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ARTIGO ORIGINAL

Reacdo inflamatéria nas algas intestinais de ratos:
pode a urina intraperitonial causar dano?

Inflammatory reaction in the intestinal wall of rats:
can intraperitonial urine cause damage?

Paulo R. Ferreiral, Sérgio L. Amantéa2, Manoel Trindade3, Ubirajara Mota?

Resumo

Objetivo: Observar a intensidade da reagdo inflamatdria causa-
da pela urina sobre a parede das alcas intestinais de ratos.

Métodos: Modelo experimental, utilizando 20 ratos da raca
Wistar alocados em dois grupos. Todos os animais foram submetidos
a pung¢do abdominal no quadrante inferior direito (QID), duas vezes
por dia, durante um periodo de cinco dias. No grupo I (controle),
nenhuma substancia era inoculada por ocasido do procedimento,
enquanto que, no grupo II (urina), 3 ml de urina neonatal estéril eram
inoculados. Os animais foram eutanasiados no sexto dia de procedi-
mento. Um espécime de intestino delgado fixado em parafina e
corado pelo método da eosina-hematoxilina foi submetido a andlise
microscépica, sempre pelo mesmo patologista, o qual determinou o
grau de reagdo inflamatdria na parede das alcas intestinais.

Resultados: Todos os animais completaram o experimento. No
grupo I, serosite foi observada em seis animais e enterite em um. No
grupo II, serosite foi observada em nove animais e enterite em quatro.
A diferenganaintensidade dareag@o inflamatdria observada entre os
grupos nao chegou a configurar diferenca estatisticamente signifi-
cante (p=0,1).

Conclusao: A inoculagdo intra-abdominal de urina neonatal
estéril ndo foi capaz de produzir reagdes inflamatdrias significativas
na parede intestinal de ratos quando comparada a animais de um
grupo controle submetido apenas ao procedimento de paracentese.
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Abstract

Objective: To observe the intensity of the inflammatory reaction
caused by urine on the intestinal wall of rats.

Methods: Experimental model, using 20 Wistar rats divided into
two groups. All the animals were submitted to abdominal puncture at
the right inferior quadrant, twice daily for five days. In Group I
(control group) no substance was inoculated during the procedure,
while in Group II (urine group), 3 ml of neonatal urine were
inoculated. The animals were killed on the sixth day. A small-bowel
specimen was fixed in paraffin and stained with hematoxylin-eosin.
Microscopic analysis was performed by the same pathologist in all
cases for determination of the degree of inflammatory reaction in the
intestinal wall.

Results: All animals completed the experiment. In group I
(control group) serositis was observed in six animals and enteritis in
one. In group II (urine group) serositis was observed in nine animals
and enteritis in four. The groups were similar in terms of the intensity
of the inflammatory reaction observed (p = 0.1).

Conclusion: The intra-abdominal inoculation of neonatal urine
did not produce significant inflammatory reactions in the intestinal
wall of rats.

J Pediatr (Rio J) 2003;79(6):525-9: Gastrosquise, rats, intestine
damage, urine.

Introducao

Gastrosquise € um defeito da parede abdominal anteri-
or. Tal defeito permite a protusio das alcas intestinais intra-
abdominais, as quais apresentardo graus variados de pro-
cesso inflamatério sobre suas paredes.

Estima-se que a incidéncia global de gastrosquise apro-
xime-se de 1:10.000 nascimentos vivos, com taxas de
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mortalidade variando entre 7% e 80%. Entretanto, o aspec-
to primdrio (processo inflamatério) das al¢as intestinais por
ocasido do nascimento parece exercer um papel fundamen-
tal no progndstico dos pacientes. A primeira tentativa de
quantificagdo da reagdo inflamatéria na parede das algas
intestinais e sua correlacdo com as substancias presentes no
liquido amnidtico em pacientes portadores de gastrosquise
foi realizada por Sherman et al.!. Como na gastrosquise as
alcas intestinais estdo em contato direto com o liquido
amnidtico, essa exposi¢do € tida como um dos principais
fatores responsaveis pelo espessamento e pelo encurtamen-
to dos intestinos, dano freqiiente nessa patologia'10. A
urina, principal componente do referido compartimento
embriondrio, tem sido apontada por muitos autores como
responsavel pelo dano a parede intestinal>%-11-13 Tais
observacdes sdo fundamentadas no principio fisiolégico de
que todo o feto urina para dentro da cavidade amnidtica.

Em funcio disso, foi realizado um estudo experimental
para se observar, sob o ponto de vista anatomopatolégico,
a intensidade da reacdo inflamatdria exercida pela urina
neonatal sobre a parede das alc¢as intestinais de um modelo
animal.

