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The equine small colon is frequently affected by obstruction, and intestinal motility
dysfunction is a common complication after its surgical treatment. This fact may be related
to myoenteric plexus lesion caused by distention; however, little is known about the
pathophysiology of this condition. The objective of this study was to evaluate the
morphological alterations in the myoenteric inervation of segments of small colon of horses
subjected to intraluminal distension with reduction of the microvascular perfusion (partial
ischemia) of the intestinal wall. Nine horses were used to promote distension of on segment
of small colon for 4 hours. Samples of intestinal wall were collected before and at the end
of the distension, after 1.5 and 12 hours of reperfusion in the experimental segment and
at the end of the procedure in a different distant segment. Samples were processed and
histological sections were stained with cresyl violet for the morphometric studies. An
image analyzer software was used to measure perimeter, diameter, and area of the
neuronal body, nucleus and nucleolus of the neurons and the areas of the cytoplasm and
nucleoplasm. Significant reductions (P<0.05) in the areas of the neuronal body and
cytoplasm were detected at the end of intestinal distension, returning to the basal values
during the reperfusion. In conclusion, intraluminal distension promoted changes in the
morphology of the neurons of myoenteric plexus. These morphological modifications
may be associated to the motility dysfunction frequently observed in clinical cases.
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RESUMO.- O célon menor dos equinos é frequentemente
acometido por afeccdes obstrutivas, sendo a disfungédo da
motilidade uma complicagdo comum apds o tratamento ci-
rurgico. Este transtorno pode estar relacionado com lesdes
no plexo mioentérico ocorridas durante a distensao intesti-
nal, contudo pouco se sabe sobre sua fisiopatologia. O
objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes morfologi-
cas na inervagédo mioentérica em segmentos de colon me-
nor de equinos submetidos a distensao intraluminal com
pressao suficiente para promover reducdo da perfusdo
microvascular (isquemia parcial) da parede intestinal. Nove
equinos foram submetidos a distensao do célon menor por
4h. Fragmentos da parede intestinal foram colhidos antes
e ao final da distensao, apds 1,5 e 12 horas de reperfusao
no segmento experimental e ao final do procedimento em
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segmento distante. As amostras foram fixadas e processa-
das rotineiramente e secgdes histoldgicas foram coradas
com cresil violeta para a morfometria. Por meio de um
software de andlise de imagens, obtiveram-se a area, o
perimetro e os diametros minimo e maximo do corpo
neuronal, do nucleo e do nucléolo dos neurdnios e as are-
as do citoplasma e do nucleoplasma. Verificou-se redugéo
significativa (P<0,05) das areas do corpo neuronal e do
citoplasma ao final da distensao, retornando aos valores
equivalentes aos iniciais durante a reperfusdo. Conclui-se
que a distenséo intraluminal alterou morfologicamente os
neurdnios do plexo mioentérico. Essas modificagcbes mor-
fologicas podem estar associadas e contribuir para expli-
car a disfuncdo da motilidade freqiientemente observada
em casos clinicos.

TERMOS DE INDEXAQAO: Equino, célon menor, distenséo,
plexo mioentérico.

INTRODUCAO

As disfuncdes de peristaltismo, que resultam em ileo
adinamico, sdo uma complicagao frequente em casos de
obstrucao e distensao intestinais e uma importante causa
de o6bito em eqliinos e humanos. O ileo adinamico é re-
sultante da inibicao da atividade propulsiva do intestino
ocasionando a estase do conteudo intestinal. A regulacéo
da motilidade gastrintestinal depende de uma complexa
interacdo entre elementos neurais, hormonais, vascula-
res e neuromusculares (Koenig & Cote 2006). O sistema
entérico intrinseco, o sistema nervoso autbnomo, através
das fibras simpaticas e parassimpaticas, e os sistemas
enddcrino e imunoldgico gastrointestinais estdo intima-
mente relacionados ao processo regulador da motilidade
gastrointestinal (Cunningham 2004).

Em humanos e equinos submetidos a cirurgias intesti-
nais, a probabilidade de desenvolver ileo adinamico du-
rante o periodo pds-operatdrio é alta e nos equinos, quanto
maior essa probabilidade maior a taxa de 6bito (Matos et
al. 2000, 2004, Cerqueira et al. 2005, Faleiros et al. 2008).
Sua fisiopatologia €, ainda, pouco elucidada e varios agen-
tes etioldgicos tém sido implicados, tais como distenséo,
isquemia, desequilibrio entre os componentes simpatico
e parassimpatico, dor apds procedimentos cirurgicos,
endotoxemia, peritonite, disturbios hidroeletroliticos,
hipoalbuminemia e inflamacao (Koenig & Cote 2006).

