveis pela sua denominagao e definicdo. Segundo GOLIGHER et al
(1968), citados por BERK (1985), um tipo de diarréia ndo contagiosa associada a inflama-
cdo coldnica ja fora descrita ao redor do ano 300a.C., por ARETAEUS da Capaddcia.

Ndo existe modelo animal da doenga que se desenvolva espontaneamente
e se apresente anatdmica e histologicamente idéntica a doenga do homem. Vérios
métodos foram e continuam sendo utilizados experimentalmente, na tentativa de simu-
lar a doenca do homem. No entanto, as lesdes obtidas sdo agudas, superficiais e
transitérias, embora possam revelar semelhangas interessantes com a retocolite ulce-
rativa cronica inespecifica. Destaca-se o experimento de MACPHERSON & PFEIFFER
(1978), que, com o uso do &cido acético, induziram em ratos uma colite difusa, em
alguns aspectos comparavel a doengca do homem.

O presente trabalho visa a determinar a melhor concentragdo de acido acético
a ser utilizada por via retal para se obter uma colite difusa que permita servir de
modelo experimental. Uma vez estabelecida a melhor concentragdo de 4cido acético,
é também o objetii/o deste trabalho comparar as observag¢des macroscépica e histolé-

gica das lesdes obtidas, estudando estatisticamente a diferenca entre elas.



2.0 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENGCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS ESPONTANEAS NOS ANIMAIS

A literatura mostra relatos em que vérias espécies animais apresentam lesdes
inflamatdrias de cardter espontdneo, embora nenhuma delas com caracteristicas histo-
patoldégicas e com freqiiéncia similares & doenca humana.

STRANDE et al (1954) e VAN KRUININGEN (1972) relataram uma ileite em
cdes da raga Cocker spaniel;

SMITH & JONES (1957) descreveram uma doenca inflamatéria em c3es, seme-
lhante a enterocolite regional cicatrizante;

KENNEDY & CELLO (1966) e LAWSON et al. (1975) mencionaram uma colite
em cdes da raga Boxer similar a2 doenga humana.

BEISTER & SCHWARTZ (1931), ADSERSEN (1931), citado por MAYBERRY
(1980) e EMSBO (1951) observaram em suinos uma forma de ilefte com extensa ulceracio
envolvendo todas as camadas da parede intestinal; CROSS & KOHL ER (1969), descreve-
ram também uma colite em animais neonatos dessa espécie.

WENSVOORT (1962), citado por MAYBERRY (1980), e DOUGHRI et al. (1974)
relataram, respectivamente, formas de ileites em ovinos e bovinos, com alteragdo
transmural da parede intestinal. '

CIMPRICH (1974) e MERRITT et al. (1976) descreveram uma enterite granulo-
matosa nos egiiinos, com ulceragao longitudinal, de etiologia desconhecida.

BERKHOFF et at.(1974) narraram uma forma de enterite ulcerativa em passa-
ros localizada no ileo e no ceco, determinada por uma bactéria gram-positiva anae-
rébica.

BRYNJOLFSSON et al. (1967-1969) e EDIGER et al. (1974) referiram um
tipo de colite cistica em camundongos que, segundo esses autores, era similar a colite
do homem.

HAMILTON & CONRAD (1958) descreveram uma colite em galinhas caracte-
rizada por um granuloma tuberculéide contendo Escherichia coli encapsulada.

- STOUT & SNYDER (1969), GRIBBLF (1972), SCOTT & KEYMER (1974) e MADA-
RA et al. (1985) estudaram alteracdes inflamatérias em primatas, uma delas em Saguinus

oedipus caracterizada por uma colite crénica, confirmada por biépsias coldnicas..
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BOOTHE & CHEVILLE (1967) mencionaram uma hiperplasia do {leo terminal

de hamsters, acarretando uma letalidade de 90% nesses animais.

STEWART & JONES (1941) descreveram uma doenca espontanea localizada
no ceco, predominantemente vascular, com periarterite e endarterite obliterante; GEIL
et al. (1961) relataram uma doenca inflamatéria no ceco caracterizada por dilatagio,
inflamagdo e ulceracdo da mucosa; BARTHOLD et al. (1976) e BARTHOLD & ADAMS
(1986) mencionaram infeccdes intestinais, algumas de origem desconhecida, outra de-
terminada pelo Citrobacter freundii. Todas essas doencas inflamatérias descritas foram

observadas em ratos.

2.2 DOENGAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS INDUZIDAS NOS ANIMAIS

Sendo as doengas inflamatdrias intestinais espontineas extremamente raras
nos animais, diversos autores procuraraminduziremanimaisde laboratériolesdes simila-
res a colite ulcerativa humana.

REICHERT & MATHES (1936) induziram colite em cdes através da canulacdo
e injecdo de solugdes esclerosantes nos linfaticos intestinais;

KALIMA et al. (1976) relataram uma enterite regional em suinos através da
obstrugdo linfatica pela injecdo de formalina nos linfonodos regionais.

Varios autores utilizando-se das reacoes de alergia e hipersensibilidade, indu-
ziram lesdes inflamatdrias e ulcerativas nos cbélons de varias espécies animais:

LEVEEN et al. (1961) reproduziram colite em cdes pela inoculacdo via intra-
venosa de anticorpo anti-célon de cachorro, produzido no soro de pato ou coelho;

BICKS & WALKER (1962) obtiveram uma colite em cdes através de reacoes
antigeno-anticorpo, com evidéncia de envolvimento de miltiplos érgdos. O antigeno
foi extrato de mucosa coldnica e o anticorpo foi obtido pela inoculagdo desse antigeno
em coelhos;

ROSENBERG & FISCHER (1964) obtiveram colite em cobaias através da reagio
de hipersensibilidade tardia pelo 2,4-dinitro-1-cloro-benzeno;

BICKS et al. (1965) produziram em cobaias, previamente sensibilizadas com
2,4-dinitro-l-cloro-benzeno, alteragdes inflamatodrias pela instilagdo retal desse mes-
mo antigeno, o que ndo foi observado nos animais ndo sensibilizados;

ORIOL PALOU et al. (1967) produziram uma colite ulcerativa em ratos, com
auto-anticorpos, pela imunizagdo prévia com muco coldnico de caes;

ZWEIBAUM et al. (1968) induziram lesGes inflamatérias no cdlon de ratos
imunizados com diferentes cepas de Escherichia coli;

BICKS et al. (1969) induziram reacdes inflamatérias nos ¢6lons de suinos,
previamente sensibilizados com 2,4-dinitro-l-cloro-benzeno, através da instilagdo
desse antigeno pela colostomia e inoculag@o via intramuscular de endotoxina de
Escherichia coli € neostigmine, obtendo inclusive, abcessos cripticos, o que nunca fora
antes produzido em animais;

HAUSAMEN et al. (1969) obtiveram alteracdes inflamatdrias no célon de coe-



lhos pela inoculag@o de extrato aquoso de célon de cobaia fetal ou adulta;

RABIN & ROGERS (1978) produziram um modelo de doenga inflamatéria intesti-
nal em coelhos, mediada por células, através do 2,4-dinitro-1-cloro-benzeno;

MEE et al. (1979) obtiveram colite, pela inoculagdo de complexos imunes
soliveis, em coelhos previamente imunizados com antigenos de bactérias intestinais
e anticorpos hemoaglutinantes de alto tftulo, apés irritacio moderada do reto com
solugdo de formalina a 1%. Sugerem que a hipersensibilidade aos antigenos bacterianos
do célon pode ser um mecanismo pelo qual uma colite aguda torna-se cronica.

