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Papel da oxido nitrico sintase na etiopatogenia
da estenose hipertrofica do piloro na infdncia

Role of nitric oxide synthase in the etiopathogenesis of hypertrophic pyloric stenosis in infants

Irnak M. Barbosa!, Saulo M.R. Ferrante2, Carlos A. Mandarim-de-Lacerda3

Resumo

Objetivos: reproduzir, experimentalmente, em ratos, por meio
do inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (ONS - L-NAME), os
achados histopatolégicos correspondentes a estenose hipertréfica do
piloro da infancia (EHPI).

Métodos: para reproduzir o modelo de inibi¢do de ONS na
producéo de EHPI, administrou-se L-NAME em ratas gravidas, a
partir do 14° dia gestacional (grupo L-NAME), comparando-se com
uma gestacdo de controle. Apds o nascimento, todos os ratos do
grupo L-NAME foram mantidos sob inibi¢do da ONS até o 42° dia
de vida, quando foram sacrificados. Os filhotes da gestacdo de
controle, em que nenhuma droga foi administrada, foram também
sacrificados com 42 dias de vida. Os animais e as visceras foram
analisados e pesados. A regido pildrica foi preparada tecnicamente
e observada em microscopia de luz.

Resultados: em comparagdo com os animais de controle, os L-
NAME tiveram peso corporal e intestinal menor e peso gastrico
maior. Nos animais L-NAME a microscopia de luz evidenciou
hipertrofia da camada circular do musculo liso do piloro.

Conclusio: este trabalho reproduziu um modelo experimental
de estudo da estenose hipertréfica do piloro e comprovou, neste
modelo, a associacdo da auséncia da ON sintase na musculatura do
piloro.

J Pediatr (Rio J) 2001; 77 (4): 307-12: estenose pildrica, 6xidos
de nitrogénio, L-NAME.

Introducao

A estenose hipertréfica do piloro na infincia (EHPI) é
uma afec¢do comum, com incidéncia de 0,3% em recém-
natos. Ocorre, preferentemente, entre as 3% e 6* semanas de
vida, caracterizada pela hipertrofia da camada circular da
musculatura do piloro, evoluindo com obstrugéo pildrica e
persisténcia de vomitos.
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Abstract

Objective: to experimentally reproduce, in rats, the findings
corresponding to the histopathology of infantile hypertrophic py-
loric stenosis (IHSP), using nitric oxide synthase (NOS) inhibitor
(L-NAME).

Methods: L-NAME was administered to pregnant rats (L-
NAME group), from the 14th gestational day on in order to repro-
duce the model of NOS inhibition in the production of IHSP. This
group was then compared to control animals. After birth, all the
animals in the L-NAME group were maintained under NOS inhibi-
tion until the 42nd day of life, when they were sacrificed. The control
animals, which did not receive any kind of drug, were also sacrificed
on the 42nd day of life. The animals and their internal organs were
analyzed and weighed. The pyloric region was technically prepared
and observed through light microscopy.

Results: the L-NAME group presented lower body and intesti-
nal weight and higher gastric weight than the control group. Light
microscopy revealed hypertrophy of the circular smooth muscle
layer of the pyloric muscle in L-NAME animals.

Conclusions: this work reproduced an experimental model of
an IHSP study, confirming the effect of NOS blockade on the pyloric
musculature.

J Pediatr (Rio J) 2001; 77 (4): 307-12: pyloric stenosis, nitric
oxide synthase, L-NAME.

A etiologia da EHPI, até o momento, nio foi completa-
mente elucidada. Acredita-se que haja uma associacgio de
fatores hereditdrios e ambientais. Vdrias teorias tém sido
propostas, envolvendo a inervagdo do piloro, o controle
hormonal, as proteinas da matriz extracelular, as inervacgoes
peptidérgica e nitrérgica e, recentemente, as alteragdes nos
fatores de crescimento da musculatura lisal*2. Acredita-se,
hoje, que alteracdes primdrias da inervacdo do sistema
nervoso entérico, associadas a auséncia de ONS e células
intersticiais de Cajal3, sejam teorias mais promissoras para
explicar a fisiopatologia da EHPI.
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Recentes trabalhos tém demonstrado que o 6xido nitri-
co (ON) é uma substancia instdvel cuja formacao é catali-
sada pela ONS a partir da L-arginina®, sendo um dos
principais responsdveis pelo relaxamento da musculatura
lisa do trato gastrintestinal. A isoforma neuronal da ONS é
encontrada tanto no sistema nervoso central como no siste-
ma nervoso periférico’. No trato gastrintestinal, hd ativida-
de da ONS, detectada por imuno-histoquimica no plexo
mientérico e nos planos musculares (circular e longitudi-
nal). Huang et al.® conseguiram, por recombinago genéti-
ca, desenvolver umaraca mutante de ratos com alteracao do
locus do gene da ONS que t&m auséncia da atividade desta
enzima e presenga de hipertrofia da camada circular da
musculatura do piloro com aumento do tamanho do estoma-
go’.