Dentre os fatores etiologicos, as lesdes de isquemia e
reperfusao tém sido bastante citadas (Matos et al. 2004,
Cerqueira et al. 2005). O intestino € um dos 6rgaos mais
susceptiveis a isquemia (Ikeda et al. 1998) e as lesbes de
isquemia e reperfusao sao apontadas como as principais
causas de alteracdo da motilidade intestinal em ratos,
devido as alteragdes causadas nos neurdnios mioentéri-
cos (Shimojima et al. 2006). Nesse caso, a reducao na
freqiéncia de contracdes intestinais ocorre concomitan-
temente a uma reducdo da imunomarcacéo da proteina
c-kit nas células intersticiais de Cajal (Shimojima et al.
2006), mostrando uma estreita relacao entre a expresséo
dessas células intersticiais e a motilidade gastrointestinal.
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Além disso, varios estudos demonstraram a relacdo
entre a redugéo da motilidade intestinal e as alteracoes
nos neurdnios mioentéricos (Evangelista et al. 2004), se-
jam estas por modifica¢cdes morfoldgicas (Batista 2003),
pela propria deplecao das células intersticiais de Cajal
em virtude de isquemia e reperfusdo (Shimojima et al.
2006, Silva et al. 2007), pela disautonomia ou “grass
sickness” (Hudson et al. 2001, 2002) ou, ainda, pela obs-
trucdo simples ou estrangulada no intestino(Schusser &
White 1997) e megacdlon (Murray et al. 1988).

O codlon menor equino é um segmento intestinal fre-
gUentemente sujeito a obstrugbes completas por conteu-
do intestinal ressecado, corpos estranhos e enterdlitos
entre outros, que normalmente cursam com distensbes
que podem se complicar com ileo adinamico e até ruptu-
ras (Snyder & Speir 1996). Estudos demonstrando a agao
da distensao intraluminal em modelo experimental célon
menor equino ainda sdo escassos. Entretanto, estudos
utilizando um modelo de distensao intraluminal por 40 mm
de Hg mostraram que essa foi suficiente para reduzir em
média 73,6% da perfusao microvascular nas camadas
muscular e serosa (Faleiros et al. 2002), promovendo in-
tensa inflamacédo dessa camada (Faleiros et al. 2008),
contudo sem promover alteragbes significativas na mu-
cosa (Faleiros et al. 2007).

O presente trabalho enfoca os efeitos da distenséao
intraluminal na inervacdo mioentérica e sua relagéo na
patogénese do ileo adinamico, verificando-se possiveis
alteracdes morfologicas nos neurdnios da camada mus-
cular. A hipétese foi que a distensdo do célon menor e
consequente isquemia parcial, promovem alteracdes
morfoldgicas nos neurénios do plexo mioentérico em
equinos.

MATERIAL E METODOS

Para o presente trabalho foram utilizadas amostras de intestino
(célon menor) oriundas de experimento anteriormente realiza-
do, no qual foram utilizados nove equinos sem raga definida,
com idades entre 3-12 anos, e escore corporal 3-3,5 em uma
escala crescente de 1 a 5, que foram submetidos a distenséo
intestinal. Previamente ao experimento, todos os animais fo-
ram considerados higidos por meio de exame fisico completo e
exames hematoldgicos, incluindo hemograma completo e con-
centraga@o plasmatica de fibrinogénio. Para fins de padroniza-
¢do, duas semanas antes do experimento os animais foram
tratados com ivermectina (200mg/kg, PO) e mantidos em dieta
padronizada a base de feno de graminea e racdo comercial
(Faleiros 2003, Faleiros et al. 2007).

Apds jejum de solidos por 12 horas, os animais foram
sedados com xilazina (2%, 0,5mg/kg IV) e tiveram o flanco es-
querdo anestesiado por meio da técnica de “L” invertido utili-
zando-se associagao de lidocaina 2% e bupivacaina 0,5%. Foi
realizada laparotomia com o animal em estacdo e o célon me-
nor foi exposto. A distensao intestinal foi realizada com o auxi-
lio de um balao inserido no interior do limen intestinal e inflado
a uma pressdo de 40mmHg, capaz de promover uma redugao
média de 73,6% (isquemia parcial) na perfusdo microvascular
da camada seromuscular (Faleiros et al. 2002). Apds trés ho-
ras de distens&o, os animais foram submetidos a anestesia geral
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por duas horas para remocao do baldo e colheita de amostras.
Doze horas apds a remogéao do baldo (descompressao intesti-
nal), os animais foram novamente sedados, a anestesia geral
foi induzida por tiopental (10mg/kg, IV) e eutanasia imediata-
mente induzida por infusdo intravenosa continua de solugédo
saturada de sulfato de magnésio (Faleiros 2003, Faleiros et al.
2007).