GLICK & FALCHUK (1981) estudaram os linfécitos da lamina prépria, em
cobaias com colite induzida pelo 2,4-dinitro-1-cloro-benzeno, concluindo que n3o havia
alteragoes na distribuicdo e na caracteristica funcional dos linfécitos nos animais
induzidos, quando comparados com o grupo de controle;

ROCHE et al. (1981) obtiveram um modelo experimental de doenga inflamatéria
coldnica utilizando-se de um antigeno purificado de Mycobacterium butyricum, em ratos
hibridos, em que estudaram a citotoxicidade celular.

BRENNAN et al. (1965) e STALEY et al. (1970), utilizando-se respectivamente
de cepas bacterianas de Citrobacter freundii e Escherichia coli, induziram colite experi-
mental em camundongos e suinos neonatos.

WATT & MARCUS (1969); (1971) obtiveram colite experimental em ratos utili-
zando-se do musgo da Irlanda, em solucdo aquosa, degradado ou ndo degradado, como
racdo diaria de dgua desses animais. Da mesma forma, JENSEN et al. (1984) induziram
lesdes inflamatérias no ceco de cobaias.

A BARTLETT et al. (1977); KATZ et al. (1977) e HUMPHREY et al. (1979), utili-
zando-se da clindamicina, induziram colite em hamsters.

KIRSNER (1961) utilizando-se da injegdo de drogas colinérgicas, induziu diar-
réia sanguinolenta em cées.

FRIEDMAN & WARREN (1942) e SOMMERS & WARREN (1955), por meio de
irradiacdo, observaram lesdes inflamatdrias similares a colite ulcerativa humana em
coelhos e ratos, respectivamente.

KIRSNER (1961) induziu alteragdes inflamatérias no célon de macacos por
intermédio de deficiéncias nutricionais de vitamina A, 4cido félico e piridoxina.

' CHESTER et al. (1985) relataram uma colite aguda em ratos pela instilagdo
de peptideos quimiotdxicos por via retal e intravenosa. Essa condigdo caracterizou-se
por edema, infiltracdo leucocitaria polimorfonuclear, ulceragio e necrose.

KIRSNER (1961) induziu alteragdes inflamatérias nos célons de cdes através
de virios métodos: obstrucdo l‘infética ileocecal, colagenase intra-retal, lisozima in-
tra-arterial, estimulacdo elétrica intracerebral e altas doses de drogas colinérgicas
usadas continuamente.

MARSTON et al. (1969). obtiveram variados graus de ulceragdo na mucosa
coldnica de cies pela obstrucdo mecénica do fluxo sangiiineo; da mesma forma GOME-

LLA et al. (1986) induziram um tipo de colite isquémica em ratos imuno-deprimidos.
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MACPHERSON & PFEIFFER (1978) induziram uma colite difusa em ratos, em

alguns aspectos similar & doenca humana, pela instilagdo retal de &cido acético a
10%. Estes experimentos foram baseados nos trabalhos de TAKAGI et al. (1970), que
produziram Glceras gastricas cronicas usando o dcido acético, e nos estudos de OKABE
et al. (1971) e OKABE & PFEIFFER (1972), que, utilizando-se do mesmo 4cido, induziram
tlceras géstricas crénicas e dlceras duodenais cronicas em ratos.

MACPHERSON et al. (1978) obtiveram colite difusa em gatos pela instilagéo
retal de acido acético a 10%, estudando também as alteragdes da atividade motora

do célon.



3.0 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos com 60 dias de vida, do sexo masculino, com peso
de (250 + - 15g), da linhagem SPRAGUE DAWLEY, originidrios do National Institute
of Health (NIH) - Animal Genetic Center, criados em biotério do tipo monitorizado
e mantidos em ambiente apropriado conforme preconizam ROMERO & FUENZALIDA
(1985). '

O método de indugio da colite foi o proposto por MACPHERSON & PFEIFFER,
que utilizaram o 4cido acético através de enemas.

O trabalho foi dividido em dois experimentos :

a) Noexperimentol, a colite difusa experimental foi induzida utilizando-se
diferentes concentragdes do 4cido acético. Foram usados 50 ratos divididos em 5
grupos de 10 (grupos A,B,C,D e E). Em jejum alimentar de 24 horas, esses animais
foram submetidos ao preparo mecanico dos célons, através de enemas de solucdo
salina isotdnica (20ml de cloreto de sédio a 0,9%). A seguir foi induzida a colite com
enemas de dcido acético (REAGEN), numa quantidade de 0,5ml, com concentragdes
variadas, de 10%, 25%, 35% e 50%, destinadas respeétivamente para os grupos A, B,
C e D. Os ratos do grupo controle (grupo E) receberam apenas enemas de solucdo
salina isotOnica.

Para os enemas, utilizou-se cateter nimero 6 de polietileno, medindo 9cm
de comprimento, com 4 perfuragdes a cada 0,5cm, uma em cada quadrante, fechado
na sua porcdo distal e conectado na porgdo proximal a seringa do tipo tuberculina,
de 1ml. |

Os animais foram submetidos aos seguintes procedimentos: exame endoscé-
pico, exame radiolégico, observacdo macroscdpica e observagao histolégica. Seguem
os protocolos dessas avaliagdes:

1. Exame endoscépico: todos os animais que receberam o enema de acido acético
foram submetidos a endoscopia 24 horas apés, com o intuito de se observar a lesdo
induzida. Os animais do grupo de controle foram também examinados. Em decibito
ventral supino, imobilizados pela cauda, sem anestesia, foi introduzido o uretrocis-
toscépio rigido de fibra éptica (Storz), por via retal. Os aspectos endoscépicos foram
fotografados com camera Pentax KX, lente 50mm.

2. Exame radiolégico: dois animais de cada grupo, com os célons previamente prepa-

rados com soluc@o salina isotbnica, foram submetidos a exames radiolégicos com o
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_objetivo de se verificar se as lesdes induzidas tinham sinais radiograficos. O aparelho
de RX utilizado foi Philips, de 500mA. As radiografias foram obtidas com distincia
foco-filme de 1m sem BUCKY, ecran normal.

Injetou-se 2ml de contraste (Duplobar, laboratérios Beechan Ltda.), via retal,
na concentragdo de 2:1. O volume de ar utilizado para o duplo contraste foi de 20ml.
Obtiveram-se as seguintes exposigdes radiograficas: dntero-posterior, dectbito dor-
sal, dectbito lateral direito, dectbito lateral esquerdo e obliqua esquerda.

3. Observacgao macroscépica: foram sacrificados 2 ratos de cada grupo 24 horas apds
a indugdo, mediante inalagdo excessiva de éter. Os demais animais foram preservados
para apreciagao de evolucdo até por 60 dias.