Este trabalho tem o objetivo de reproduzir experimen-
talmente os achados histopatolégicos correspondentes a
EHPI quando ha inibicdo da sintese do ON.

Materiais e métodos

O presente trabalho usou ratos Wistar provenientes do
biotério central da Fiocruz/RJ. Trés fémeas gravidas, a
primeira com 14 dias de gestagdo e as outras com 16 dias de
gestacdo, foram denominadas, D14 e D16 (grupo com
bloqueador da ONS) e D16¢ (grupo controle). Até o final da
gestacdo, permaneceram no biotério do Laboratério de
Morfometria da UERJ, sob condi¢des controladas de tem-
peratura, iluminagdo e umidade ambiental, sendo alimenta-
dos com ragdo prépria para rato (Nuvilab®) e recebendo
agua potavel ad libitum.

Entre o inicio do trabalho e o final da gestagao, as ratas
D14 e D16 receberam o bloqueador da 6xido-nitrico-
sintase L-NAME (hidrocloreto de NYNitro-L-Arginina
Metil Ester, Sigma Chemical Co., St. Louis, Lote 98H1427),
na dose 50 mg/kg/dia, dissolvidos na dgua do bebedouro,
oferecida na quantidade minima didria suficiente. Nao
houve uma diferenga significativa do volume de dgua
ingerida entre os animais. A rata D16¢ ndo foi oferecido o
L-NAME, sendo considerada o animal controle.

As ninhadas D14, D16 e D16¢ foram constituidas,
respectivamente, de sete, seis e cinco filhotes. No 21°diade
vida, os filhotes foram separados das maes, pesados e
acompanhados por mais 21 dias, quando foram sacrifica-
dos. Neste periodo que se seguiu ao desmame, todos os
filhotes continuaram sendo alimentados com amesmadieta
que, até o desmame, vinha sendo oferecida as suas respec-
tivas maes. O L-NAME foi oferecido aos filhotes D14 e
D16 (masndo aos D16c¢) na dgua do bebedouro, por mais 21
dias, na dose de 50 mg/kg/dia.

Com 42 dias de vida, os animais foram sacrificados por
inalagdo de éter sulfirico e injecdo intracardiaca de cerca
de 0,5ml de KCl, sendo retirados o estdbmago, o piloro e o
intestino delgado, que foram medidos e pesados. O intesti-
no (do duodeno a valvulaileocecal) foi removido, limpo do
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material intestinal e medido. Em seguida, fragmentos com-
preendendo toda a extensdo da parede da regido pilérica
foram fixados em solug¢do tamponada de formol 10%, a
temperatura ambiente, por 48 horas. Depois, foram inclui-
dos em parafina e seccionados com 3mm e 10um de
espessura. Os cortes foram preparados tecnicamente e
corados com hematoxilina-eosina e tricrdmico de Masson.
Foi calculada a estatistica descritiva. As diferencas
entre os grupos foram testadas com o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney com indice de significancia de 0,05.

Resultados

Os grupos foram analisados quanto ao peso dos filhotes.
A comparagdo do peso no 21° dia de vida dos grupos L-
NAME (D14 e D16) e grupo controle (D16¢) ndo foi
significativa (Figura 1). Esta comparagdono 42°diade vida
mostrauma diferenca significativano ganho do peso corpo-
ral entre os grupos L-NAME e grupo controle (Figura 2).
Observam-se os valores do peso e dimensao das estruturas
que foram retiradas dos 18 filhotes. Considerando a
médiatdesvio padrdo, o comprimento do intestino delgado
teve valores de 90,7245,89cm, o peso do estdmago teve
1,50+0,27g. Nos grupos L-NAME (D14,D16) a média do
peso do estdmago foi maior que no controle.