As amostras intestinais alvo do presente trabalho foram
colhidas imediatamente antes da introdugéo do balao, ao final
da distensdo (imediatamente apds a remogéao do baldo) e 1,5 e
12 horas apds a descompressao intestinal. Apds fixagdo em
formalina 10% tamponada neutra, tais amostras foram proces-
sadas rotineiramente para inclusdo em parafina e estocadas.
Por ocasido do presente experimento, cortes histolégicos (7mm)
foram obtidos, desparafinizados e hidratados de forma rotinei-
ra e corados por imerséao em solugao de cresil violeta (1:400)
durante 3 minutos.

Para a morfometria, procedeu-se a captura de imagens de
campos histoldgicos que continham neurénios situados no plexo
mioentérico. Considerou-se a regiao compreendida entre as
camadas muscular transversal e muscular longitudinal do cé6-
lon menor. A leitura da lamina foi realizada em toda a sua ex-
tenséo de maneira que todos os neurdnios existentes pudes-
sem ser avaliados. Neurénios que nao possuiam os limites de
corpo neuronal, nucleo ou nucléolo bem definidos foram des-
considerados. As imagens foram capturadas no aumento de
1000X através de microcamera (Color Video Camera, JVC,
Tailandia). Em seguida, procedeu-se a analise morfométrica
das imagens obtidas. Utilizou-se software de analise de ima-
gens (Kontron KS300, v.2.0, Carl Zeiss, Alemanha) para
mensurar a area, o perimetro, os didmetros minimo e maximo
do corpo neuronal, nucleo e nucléolo dos neurénios. Para isso,
os limites do corpo neuronal, nucleo e nucléolo foram delimita-
dos manualmente usando o mouse de computador pessoal
(Fig.1). Também foram avaliadas as areas do citoplasma (area
de corpo neuronal menos a area do nucleo) e do nucleoplasma
(area de nucleo menos a area do nucléolo). Foram mensurados
248 neurbnios, o0 que representa uma média de 4,96 neurbnios
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Fig.1. Neuromo do plexo m|oenter|co do colon menor equino.
Linha vermelha delimita o corpo neuronal, linha azul delimi-
ta 0 nucleo e linha verde delimita o nucléolo da célula. O
citoplasma foi considerado como a area entre as linhas ver-
melha e azul e o nucleoplasma como a area entre as linhas
azul e verde. Cresil violeta, 1000x.

por corte histoldgico analisado. A andlise estatistica foi realiza-
da por meio de analise de variancia em blocos ao acaso segui-
da do teste de Student-Newnan-Keuls, considerando-se P<0,05.

RESULTADOS

Nao houve alteracao significativa do perimetro, didametro
minimo e didmetro maximo dos neur6nios mensurados
nos diferentes tempos avaliados (P>0,05). Na andlise das
areas, verificou-se, ao final de 4 horas de distensao, uma
reducéo significativa (P<0,05) da area de corpo neuronal
e da area do citoplasma. Contudo, essas areas retornaram
aos valores semelhantes aos basais apés uma hora e meia
de reperfuséo (Fig.2).

Com relagéo as estruturas nucleares ndo se observou
alteracéo significativa (P>0,05) em relagcdo aos valores
do grupo controle. Contudo, tanto para nucléolo quanto
para nucleoplasma, verificou-se que os valores de amos-
tras obtidas ao final da distensao e 1,5 horas apds foram
significativamente inferiores aos observados ao final do
experimento (P<0,05), conforme observado na Fig.3.
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Fig.2. Médias e erros padréo das areas de corpo neuronal e
citoplasma de neurdnios mioentéricos do célon menor eqliino
submetido experimentalmente a distensao intraluminal por
quatro horas, seguida de uma hora e meia e doze horas de
reperfusdo. Médias seguidas de pelo menos uma letra igual
nao diferem entre si (P<0,05).
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Fig.3. Médias e erros padrao das areas do nucleo, nucleoplasma
e nucléolo de neurénios mioentéricos do célon menor eqliino
submetido experimentalmente a distensao intraluminal por
quatro horas, seguida de uma hora e meia e doze horas de
reperfusdo. Médias seguidas de pelo menos uma letra igual
nao diferem entre si (P<0,05).