As amostras ano-reto-célicas ressecadas foram examinadas externamente
e abertas pelo eixo longitudinal. A superficie mucosa foi avaliada macroscopicamente
e graduada segundo os critérios expostos na tabelalabaixo, na fase de indugio
da colite. A seguir foram fotografadas e distendidas em superficie plana (madeira
e grampos) e fixadas em solugdo neutra de formalina a 10% por um periodo de 48
horas. As amostras fixadas foram novamente fotografadas e procedeu-se a uma segun-

da avaliagdo macroscépica, obedecendo-se os mesmos critérios (tabela 1). A seguir

TABELA I - GRADUAGCAO MACROSCOPICA - INDUGAO -

Grau Aspectos macroscopicos
0 Mucosa normal.
I Congestdo vascular;
aumento do conteido mucoso na superficie;
petéquias.
I Areas deprimidas, avermelhadas ou enegrecidas recobertas por

membrana branco-acinzentada aderente; ulceragées pequenas e
superficiais, alongadas(até 7mm).
hemorragia recente.

It Ulceragdes maiores (15 a 30mm), em distribuigdo irregular com
base limpa;

ilhas de mucosa normal ou edemaciada entre as ulceras;
hemorragia recente.

v Ulceragdes maiores (até 45mm), em distribuigdo irregular e mais
profundas;
fundo de udlcera com hemorragia e fibrina.

\Y% Ulceracdes extensas e profundas (> 45mm), em parede adelga~
cada, (préximo a perfuragio).
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efetuou-se clivagem para processamento histolégico, colhendo-se amostras represen-

tativas de todos os tipos de alteragdes macroscépicas presentes. Cada espécime
foi desenhado esquematicamente e, nesse desenho registraram-se com precisio as
dreas amostradas para posterior correlacdo histolégica.

A seqiiéncia da metodologia proposta € ilustrada nas figuras de 1a6(p.9).

As amostras teciduais foram tratadas em processador automético de tecidos
(ONA), submetidas a microtomia em cortes histolégicos de 5 micrdmetros de espessura
(micrétomo rotativo para parafina Spencer) e a coloracdes histolégicas pela hematoxi-
lina-eosina e em casos selecionados pelo PAS e Mallory.

4. A apreciagdo histolégica baseou-se em microscopia 6ptica com magnitudes
de 25, 40, 100 e 400 aumentos.

As lesodes nesta fase de indugdo foram classificadas segundo os critérios
histolégicos definidos na tabela I1 (p.10).
b) No experimentoll, utilizou-se para a inducdo da colite enemas de 0,5ml de
dcido acético a 10%. Os animais em jejum alimentar de 24 horas, foram submetidos
ao preparo mecanico dos célons, através de enemas de solucdo salina isotdnica (20ml
de cloreto de sédio a 0,9%). Para avaliar os resultados nesta fase, um total de 200
ratos foi subdividido em 2 grandes grupos:

Grupo 1 (teste), constituido por 100 ratos com colite induzida pelo dcido
acético a 10%; v

Grupo 2 (controle), também com 100 ratos submetidos apenas a enemas com
solugao salina isotdnica, sem colite induzida.

Os animais foram submetidos as seguintes avaliagdes: peso, exame endoscé-
pico, radiolégico, coproparasitdrio, observagdo macroscépica e observagao histolégica.

1. Peso: os pesos de todos os animais foram avaliados nos dias 1, 7, 16,
21 e 60 do experimento, com o objetivo de verificar se havia diferenga de peso entre

os ratos com colite difusa induzida e os ratos do grupo de controle.

2. Exame endoscdpico:obedeceu-se 2 mesma metodologia do experimento 1. .
3. Exame radiolégico: obedeceu-se a mesma metodologia do experimento I.

4. Exame coproparasitirio: as amostras de fezes foram acondicionadas em
frascos esterilizados, separadas em duas aliquotas, uma para exame bacterioldgico
e outra para exame parasitolégico. Os exames bacterioldgicos e parasitolégicos foram
realizados em todos os animais no periodo de quarentena e nos dias 1, 7, 16, 21 e
60 do experimento. Os métodos utilizados para os exames parasitolégicos foram os'de
FAUST e BAERMANN, e para os exames bacteriolégicos os meios seletivos e indicadores
HOL T-HARRIS-TEAGUE (DIFCO) e SS (Salmonella-Shigella) DIFCO. Para pesquisa dos
géneros bacterianos isolados, utilizou-se o meio de PESSOA & SILVA, com as seguintes
provas bioquimicas: pesquisa de indol, fermentagdo de glicose, desaminag&o do L-tripto-
fano, fermentacgdo da sacarose, descarboxilagdo da L-lisina, formacdo de HgS, urease,

mobilidade e provas bioquimicas especificas.



ASPECTOS ILUSTRATIVOS DAS LESOES 24 HORAS APOS A INDUCAO DE COLITE DIFUSA PELO
ACIDO ACETICO A 10%: SEQUENCIA DA METODOLOGIA PROPOSTA.

Fig. 3 Macroscopia, espécime a fresco:
areas avermelhadas com membrana ade-
rente.

Fig. 1 Endoscopia: Pseudomembrana

Fig. 2 Radiologia: aparéncia espiculada
da parede intestinal na topografia do re-
to-sigmbide,

Iy llil]lrﬂV!NjII!”H.‘quil"'ﬂﬂ!”lﬂlqi

Fig. 4 Macroscopia, espécime fixado: Fig. 5 Desenho esquemdtico do espéci- Fig. 6 Histologia: extenso desapareci-
4reas deprimidas e enegrecidas com me: 4reas amostradas para correlagdo mento das criptas.
membrana aderente. histol6gica,



TABELA Il - GRADUACAO HISTOLOGICA - INDUGAO

Grau

Aspectos histoldgicos

Mucosa normal.

Espessamento mucoso por edema;

criptas alongadas de base dilatada;

reducao do muco nas células caliciformes;

degeneracao celular epitelial focal;

exsudato polimorfonuclear, edema, hemorragia e dilatagédo linfé-
tica no cérion;

muscular da mucosa dissociada por edema;

edema, dilatagdo, congestdao vascular, marginagdo leucocitaria
na submucosa.

11

Mucosa adelgagada;

criptas encurtadas de base dilatada;

degeneracgao celular epitelial;

realce das fibras coldgenas na submucosa (por edema e tumefa-
gdo das fibras).

1

Mucosa com extenso desaparecimento de criptas;

criptas remanescentes isoladas;

presenca de pseudomembranas fibrino-leucocitarias em areas de
erosdo do epitélio de superficie, sem depressio;

10

exsudato polimorfonuclear, hemorragia recente, espessamento

das fibras coldgenas na submucosa (realce por tumefagio das
fibras).

JAY

Mucosa com ulceragéo superficial (profundidade tinica mucosa);
aspecto hialino homogéneo da mucosa (dreas de desaparecimento
de criptas); .

exsudato polimorfonuclear e hemorragia acentuados na submu-
cosa.

Ulceragdo profunda (atinge tinica submucosa);

restos celulares necréticos desprendendo-se para a luz;

ilhas de mucosa inflamada;

exsudato polimorfonuclear acentuado na submucosa;
desaparecimento da muscular da mucosa;

edema e exsudato polimorfonuclear na camada muscular propria;
tecido conjuntivo proliferado na submucosa com inicio de organi-
zagdo (proliferacdo de vasos capilares,fibroblastos e infiltrado
monomorfonuclear).