Figura 1 - Grafico em barras (médiatdesvio-padrdo) do peso
corporal no 21° dia pds-natal dos grupos D16 (L-
NAME) e D16c¢ (controle)

A discrepancia da relacdo do peso do estdmago em
comparacao com o peso corporal nos grupos L-NAME e
controle foi estatisticamente significativa (Figura 3). O
peso do intestino teve valores de 7,20+0,87g. A relagao do
peso e comprimento do intestino delgado, entre os grupos
L-NAME e controle, mostrou-se também significativa (Fi-
gura 4).
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tivamente. Esta discussao foi iniciada por Belding e Kerno-
han® quando afirmaram que havia, nos pacientes com
EHPI, uma diminui¢do do ndmero de células ganglionares
e fibras neurais, por um processo degenerativo, que foram,

posteriomente, confirmados por Sptiz e Kaufmann®.

Friesen e Boley!?, apés andlise comparativa das células
neurais de criancas com EHPI e fetos normais, propuseram
ateoria daimaturidade das células ganglionares em pacien-
tes com EHPI. Posteriormente, outros autores observaram
alteragdes nas terminacdes neurais no piloro!! e nas células
de suporte neural'2, além de alteracdes ultra-estruturais no
plexo mientérico e musculo do piloro.

Figura 2 - Grifico em barras (médiatdesvio-padrdo) do peso
corporal no 42° dia pés-natal dos grupos D16 (L-
NAME) e D16¢ (controle)

A avaliacdo histolégica da musculatura circular do
piloro, nos 13 filhotes que receberam L-NAME, demons-
trou uma diferenca significativa da espessura do piloro. A
hipertrofia da camada muscular do piloro ficou caracteriza-
da no corte longitudinal com a medida do maior didmetro,
sendo duas vezes o valor da espessura do piloro do grupo de
controle (Figura 5).

Discussao

A etlologla.da EHPI permanece desconheglda, a[i)e.sar Figura 3 - Grifico em barras (média+desvio-padrio) da rela-
do avanco da biologia molecular e da engenharia genética. ¢dio peso do estdmago/peso corporal dos ratos sacri-
Os estudos mais recentes apontam para alteragdes no SNE ficados dos grupos D16 (L-NAME) e D16¢ (contro-
nos pacientes com EHPI, tanto quantitativa quanto qualita- le)

Tabela 1 - Média do peso dos filhotes e visceras

Variavel D14 (n=7) D16 (n=6) D16¢ (n=5) pf
Peso (xdp*,g) aos 21 dias 29+2.62 53,6+4,26 59,3+5,35 0,06
Peso (xdp,g) aos 42 dias 77,4+9,83 144,6+23,07 168,8+27,52 0,04
Peso do intestino delgado (+dp,g) 6,504+0,84 6,035+0,28 8,160+0,24 0,006
Peso do estdmago (+dp,g) 1,504+0,27 1,691+0,20 1,250+0,08 0,006

*desvio padrao; T:grama; i: indice de significancia (p< 0,05), teste ndo paramétrico de Mann-Whitney
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Figura 4 - Grifico em barras (médiatdesvio-padrdo) da rela-
¢do peso/comprimento do intestino delgado dos ra-
tos sacrificados dos grupos D16 (L-NAME) e D16¢
(controle)

Novas técnicas identificaram peptideos gastrintestinais
e descreveram com maior detalhe ainervacao peptidérgica.
Malmfors e Sandler! descreveram alteracdes na inervagio
peptidérgica, demonstrando a diminuicao de fibras neurais
especificas para o peptideo vaso-ativo intestinal (VIP), a
substancia P e a encefalina, em pacientes com EHPI. O VIP
¢ encontrado em altas concentracdes no piloro, estando
envolvido no relaxamento da musculatura lisa do trato
gastrintestinal e sendo, provavelmente, um dos elementos
responsaveis pelo controle do mecanismo esfincteriano do
piloro!3. Grider'* demonstrou a existéncia de uma ago
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sinérgica entre o VIP e o ON, analisando, in vitro, fibras
musculares lisas do piloro e concluindo, assim, que o VIP
estimula a produ¢do de ON. O relaxamento das fibras
musculares lisas € mantido e amplificado pelo VIP, libera-
donajuncdo pré-sindptica por estimulo do ON, que também
age na fase inicial deste relaxamento.