Métodos

Estudo experimental controlado, realizado no Centro de
Pesquisa Experimental da Fundagdo Faculdade Federal de
Ciéncias Médicas de Porto Alegre (FFFCMPA), Brasil.
Foram selecionados 20 ratos albinos, adultos, machos, da
raca Wistar, pesando entre 250 g e 350 g, obtidos aleatori-
amente do mesmo criador.

A urina de 20 recém-nascidos normais internados no
bergério da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Porto
Alegre que ndo estavam sendo alimentados foi coletada em
recipiente estéril por técnica asséptica nas primeiras horas
de vida. O sistema coletor era trocado a cada 20 minutos,
acompanhado por higiene local somada ao uso de iodofor
aquoso até que o material biolégico fosse obtido. Toda
urina coletada foi submetida a anélise bacteriolégica no
laboratério da institui¢do, sem qualquer conhecimento dos
objetivos por parte dos responsaveis pela anélise quanto ao
uso dessa substancia. Apenas material com comprovada
auséncia de crescimento bacteriano foi incluido no estudo.

Os ratos foram separados em dois grupos, em fungdo do
material biolégico a ser inoculado em sua cavidade perito-
nial:

Grupo I — grupo controle (n = 10): animais submetidos
a pun¢do abdominal no quadrante inferior direito (QID),
duas vezes por dia, durante um periodo de cinco dias.
Nenhuma substéincia foi inoculada por ocasido do procedi-
mento.

Grupo II — grupo urina (n = 10): animais foram subme-
tidos a puncdo abdominal no QID, duas vezes por dia,
durante um periodo de cinco dias. Por ocasido do procedi-
mento, foram inoculados 3 ml de urina neonatal na cavidade
intraperitonial.
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O projeto foi avaliado e aprovado pelo Grupo de Pes-
quisa e Pés-Graduagdo da FFFCMPA. Todas as maes dos
recém-nascidos firmaram consentimento informado para
colheita do material.

Todos os animais foram eutanasiados 24 horas apés a
dltimainocula¢do de material intra-abdominal (sexto diade
experimento) por inalagdo de CO,. Seqiiencialmente fo-
ram submetidos a laparotomia exploradora através de uma
incisdo xifopuibica para exérese das algas intestinais.

Em todos os animais foi retirado um espécime de
intestino delgado (a aproximadamente 3 cm da regido
pilérica). O material foi fixado em parafina, sendo a seguir
submetido a coloracao pelo método de eosina-hematoxili-
na. Um mesmo patologista (o qual ndo possuiainformagdes
sobre o grupo ao qual cada animal pertencia) realizou as
andlises microscdpicas. As laminas tiveram a intensidade
dareacdo inflamatéria transcrita individualmente parauma
ficha de resultados padronizada.

A exemplo do que ja acontecera no estudo de Sherman
et al.l, a reacdo inflamatdria das algas intestinais de cada
animal foi analisada em func¢do da intensidade dos seguin-
tes achados: serosite, enterite, necrose parietal e peel. Uma
vez detectada a presenca de alguma dessas anormalidades
inflamatérias, a mesma era graduada em leve, moderada ou
grave e transcrita para uma ficha padronizada. A intensida-
de desses achados, relacionados a presenca da reacgdo
inflamatoria (serosite, enterite, necrose parietal e peel), foi
pontuada de 1 a 3 (leve, moderada, grave). O somatério
dessa pontuagdo resultou em um escore, com uma intensi-
dade de reacdo inflamatdria que poderia variar de 1 a 12.
Auséncia de reagdo inflamatdria, para qualquer um dos
achados avaliados, era pontuada como zero. Esse escore foi
utilizado para processamento da andlise estatistica, que foi
realizada através do teste U (Wilcoxon-Mann-Whitney). O
nivel de significancia adotado para as comparagdes realiza-
das no experimento foi de 5% (a = 0,05).

Resultados

Todos os animais completaram o experimento. Nao
foram demonstradas diferencas entre as caracteristicas
gerais dos animais dos dois grupos (aspecto do pélo e
peso). Por ocasido da laparotomia, ndo foi observada
nenhuma les@o que pudesse estar relacionada ao proce-
dimento punctério didrio. As estruturas intra-abdomi-
nais estavam integras. Em nenhum animal, de ambos os
grupos, observou-se qualquer anormalidade macroscé-
pica das alcas intestinais (Figura 1).