Vi

Ulceragdo profunda (atinge tdnica muscular prépria);
fragmentos de tecido necrético e exsudato fibrino-leucocitario
descamados para a luz;

tecido de granulagdao na submucosa.
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5. Observagdo macroscépica: a avaliagdo da indugdao da doenga obedeceu

a mesma metodologia do experimento I; porém, os espécimes foram colhidos apés o
sacrificio dos animais em dias previamente selecionados: 1, 2, 3, 5,7, 9, 16, 21, 36
e 60.
Para graduar as lesGes quando na fase de inducdo da colite, utilizou-se a
tabela 1 (p. 7 ). ‘
Quando as lesGes apresentaram caracteristicas de reparo, empregou-se a
tabela III.

TABELA III - CRADUAC;‘\O MACROSCOPICA - REPARO

Grau Aspectos macroscépicos

e Ulceras multiplas irregulares e profundas;

ilhas remanescentes de mucosa inflamada entre dlceras;
fundo fibrino-hemorréagico;

bordas anguladas.

d Reducdo da area ulcerada, leito irregular;
fundo limpo e granular;
bordas arredondadas.

c Ulceras lineares rasas;
fundo limpo e granular.

b mucosa sem ulceragdes (regenerada) com 4reas planas, averme-
lhadas granulares ou aveludadas.

a Pregueamento mucoso refeito;
padrdo e altura das pregas irregulares.
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6. Observagdo histolégica: a avaliagdo histolégica da indugdo obedeceu 2

mesma metodologia do experimento 1, porém, a clivagem dos espécimes foi feita apds
o sacrificio dos animais nos mesmos dias selecionados: 1, 2, 3, 5,7, 9, 16, 21, 36
e 60.

Os aspectos da doenga induzida pelo acido acético foram avaliados do ponto
de vista histolégico segundo a tabela 1I (p. 10 ) na fase de indugdo, e segundo a

tabela IV na fase de reparo.

TABELA 1V - GRADUACAO HISTOLOGICA - REPARO

Grau Aspectos histolégicos

e Ulceragdo profunda (atinge tdnica muscular prépria);
fragmentos de tecido necrético e exsudato fibrino-leucocitéario
descamados para a luz;

tecido de granulagdo na submucosa.

d Redugdo da profundidade das tlceras (nivel submucoso);
criptas regenerativas adjacentes;

submucosa rica em vasos capilares neoformados;

infiltrado inflamatério misto, polimorfo e monomorfonuclear;
hemossiderina.

c Maior reducdo da profundidade do leito ulceroso e reepitelizagao
na periferia;

criptas adjacentes tortuosas, epitélio pseudo-estratificado, mu-
co reduzido e mitoses na base das criptas;

submucosa rica em vasos neoformados;

proliferacao fibrobldstica, submucosa sem colageno maduro;
infiltrado inflamatério monomorfonuclear predominante.

b Reepitelizagdo da superficie mucosa com incorporagio de dreas
hialinas; ’

infiltrado inflamatério submucoso monomorfonuclear, discreto;
proliferacdo fibrobldstica com produgdo de colageno.

a Reepitelizagdo da superficie mucosa;

criptas colbnicas refeitas;

reaparecimento de vacuiolos de muco nas células caliciformes;
submucosa com focos de fibrose residual (seqiiela);

auséncia de infiltrado inflamatdrio;

vasos ectasiados na submucosa (seqiiela).
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3.1 ANALISE ESTATISTICA

3.1.1 Escala Macroscépica e Histolégica

No periodo de indugdo, as alteragdes da mucosa intestinal dos animais gradua-
das com base nas tabelas I e Il (p.7e10) evoluem de um padrdo normal (grau 0)
até um padrdo mdximo de ulceragdo (grau VI). A partir deste estigio, as alteragdes
da mucosa foram observadas até que atingissem um padrdo minimo do reparo (grau
a), tabelas 111 e IV (p.11e12). Apesar de ndo se poder comparar de forma absoluta
os padrdes de indugdo e reparo, pode-se formular algumas hipéteses para a constru-
gdo de uma escala comum, que tivesse a possibilidade de transformar uma escala
nominal de observagdo dos diferentes padrdes em escala numérica, necessaria para
0 estudo do desenvolvimento da doenga.

Hipotese 1: Supor que o ponto inicial dos padrdes macroscépico e histolégico
(grau 0) no processo de indugdo ndo difere significativamente do ponto final do processo
de reparo (grau a), e o ponto final do processo de' indugdo (grau VI) é o ponto

inicial do processo de reparo (grau e), como esta representada na figura7.

FIGURA7 - REPRESENTACAO GRAFICA DA HIPOTESE I

I j I Indugao

Ry j Rj Reparo

I;= Ponto inicial da indugao.

If= Ponto final da indugdo.

Ri= Ponto inicial do reparo.

R¢= Ponto final do reparo.
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Hip6tese II: supor que os 6 padrdes do processo de indugdo possam ser

comparados, de forma aproximada, com os 5 padroes do processo de reparo.
Hipétese 11I: supor que o ponto médio de cada padrdao possa representar
o conjunto das observagoes, que em cada padrao deverao se distribuir aproximadamente

segundo uma curva gaussiana, como se pode observar na figura8.

FIGURA 8 - REPRESENTACAO GRAFICA DAS HIPOTESES 11 E 111

INDUGCAO

REPARO
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Considerando que o processo de indugédo se inicie no ponto 0 (zero) e alcanca

o ponto 30 (trinta) e que o processo de reparo percorra o caminho inverso, em intervalos
regulares, cada padrdo terd como minimo, maximo e ponto médio, os valores represen-
tados nas tabelas V e VI.

TABELA V - VALORES DE INDUCAO

Padrido Minimo Maximo Ponto médio
I 0 5 2,5
11 5 10 7,5
111 10 15 12,5
v 15 20 17,5
\Y% 20. 25 22,5
VI 25 30 27,5

TABELA VI - VALORES DE REPARO

Padrdo Minimo Méaximo Ponto médio

a 6

b 12 9
c 12 18 15
d 18 24 21
e 24 30 27
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Desta forma estabeleceu-se uma escala numérica que variou de 0 a 30, repre-

sentada na figura9.

FIGURA 9 - REPRESENTACAO GRAFICA DA ESCALA NUMERICA

INDUCAO - REPARO (0 - 30)

INDUCAO
I | I I | 7 ' v |
5 10 IS 20 25
REPARO
a b c d
0 6 12 I8 24 30

Cada observacgdo diaria foi realizada com 10 animais do grupo de teste, esta-

~ belecendo-se como representativo de cada observacdo os valores médios dos 10 ratos

nela manipulados.

Como a escala decimal é a de maior utilizagdo e portanto de melhor compreen-

sdo, os valores encontrados na base 30 foram convertidos para base 100, através

de uma regra de trés simples. Por exemplo, para o caso do valor 15 da escala de

reparo:

30 - 100

15 - X 50

>
]
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Este procedimento foi realizado para todos os valores médios e o resultado

é mostrado na figura10.