DISCUSSAO

O padrao de coloragao obtido com o cresil violeta permi-
tiu a identificagdo dos neurdnios mioentéricos e por isso
foi considerado adequado para esse propdsito. Além dis-
S0, 0 nucleo e nucléolo também se apresentaram eviden-
ciaveis por esta técnica, o que facilitou a avaliagdo morfo-
métrica. Essa observacao esta de acordo com Batista et
al. (2005) que encontraram mais facilidade de avaliacdo
morfométrica de neurdnios mioentéricos de eqliinos pela
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coloragao cresil violeta, quando comparada a técnica
modificada de Hematoxilina-Eosina (HE). Os valores
meédios das areas de corpo neuronal obtidos no controle
e apos 4 horas de distensao foram similares aos resulta-
dos encontrados por Batista et al. (2005) no célon menor
de equinos em segmentos controle e com lesédo induzida
por cloreto de benzalconio respectivamente. Esse acha-
do demonstra que a distensdo promoveu alteracdo se-
melhante a produzida pela exposicao ao cloreto de
benzalcénio.

A reducéo da &rea de corpo neuronal observada apds
4 horas de distensdo no segmento distendido foi coinci-
dente com a reducgéo da area do citoplasma. Como nao
houve reducao significativa da area do nucleo em relagao
a area do nucleo do grupo controle, julgou-se que a redu-
¢ao do corpo neuronal ocorreu em fungao da retragao do
citoplasma. Sabendo-se que o modelo de distenséo utili-
zado no presente estudo promoveu isquemia parcial da
camada seromuscular (Faleiros et al. 2002), esse achado
poderia estar associado a hipdxia.

Os processos degenerativos configuram-se como le-
sbes decorrentes de alteracdes bioquimicas que resul-
tam no acumulo de substancias no interior das células.
Dentre elas, a degeneracao hidrdpica € a lesao sub-letal
mais comum sendo um de seus estimulos a isquemia
tecidual. Esta lesdo resulta de transtornos no equilibrio
hidroeletrolitico das células como conseqiiéncia da au-
séncia de ATP, que ird prejudicar o funcionamento da
bomba eletrolitica de Na+ e K+. Ocorre ainda a entrada
de sddio e saida de potassio, resultando em aumento da
pressao intracelular, ocorrendo entrada de 4gua e expan-
sédo da célula (Pereira 2004). Assim, na degeneracao
hidrépica ocorre aumento do volume celular e consequien-
temente, da area ocupada pela célula, fenébmeno contra-
rio ao observado no presente estudo.

Seguindo ainda a mesma linha de raciocinio sobre
metabolismo celular na hipdxia tecidual, outras explica-
¢Oes poderiam ser apontadas. A regulagdo do volume
celular se da pela saida ou entrada de eletrélitos e
osmdlitos organicos na célula. Quando ocorre o0 aumento
de volume celular, sensores celulares acionam mecanis-
mos para reduzi-lo e vice-versa. Essa regulacao é feita
através da ativagado de canais idnicos. Os canais de trans-
porte associados de K+ e Cl-, quando ativados, provo-
cam decréscimo no volume celular (Pereira 2004). Como
no presente modelo a isquemia é apenas parcial, a redu-
¢céo da area do citoplasma observada, poderia ter sido o
resultado da ativacdo destes canais.

De forma semelhante ao aqui observado, outros estu-
dos utilizando modelos de isquemia e reperfusao tém de-
monstrado alteragbes na morfologia dos neurénios do
plexo mioentérico e, também, alteracbes na motilidade
intestinal. Silva et al. (2007) também verificaram altera-
¢bes em neurdnios mioentéricos de ratos apds isquemia
e reperfusao. No entanto, foram encontradas caracteristi-
cas morfoldgicas de degeneracdao como a presencga de
vacuolizagéo em neurénios mioentéricos de ratos subme-
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tidos a isquemia e reperfusdo. Essas alteragdes foram
observadas no intestino dos animais 21 dias apds a
inducao da injuria de isquemia e reperfusao, sugerindo a
ocorréncia de alteracdes tardias no plexo e sua relagéo
com a diminuicédo da eliminagao fecal. Outras alteracoes
como denervacgao (Shimojima et al. 2006) e apoptose em
neurdnios mioentéricos (Boyer et al. 2005), nas condicoes
de isquemia e reperfusao, ja foram documentadas em
ratos, tendo sido estabelecida uma associa¢ao entre es-
sas modificacdes e a redugéo da motilidade gastrointesti-
nal.