Barajas-Lopez ! e Serio!® comprovaram que as células

intersticiais de Cajal funcionam como marcapassos regula-
dores do impulso elétrico da musculatura lisa intestinal.
Langer> observou a diminuicdo do nimero de células in-
tersticiais de Cajal em pacientes com EHPI, o que foi
confirmado utilizando o método imunoistoquimico para
pesquisade receptores transmembrana tirosina-quinase (C-
KIT), especifico para pesquisa de células intersticiais de
Cajal no trato gastrintestinal'”.

O ON, inicialmente identificado como fator de relaxa-
mento derivado do endotélio (EDRF)!3:19, ¢ reconhecido
como um potente neurotransmissor ndo colinérgico e ndo
adrenérgico, envolvido nainervagdo inibitéria da muscula-
tura lisa do trato gastrintestinal>?, Em pacientes com
EHPI, observou-se a ausérncia da NADPH diaforase (enzi-
ma considerada, no SNC e SNP, como sendo a prépria
ONYS). Biépsias de segmentos da musculatura do piloro em
criancas com EHPI apresentaram ONS diminuida nas fibras
neurais da camada circular do piloro, com preservagao
dessa enzima no plexo mientérico?!-22, Ratos mutagénicos
(knockout), com auséncia da ONS, sdo férteis, sem qual-
quer altera¢do no SNC, mas apresentam estdmago aumen-
tado de tamanho com hipertrofia da camada circular da
musculatura do piloro®. Kusafuka e Puri?? demonstraram
niveis mais baixos de RNA mensageiro da ONS neuronal na
musculatura do piloro dos pacientes com EHPI.

Figura 5 - Fotomicrografias da regido pildrica do rato (coloracdo: tricromico de Masson, barra: 0,2mm).
Transi¢do piloro-duodenal em animais controle (A) e em animais L-NAME (B). As setas indicam o
inicio do duodeno (glandulas de Briinner)
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A formacao de ON estd aumentada na gravidez, expli-
cando a vasodilatagdo materna neste periodo. A utilizac@o
de bloqueador da ONS no final da gestagc@o, em ratos, nao
afetou a satde da mae, mas afetou a prole, com retardo do
crescimento intra-uterino e alteracdes isquémicas, com o
nio desenvolvimento de membros nos fetos®-20, Além
disso, observou-se também retardo do crescimento no peri-
odo neonatal dos ratos inibidos com L-NAME, associado
ao aumento do tamanho do estdmago, diminui¢c@o do peso
do intestino e hipertrofia da camada muscular do piloro. A
comparacao do peso do cérebro em relagdo as visceras
revelou adesnutri¢do desses ratos que receberam L-NAME,

decorrente 2 obstrucdo pilérica®.

No presente estudo, observou-se que os animais ganha-
ram peso entre o periodo do desmame (21° dia de vida) e o
dia do sacrificio (42° dia de vida), o que pode ser explicado
pelo efeito tardio da inibicdo da ONS e pela transicdo da
dietaliquida (leite materno) para sélida (racao). O aumento
do peso do estdmago e a diminuicdo do peso do intestino
delgado, associados a hipertrofia da camada circular da
musculatura do piloro, confirmaram os achados de Voelker

e colaboradores20.

Os resultados deste trabalho reforcam a teoria que tenta
explicar a fisiopatologia da EHPI como conseqiiéncia da
auséncia, no piloro, do neurotransmissor ndo adrenérgico e
nio colinérgico, descrito por Furchgott!® e Ignarro!® como
6xido nitrico (ON). Vanderwinden?! foi pioneiro na asso-
ciacdo da auséncia da ONS e EHPI, que foi confirmada
depois®22:23. A regularizacio da inervacio do piloro e da
atividade da ONS, em pacientes que tiveram tratamento
cirdrgico, sugere que esta auséncia da ONS, nos pacientes
com EHPI, € de carater transitorio.

Embora estudos especificos sejam indispensaveis para
dimensionar a importiancia do ON na etiopatogenia da
EHPI, este trabalho sugere que o bloqueio da sintese do ON,
levando a perda da agdo relaxante da musculatura lisa
intestinal, € um elemento central deste processo.
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