FIGURA 10 - REPRESENTACAO GRAFICA DA ESCALA NUMERICA
INDUCAO - REPARO (0 - 100)

INDUCAO
I , I . I ' pAvy | v pra
8,33 25 eT 56,33 75 51,67
100
REPARO
a b c , d e
0 10 30 - 50 70 90
: 100

Assim, para o conjunto das observagbes histolégicas realizadas no primeiro

dia, obteve-se os valores numéricos que podem ser vistos na tabela VII.

TABELA VII - OBSERVACOES HISTOLOGICAS - PRIMEIRA COLETA
GRUPO DE TESTE

Padriao Nimero de Padrio

nominal animais (f) numérico (X) Xf
v 1 58,33 58,33
11 7 41,67 291,69
I 2 25,00 50,00

TOTAL 400,02

Média = Xf = 800,02 = 45 09
f 10
O valor médio obtido (40,00), representa o grau de alteragdo histoldgica da

mucosa em uma escala de 100 pontos. Foram calculados desta forma os valores numéri-~
cos do padrdo histolégico e macroscépico apresentados nas tabelas XIIeXIII(p.25).
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3.1.2 Prova de WILCOXON para Comparagdo entre as Observagdes e Graduagoes

dos Padrdes Macroscépico e Histologico.

A prbva de WILCOXON, objetivou determinar se essas duas condigdes eram
diferentes. Estabeleceu-se, inicialmente, a hipétese da nulidade (H) de que a diferenga
entre as observagOes e graduagoes de ﬁm grupo de teste (macroscépica) e de um
grupo controle (histolégica) ndo é estatisticamente significativa. Numa etapa seguinte,
procedeu-se a uma testagem de hipéteses como segue:

1. Hipétese da nulidade (Hy): Nao hé diferenca entre as observagdes e gradua-
¢Oes dos padrdes histolégico e macroscépico. Nos termos da prova de WILCOXON,
a soma dos pontos positivos deve ser igual a2 soma dos pontos negativos.

1.1 Hipétese alternativa (Hp): os graus de atividade da doenca observados
pelo microscépio devem ser maiores do que os observados a olho nu.

2. Prova estatistica: a prova de WILCOXON foi a prova escolhida porque
o estudo abrange duas amostras relacionadas e proporciona escores das diferencas,
que podem ser ordenadas segundo seus valores absolutos.

3. Nivel de significincia: seja® = 0,05 (ou varidvel)

N = namero de pares menos o numero dos pares em que eventualmente se tenha d=0.
d = diferenga entre as observagoes e graduagdes macroscopica e histolégica. .
4. Distribuigdo amostral: pode-se demonstrar que para N=25 a soma dos

postos T tem distribuigdo praticamente normal, com

Média:MT = ——————N(IZH)
Desvio padrio('T = N(N+1) (2N+1) portanto,
24
T -
g - ToAT
0T

Ocasionalmente pode-se usar esta.aproximagio para pequenas amostras.

5. Regido de rejeigdo: ndo se podendo prever o sentido das dif.er.engas, é
adequada uma regido de rejeigdo bilateral, e o valor dex enco-ntrado deve ser multipli-
cado por 2. No presente estudo, a regido de rejeigdo é unilateral. Fla compreende
todos os valores de T, tdo pequenos que a probabilidade associada a sua ocorréncia,
sob Hy, ndao seja superior a ol= 0,05.
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4.0 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DO EXPERIMENTO I

Resultados obtidos com a indugdo da colite difusa pelo acido acético, via
retal, a 10%, 25%, 35% e 50%.

A partir do terceiro dia do experimento a aparéncia geral dos animais era
de perda da vitalidade. ‘

Na tabela V11l pode-se observar a relagdo entre a concentragdode dcidoacético

e amortalidade aos 7 dias.

TABELA VIII - RELACAO ENTRE A CONCENTRACAO DE ACIDO
ACETICO E A MORTALIDADE AOS 7 DIAS

Grupo % do acido Mortalidade
(N=10) acético

A 10. 0

B 25 2

C 35 3

D 50 8

E Controle 0

1. Exame endoscépico: pelo exame endoscépico, observou-se que houve indu-
¢do da colite em todos os animais, nas diferentes concentragdes do acido acético
utilizado. As lesGes mais graves, representadas pela necrose focal ou difusa da muco-
sa, foram vistas nos ratos submetidos as concentragdes maiores do dcido acético.
No grupo de controle o exame foi de resultado normal.

2. Exame radiolégico: os sinais radiograficos identificaveis foram dados por
erosdes superficiais e de grande extensao na topografia do reto-sigméide, diminui¢do
do calibre do 'reto—sigméide, perfuracdo e aumento do espago entre o reto e o sacro.
No grupo de controle o exame foi de resultado normal.

3. Observagdo macroscépica: foram sacrificados 2 animais por grupo, 24 horas

apds a indugdo. Ndo houve diferenga do ponto de vista macroscdpico para as concentra-
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¢oes do acido acético a 25%, 35% e 50%. Todas as lesGes observadas eram graves
com megacdlon téxico e/ou perfura¢des (grau V). No dia 7 do experimento as lesdes
dos ratos que ndo foram a 6bito puderam ser classificadas no grau V.

Na concentragdo de 4acido acético a 10%, as lesdes observadas 24 horas apés
a indugdo foram menos graves (grau 11) e a taxa de mortalidade foi zero. No dia
7 do experimento, as lesdes deste grupo foram classificadas no grau V.

Nos animais do grupo de controle (grupo E) ndo se observaram alteracdes
macroscopicas.

4. Observacdo histolégica: para as concentragdes de acido a 25%, 35% e 50%,
as lesdes 24 horas apés a indugdo foram graves do ponto de vista histoldgico (grau
VI). No dia 7 do experimento, as lesdes permaneciam no grau VI nos animais sobrevi-
ventes dos respectivos grupos.

Na concentragdo de dcido acético a 10%, as lesdes 24 horas apds a inducdo
exibiam padrdo histolégico no graulll, e aos 7 dias as lesdes puderam ser classificadas
no grau VI.

Ndo se observaram alteragGes histolégicas nos animais do grupo de controle

(grupo E).



ASPECTOS ILUSTRATIVOS DOS RESULTADOS DO EXPERIMENTO 1.

‘?é,- X
I L T
Fig. 11 Aparéncia geral dos animais com Fig.12 Endoscopia, 4cido acéticoa 10%:
colite e sem colite induzida. congestao vascular.

100000000000

Fig.1 3 Endoscopia, &4cido acético a Fig. 14 Macroscopia, espécime 2 fresco,

50%: mucosa enegrecida secundéria a ne- 4cido acético a 10%: &reas avermelhadas
crose intensa. recobertas por membrana branco-acinzen-
tada aderente, {grau I1).

R ,%

Fig. 17 Histologia, aido acético a 10%: Fig. 18 Histologia, 4cido acético a 50%:

il

Fig.15 Macroscopia, espécime a fresco,
4cido acético a 50%: necrose extensa do 4cido acético a 50%: perfuragdo. restos celulares necr6ticos desprenden- necrose coagulativa transmural, (grau V1),
transverso, (grau V). do-se para a luz; pseudomembrana, (grau H & E 100X.

111), H & E 100X.