Outro ponto a ser considerado nessa alteracdo da
morfologia neuronal é o fator mecanico da distensédo. A
distensdo poderia causar uma compressao das células
provocando assim reducdo de seu tamanho. Estudos an-
teriores utilizando o mesmo modelo verificaram que a
distensao reduziu a espessura da mucosa (Faleiros et al.
2007). No entanto, os resultados da avaliagao do perime-
tro e dos diametros de corpo neuronal nao mostraram re-
ducéo significativa. Além disso, o efeito mecénico da
distensdo da membrana citoplasmatica pode ativar dire-
tamente proteinas dos canais idbnicos como também alte-
rar o estado quimico de proteinas do citoesqueleto, que
por sua vez podem acionar canais iénicos (Pereira 2004).
Assim, além da indugdo dos canais i6nicos de K+ e CI-
pela isquemia provocando reducdo do volume celular,
poderia hipotetizar-se que o efeito mecanico da distensao
luminal possa alterar a estrutura do citoesqueleto dos
neurdnios mioentéricos resultando na ativacao daqueles
canais iénicos.

Além da isquemia e reperfusao, outros modelos tém
sido utilizados para produzir lesdo no plexo mioentérico.
Em ratos submetidos a desnutricdo protéica e vitaminica,
ao contrario dos resultados obtidos no presente estudo,
foi encontrada elevacao da area de corpo neuronal. Tal
elevacgéo foi atribuida a um possivel aumento da ativida-
de desses neurdnios, como forma de compensacao da
reducdo do seu numero observada no grupo experimen-
tal (Mello et al. 2004). No presente estudo, nao foi possi-
vel fazer uma associagao entre a alteracdo morfométrica
encontrada e o numero de neurdnios, ja que estes nao
foram sistematicamente quantificados. Evangelista et al.
(2004) encontraram maior nimero de neurdnios conside-
rados grandes em ratos com les&o intestinal induzida qui-
micamente, porém, ainda que a alteracdo encontrada te-
nha sido a elevacao da drea dos neurdnios, a lesédo nao
foi associada a processo degenerativo, apontando para a
necessidade de mais estudos para definir se o0 aumento
dos neurdnios evolui para degeneracao.

Outro achado interessante do presente estudo foi uma
diferenca estatistica entre a area de nucleo e nucleoplasma
entre os neurdnios corados ao final da distensao e 1,5
horas apés, quando comparada com as areas de neuro-
nios obtidos 12 horas apds a descompressao (Fig.3).
Como ndo houve diferencga significativa entre amostras
controles e aquelas colhidos apds 12 horas de descom-
pressao, acredita-se que essa diferenca seja promovida

por dois efeitos subliminares individualmente, mas signi-
ficantes ao serem associados. O primeiro seria uma re-
ducao da area do nucleo apds a distensdo e o segundo
um aumento ocorrido a partir de 1,5 horas apés descom-
pressdo. Sabendo-se que as dimensdes nucleares po-
dem variar de acordo com a atividade genética da célula
(Smolle et al. 1989), é possivel formular a hipétese que a
distenséo e a consequente reducao de perfusao sangui-
nea inicialmente inibem a atividade genética, durante e
apos as primeiras horas de sua ocorréncia, e tardiamente
a estimulam. Estudos futuros envolvendo biologia mole-
cular poderao ser uteis para testar tal hipotese.

As alteracdes encontradas neste estudo estéo de acor-
do com os achados da literatura em outras espécies de
que o plexo mioentérico se modifica nas condigbes de
isquemia e reperfusao. Tal resultado permite considerar
a participagdo destas lesdes na reducdo da motilidade
gastrointestinal observada no periodo pds-operatério em
equinos, ainda que ndo se conheca todos os mecanis-
mos pelos quais essa alteragdo ocorre. A metodologia
utilizada neste estudo permitiu comprovar que a distensao
intestinal promove altera¢cdes morfoldgicas nos neuréni-
0s responsaveis pelo peristaltismo do célon menor equino.
Novos estudos serdo necessarios para determinar qual a
importancia clinica dessas alteracdes e se elas podem
estar associadas a ocorréncia de ileo adindmico em equi-
nos e outras espécies, até que se possa alcangar um co-
nhecimento mais detalhado que permita abordagens te-
rapéuticas eficazes para essa afecgéao.
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