&4
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4.2 RESULTADOS DO EXPERIMENTO 11

Resultados obtidos com a indugdo da colite difusa pelo 4cido acético a 10%
via retal.

Todos os animais induzidos desenvolveram diarréia sanguinolenta 3 dias apds
a inducdo e mostraramperdada vitalidade.

Durante o periodo em que as lesdes foram consideradas mais intensas (3a.
a 7a. coletas), dias 3 e 16, a queda do pélo foi facilmente observada.

1. Peso: o peso dos animais do grupo de teste e do grupo de controle foi
avaliado nos dias 1, 7, 16, 21 e 60 do experimento e representam a média do peso
de 10 animais conforme tabela IX.

TABELA IX - MEDIA DO PESO DOS ANIMAIS

Dia Grupo de teste Grupo de controle
peso (g) peso (g)
1 245,73 246,18
237,21 253,53
16 231,46 273,11
21 240,55 248,90
60 380,12 ' 403,50

2. Exame endoscépico: todos os ratos foram submetidos a endoscopia 24
horas ap6s a indugdo. O método mostrou-se efetivo para determinar a presenga e
a severidade das lesdes em 100% dos animais do grupo de teste.

3. Exame radiolégico: nos dias 3, 9 e 16 do experimento, 3 animais com colite
induzida foram submetidos a exames radiolégicos e em todos observou-se apenas
lesGes ulcerativas em graus variados.

4. Exame coproparasitéario:

4.1 Exame parasitolégico: ndo se observou a presenca de helmintos nem de
protozodrios nas amostras examinadas.

4.2 Exame bacteriolégico: a flora bacteriana fecal evidenciada era composta
por Escherichia coli, Enterobacter sp, klebsiella sp-e Citrobacter sp. Em nenhuma das amostras
se observou a presenca do Citrobacter freundii.
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5. Observacdo macroscépica: para avaliar os resultados da indugdo da colite
difusa pelo 4cido acético a 10%, utilizou-se a tabela I; na fase de reparo, a tabela
II, pdginas 7e10 respectivamente, que representam os aspectos macroscépicos.
A tabela X abaixo representa a graduagdo nominal macroscépica (indugdo-
reparo) do grupo de teste. O grau maximo atingido foi V; o inicio do reparo se fez
no dia 9 do experimento e a cura total no dia 60.

TABELA X - GRADUACAO MACROSCOPICA NOMINAL
(INDUCAO REPARO) GRUPO DE TESTE

Dia Ordem da Animais Grau
coleta (n=10)
1 la 2 I
8 11
2 2a 9 I1
1 111
3 3a 7 I1
3 111
5 4a 8 111
2 v
7 S5a 1 v
9 \Y%
9 ba. 6
4 e
16 7a 2 e
8 d
21 8a. 2 d
7 c
1 b
36 9a. 3 c
7 b
60 10a. 10 a

N3o se observou alteracdes macroscépicas no grupo de controle que recebeu
apenas solugdo salina isotdnica a 0,9% via retal.
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6. Observagdo histolégica: para avaliar os resultados da inducdo da colite
difusa, utilizou-se a tabela I1I; na fase de reparo, a tabela IV, piginas 11e12 respecti-
vas, que representam os aspectos histolégicos. A tabela XI abaixo representa a gradua-
cdo nominal histolégica (inducdo - reparo) do grupo de teste. O grau maximo atingido
foi VI; o inicio de reparo se fez no dia 16 do experimento e a curatotal no dia
60.

TABELA XI - GRADUAGCAO HISTOLOGICA NOMINAL
(INDUCAO - REPARO) GRUPO DE TESTE

Dia Ordem da Animais Grau
coleta (n=10)
1 la 2 11
11
1 v
2 2a 8 111
2 v
3 3a. 1 111
7 v
2 \Y
5 4a 1 1Y
8 \Y
1 VI
7 S5a. 8 A%
2 VI
9 ba 10 VI
16 7a. 7 e
3 d
2a 8a. 3 d
7 c
36 9a. 2 c
8 b
60 10a. ' 10 a

N&do se observou alteragSes histolégicas no grupo de controle que recebeu
apenas solucdo salina isotdnica a 0,9% via retal.
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Os resultados nominais apresentados nas tabelas X e XI, piginas 23e24
respectivamente, foram transformados para valores numéricos através de uma escala

de transformagdo (p.17), cujos resultados si3o apresentados nas tabelas XII e XIII.

TABELA XII - VALORES NUMERICOS DA
GRADUACAO MACROSCOPICA
NOMINAL OBSERVADA

Ordem da ‘Valores
coleta numéricos
la. 21,67
2a. 26,67
3a. 30,00
4a. 45,00
S5a. . 73,33
6a. 81,00
7a. 74,00
8a. 52,00
9a. 36,00
10a. 10,00

TABELA XIII - VALORES NUMERICOS
DA GRADUAGAO HISTOLOGICA
NOMINAL OBSERVADA

Ordem da Valores
coleta numéricos
la. 40,00
2a. 45,00
3a. 60,00
4a. 75,00
5a. 78,33
6a. 91,67
7a. 84,00
8a. 56,00 .

9a. 34,00

10a. 10,00
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RESULTADOS DO EXPERIMENTO II: ASPECTOS MORFOLOGICOS DA COLITE DIFUSA INDUZIDA PELO
ACIDO ACETIDO A 10% (INDUCAO — REPARO)

DIA S

R
Fig.19 Macroscopia, espécime a fresco:
ulceragdes (15 a 30mm), em distribuicdo
irregular, (grau 111),

DIA 9

Fig. Macroscopia, espécime a fresco:
ulceragdes (~>45mm), em distribuig3o ir-
regular, bordas anguladas; ilhas de muco-
sa inflamada, (grau V).

DIA 16

Fig. 27 Macroscopia, espécime a fresco:
redugdo da 4rea ulcerada; leito irregular,
fundo limpo e granular, bordas arredon-
dadas (grau d).

Fig.20 Macroscopia, espécime fixado:
ulceragdes(15 a 30mm), em distribuigdo
irregular, (grau I11).

I]Iﬂfl lll]JIHI jII Illl‘m[|lliliHII[IfTE|II
Fig, Macroscopia, espécime fixado:
ulceragdes (> 45mm), em distribui¢do
irregular, bordas anguladas; ilhas de mu-
cosa inflamada. (grau V).

Fig. 28 Macroscopia, espécime fixado:
redugdo da drea ulcerada; leito irregular,
fundo limpo e granular, bordas arredon-
dadas, (grau d).

Fig.21 Histologia: ulceragdo atinge a
camada submucosa; desaparecimento da
muscular da mucosa, (grau V), H & E 100X.

k= | s
Fig. 2 6 Histologia: ulceragdo atinge a
muscular prépria, (grau VI), H & E 100X.

Fig.2 5 Histologia: ulceragio atinge a
muscular prépria, (grau VI), H & E 100X.

L ] A t
Fig. 30 Histologia: redugao da profundi-
dade da ulceragdo, nivel submucoso;
criptas adjacentes regenerativas, (grau d)
H & E 100X. :

| MG .

Fig. 29 Histologia: reducado da profundi-
dade daulceragdo, nivel submucoso; reepi-
telizagdo naperiferia, (graud), H & E 25X,

LT
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Fig.31 Macroscopia, espécime a fresco:
pregueamento mucoso refeito, padrdo e
altura das pregas irregulares, (grau a).

Fig.33 Histologia: aspecto normal do
colon com fibrose residual (sequela) e
vasos ectasiados (seqiiela), na submuco-
sa, Mallory 100X.

ASPECTOS MORFOLOGICOS DO COLON AOS 60 DIAS DO EXPERIMENTO.

Fig.32 Macroscopia, espécime fixado:
pregueamento mucoso refeito; padrio e
altura das pregas irregulares, (grau a).

Fig. 34 Histologia: produgdo de muco
pelas células caliciformes restabelecida,
PAS 100X.

8¢



4.3 RESULTADOS DA ANALISE ESTATISTICA

29

TABELA XIV - CALCULO DA ESTATISTICA T DE WILCOXON
(GRUPO DE TESTE)

Histolégica | Macroscédpica d Posto de d | Postos T com sinal
menos frequente
40,00 21,67 18,33 6,50
45,00 26,67 18,33 6,50
60,00 30,00 30,00 8,50
75,00 45,00 30,00 8,50
78,33 73,33 5,00 3,00
91,67 81,00 10,67 5,00
84,00 74,00 10,00 4,00
56,00 52,00 4,00 2,00
34,00 36,00 -2,00 -1,00 1
10,00 10,00 0,00 -
T=1

T~N@Mr,('%1)

média:

MT=(-——N(I:+1)=———QX1O= 22,5

desvio padrdo:

|/9x10x19 = 8,4410

G“'I _ VN(N+1) (2N+1)

24

escore reduzido:

Z

T-Myp _1-225_
('t 8,441

p = & (-2,55) = 0,0053

- 2,55

24

Ho: observagdo e graduag@o macroscépica = histolégica.

Hi: observagdo e graduagdo histolégica ) macroscépica.

Resultado: pode-se afirmar (ao nivel de 0,0053 de significdncia) que a obser-

vagdo e graduagdo histolégica resulta em valores maiores que a macroscépica.



30

5.0 DISCUSSAO

Revisando a literatura, encontrou-se apenas no trabalho de MACPHERSON
& PFEIFFER (1978) relato de utilizacdo do acido acético a 10%, via retal, na indugdo
de colite difusa experimental em ratos.

Com o objetivo de avaliar a facilidade do método e verificar se as lesoes
inflamatérias induzidas eram facilmente reproduziveis, empregou-se o modelo experi-
mental proposto por esses autores.

O rato foi um animal Gtil no experimento, pois mostrou boa adaptagado e
facil manejo aos métodos utilizados. .

Todos os animais com colite induzida pelo 4cido acético mostraram perda
da vitalidade e queda do pélo, e desenvolveram diarréia sanguinolenta, em conseqiiéncia
das diversas concentrag¢oes do acido.

A intensidade das lesdes na fase de indugdo esteve relacionada com a concen-
tracdo do dcido acético utilizado. Os ratos induzidos com 4cido acético a 50% morreram
todos no final de 7 dias, vitimas das complicacGes inerentes a concentragdo utilizada:
peifuracGes e megacdlon tdéxico. A taxa de mortalidade diminuiu 2 medida que se
utilizaram menores concentracoes do dcido. O peso dos ratos do grupo de teste, mos-
trou uma diferenca para menos em torno de 15 a 30g, em relagdo ao grupo de controle
que recebeu solugdo salina isotdnica.

Basicamente, a colite induzida pelo dcido acético é um processo inflamatério
e necrotizante difuso, agudo, auto-limitado com tendéncia a cura espontanea. A transi-
Ggdo entre o cdlon macroscopicamente normal e o alterado é abrupta, demonstrando
claramente o limite entre a zona atingida e ndo atingida pelo agente indutor.

O exame endoscépico foi de facil execugdo e possibilitou averiguar a indugéo
da colite bem como a diferenciagdo entre as formas mais e menos graves. Realizado
24 horas apés a instilagdo do 4cido acético, identificou as formas mais graves pela
presenca de mucosa enegrecida secundaria a necrose intensa, com areas focais de
hemorragia. Nas formas menos graves, observou-se hiperemia, pseudomembranas e
ulceragdes superficiais. Na fase de reparo, a endoscopia realizada apés o dia 16 da
inducdo com o acido acético a 10%, mostrou ulceragdes em cicatrizacdo com bordas
arredondadas e fundo limpo granular, entre zonas de mucosa aveludada e congesta.
Esses aspectos variaram conforme a fase em que a doenca foi observada. Em alguns

aspectos coincidiram com a retocolite ulcerativa inespecifica do homem, como a hipere-
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mia, as ulceragdes e o cardter difuso. Ndo sendo propésito do presente trabalho fazer
estudo detalhado de uma classificagdo endoscépica, este exame serviu apenas como
método para averiguar se a injecdo de dcido acético via retal produzira lesdo e para
avaliar a gravidade desta, o que foi confirmado.

O exame radiolégico foi realizado em 10 animais com o objetivo de investigar
se as lesdes induzidas tinham sinais radiograficos. Nesses animats, escolhidos ao
acaso, foram identificadas algumas lesdes confirmadas pela necrépsia. Os sinais radio-
graficos mais observados foram a reducdo do calibre dos célons, aumento da distancia
entre o reto e o sacro, ulceragdes e dilatagdo quando na presenga do megacolon toxico.
Nas fases em que a colite estava estabelecida, o estudo radiolégico mostrou também
irregularidades do contorno da parede intestinal, assumindo aspecto espiculado, que
traduzia a presencga de ulceragdes. Todos esses aspectos também ocorrem na colite
do homem.

Os exames bacteriolégicos realizados em todos os animais ndo demonstraram
a presencga do Citrobacter freundii. Essas bactérias poderiam interferir nos resultados
do experimento pois segundo BARTHOLD et al. (1976) e BARTHOLD & ADAMS (1986),
o Citrobacter freundii é responsédvel por infeccdes intestinais em ratos, que produzem
ulceragdes na mucosa. '

O aspecto macroscoépico dos célons dos ratos, 24 horas apds a indugdo com
o acido acético a 50%, era de uma necrose transmural com ulceracées extensas e
profundas, adelgacando a parede coldnica préxima a perfuracdo (grau V). A serosa
apresentava-se inflamada, com areas isoladas de hemorragia. Nas concentragdes in-
termediarias de 25% e 35%, as lesGes foram semelhantes. Quando a inducido foi feita
com o acido acético a 10%, mostrava uma necrose comprometendo a parede coldnica
com congestao vascular, aumento do conteido mucoso na superficie e petéquias, que
se traduziu clinicamente por secre¢cao muco-sanguinolenta. A superficie serosa, exibia
apenas congestdo, em razao das lesdes ficarem limitadas predominantemente a mucosa
ou mucosa e submucosa, semelhante ao que se pode observar na retocolite ulcerativa
humana.

Para avaliar as alteragdes morfoldgicas da colite induzida pelo dcido acético
a 10%, no periodo de indugdo e reparo, foram utilizados os critérios propostos por
MACPHERSON & PFEIFFER (1978). Esses autores fizeram uma monitorizacao criteriosa
da secregdo de muco pelas células caliciformes, através da coloracdo com PAS, de-
monstrando a sua diminuigdo na mucosa inflamada adjacente a ulceragdo. A profundi-
dade das criptas dos animais foi por eles medida mostrando um aumento para 477
+ -1,58 Mm comparada com os valores normais de 229 + - 1,19 Mm.

Realizou-se no presente experimento coloragdes histolégicas com PAS, que
comprovaram a diminuigdo do muco nas células caliciformes na mucosa inflamada adja-
cente, mas a profundidade das criptas ndao foi medida.

O critério béasico utilizado para a graduagdo macroscépica foi o tamanho

das ulceracdes. Do ponto de vista histolégico avaliou-se a profundidade das tdlceras,
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sem contudo medi-las, apenas descrevendo a sua localizagdo nas camadas da parede
intestinal. Além deste critério, houve recurso do ponto de vista macroscépico, a con-
gestdo vascular, ao aumento do contetido mucoso de superficie, petéquias, hemorragia,
dreas deprimidas avermelhadas e/ou enegrecidas, parede adelgacada e padrdao das
pregas coldnicas; do ponto de vista histolégico, atentou-se para erosdes do epitélio
de superficie, presenca de pseudomembranas, ulceragoes, producao de muco, alteragao
na arquitetura e no nimero das criptas, tipo do infiltrado inflamatério, epitélio glandu-
lar regenerativo, reepitelizagdo da superficie mucosa com incorporagao de areas hiali-
nas e fibrose residual. Considerou-se que estes critérios foram suficientes e que
permitiram facil graduagio das lesdes nos diferentes graus adotados na metodologia.

A comparacdo entre as observagdes macroscépica e histoldgica foi baseada
na anélise dos resultados nominais obtidos utilizando-se os critérios das tabelas
I, II, III e IV nas péaginas 7,10,11e12 respectivamente. Esses resultados nominais
foram transformados em valores numéricos tabelas XIIeXIII,(p..ZS), construidas
com base na escala macroscépica e histolégica desenvolvida, (p.13). Para isso foi
empregada a prova nio-paramétrica de WILCOXON, (p.18), que garante ao nivel de
0,5% de significdncia que as observagdes macroscépica e histolégica, sdo significati-
vamente diferentes tanto no periodo de indug@o como no de reparo. O grau méaximo
atingido na escala macroscépica e histoldgica, no grupo de teste, foi 81,00 e 91,67
respectivamente. O inicio do reparo se fez no dia 9 do experimento e aos 60 dias
observou-se cura total das lesdes. No estudo estatistico utilizado, analisando-se
o retorno a média do padrio *a”, o tempo de cura seria em torno de 51 dias. O intervalo
entre as 3a. e 7a. coletas, dias 3 e 16, foi considerado como sendo o periodo em
que as lesdes foram mais intensas (cf. tabelas XIIeXIIl, p.25).

A conclusdao do estudo estatistico mostrou que existe diferencas entre as
observacSes macroscépica e histolégica. O método de observagdo macroscépico nido
substitui o histolégico porque subestima a gravidade das lesoes.

Do ponto de vista histolégico, 24 horas apds a indugdo da colite pelo 4cido
acético a 50%, a parede coldnica mostrava uma necrose coagulativa grave, transmural,
com ulceracdes profundas atingindo a muscular prépria que estava necrosada (grau
VI). Quando foi usada a concentragdo a 10% de 4cido acético, havia também necrose
coagulativa, menos grave, com 0 processo inflamatério predominando na mucosa e
submucosa (grau I e II). Nas concentragdes intermedidrias, 25 e 35%, as lesGes obser-
vadas também foram intermedidrias (grau III e IV). Esse achados macroscépicos e
histolégicos coincidiram com os MACPHERSON & PFEIFFER (1978) e indicaram que
a melhor concentracdo do 4cido acético para inducdo da colite difusa experimental,
via retal, era a de 10% pois mostrava resposta mais favoravel quanto a profundidade
e extensdo das lesdes que se limitavam geralmente & mucosa e submucosa com auséncia
de complicagGes e mortalidade.

O aspecto “pseudopolipéide” assim denominado por MACPHERSON & PFEIF-

FER (1978) nd3o reproduziu o “pseudopdlipo’ da retocolite ulcerativa do homem, pois
p p
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era apenas o resultado de areas de mucosa remanescente agudamente inflamada entre
zonas ulceradas. Segundo MORSON (1979), os pélipos inflamatérios da retocolite ulce-
rativa sdo freqiientemente denominados de pseudopdlipos porque ndo sdo adenomas.
Por isso o termo mais aceito é pdlipo inflamatério, sendo inadequada e incorreta
a expressao ‘pseudopdlipo”. Sdo eles resultantes do processo recorrente de inflamagao
combinado com a regeneragao, sugerindo-se também na sua patogenia um fator mecani-
co representado pelo aumento do peristaltismo. Os pdlipos inflamatérios da retocolite
humana ndo representam puramente remanescéncia de mucosa nao ulcerada, como ocor-
re na colite induzida pelo 4cido acético a 10%.

O modelo da colite difusa induzida pelo dcido acético a 10% ndo é perfeita-
mente ideal se comparado a retocolite ulcerativa humana, porque, para que houvesse
essa identidade, ela deveria ser induzida pelos mesmos fatores primarios (tivesse as
mesmas causas) e fosse mantida pelos mesmosfatores secundarios (tivesse a mesma
fisiopatologia). Contudo, o modelo experimental em quest3o serve para o estudo dos
processos inflamatérios da mucosa coldnica, e seria interessante avaliar a resposta

desses processos face aos diversos agentes terapéuticos.
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6.0 CONCLUSOES

1. O método de indugdo da colite difusa experimental pelo 4cido acético
é de manejo acessivel e as lesdes sdo facilmente reproduziveis.

2. A melhor concentragdo do acido acético, que causa colite difusa experi-
mental pela instilagdo, via retal, é a de 10%, porque ocasionou resposta mais favoravel
quanto a profundidadé e extensao das lesdes que se limitaram geralmente a mucosa
e submucosa, com auséncia de complicagdes e mortalidade.

3. Os métodos endoscdpico e radiolégico sdo Uteis na avaliagdo das lesdes
inflamatérias induzidas pelo dcido acético.

4. O periodo em que as lesGes foram mais intensas se verificou entre as
3a. e 7a. coletas (dias 3 e 16).

5. O inicio do reparo se deu a partir do dia 9 do experimento, e aos 60 dias
observou-se a cura total das lesdes, com 4reas isoladas de fibrose residual.

6. A observagdo macroscépica ndo substitui a observagado histolégica porque

subestima a gravidade das lesdes.
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7.0 RECOMENDACOES PARA ESTUDOS FUTUROS

1. Comparar as lesdes inflamatdrias obtidas com acido acético a 10% com
as lesGes obtidas por outros métodos de indugdo de colite experimental.

2. Tentar reproduzir um modelo de colite cronica através de indugdes suces-
- sivas com 4cido acético a 10%.
3. Como o modelo experimental serve para o estudo morfolégico do processo

inflamatério induzido, seria interessante avaliar sua resposta aos diversos agentes
terapéuticos.
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