Quanto a andlise microscépica, no grupo I (controle),
serosite de grau leve foi observada em seis casos, sendo que
em um dos animais, essa anormalidade esteve associada a
enterite moderada. Nenhum dos animais apresentou necro-
se parietal ou peel. O escore obtido nesse grupo apresentou
uma amplitude de 0 a 3, com mediana de 1. O somatdrio
total dos escores foi de 8.
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Figura 1 - Aspecto macroscépico das al¢as intestinais apds laparotomia

No grupo II, nove animais apresentaram serosite (um de
grau leve, seis de grau moderado e dois de grau severo).
Enterite foi observada em quatro animais (dois de grau leve
e dois de grau moderado). A presenga de necrose parietal ou
peelnao foi observadaem nenhum dos animais. O escore do
grupo II apresentou uma amplitude de 0 a 5, com uma
medianade 2,5. O somatorio total dos escores foi de 27. Na
Figura 2, pode-se observar as freqiiéncias dos escores
obtidos nos dois grupos.

Escore

1,00 2,00

Grupos p=0,1

Figura 2 - Freqiiéncia dos escores obtidos nos dois grupos

Discussao

Em nosso estudo, ndo observamos diferenca significa-
tiva na reacdo inflamatdria sobre a parede das algas intes-
tinais de animais submetidos a inoculacido de urina na
cavidade peritonial. Tais achados estdo de acordo com
algumas hipéteses ja levantadas por outros autores. Akgur
etal.!*e Olguneretal.!’ tém defendido em seus experimen-
tos a possibilidade de que residuos provenientes do trato
digestivo possam estar associados a génese do problema.
Embora a etiologia da gastrosquise e os aspectos relativos
a seu progndstico permanec¢am assunto controverso, é pon-
to comum que a caracteristica do liquido amnidtico possa
ser um dos fatores mais importantes na génese do processo
inflamatério. O mesmo tem sido responsabilizado por mui-
tas dessas alteracdes?48-13:-16 secundariamente a uma
acdo direta sobre as alcas evisceradas durante boa parte do
periodo gestacional>10-17-20 No entanto, existem dividas
frente a qual ou a quais substincias componentes desse
liquido trariam como resultado o encurtamento, o espessa-
mento e a menor peristalse intestinal evidenciada nesses
pacientes!~#11-14.21 ' A yrina é o principal componente do
liquido amniético™2-11-13:17; por isso, freqiientemente tem
sido responsabilizada pelo dano intestinal, j4 que o feto
fisiologicamente urina dentro da cavidade amnidti-
ca> % 11-13:17.22.23 No infcio da década de 1980, em dife-
rentes experimentos, varios autores correlacionaram a uri-
na ao dano da parede das visceras herniadas. Inimeros
trabalhos foram realizados em embrides de galinha. Essa
espécie animal apresenta duas cavidades embriondrias.
Uma cavidade alantdica, responsavel pelo armazenamento
dos produtos provenientes do metabolismo urindrio e intes-
tinal, e uma cavidade amnidtica, onde sao armazenadas as
alcas intestinais — ndo estando, em condi¢des normais, as
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duas cavidades em contato. No momento em que, experi-
mentalmente, a cavidade amnio-alantéica é rompida, seu
contetdo entraem contado com as alcas intestinais determi-
nando graus variados de reag@o inflamatdria. Nao se pode,
porém, determinar categoricamente, nesse tipo de experi-
mento, que somente a urina atuou como principal substan-
cia responsavel pelo dano intestinal ! 1-12,

Essatem sido a grande dificuldade de todos os modelos
experimentais ja testados, qual seja, precisar que substancia
presente no liquido amnidtico pode ser a responsdvel pelo
dano. Além dos modelos ja referidos, onde foram utilizados
embrides de galinha, outros modelos animais que incluiam
a exposicdo de algas intestinais a urina humana ja foram
realizados!4. Embora possa parecer contraditério utilizar a
urina humana neonatal (precoce, ndo colonizada) nesses
diferentes modelos animais, tal objetivo enfoca a questao
sobre outra Otica: a capacidade da urina em gerar reacio
inflamatdria na parede das algas intestinais de um modelo
animal. N3o € o objetivo — sendo de menor interesse pratico
— observar a exposi¢do de urina de rato a alca intestinal de
rato. Transpondo essa andlise para nosso objetivo, procura-
mos observar se a urina humana (ambiente encontrado em
nossa cavidade amnidtica) provoca dano na parede das
alcas intestinais de nosso modelo animal. A resposta
encontrada na parede intestinal dos ratos pode diferir da
encontrada em humanos. Entretanto, essa € uma limitacao
intrinseca de estudos experimentais. A possibilidade de que
um comportamento dispare naraga humana deve ser conta-
bilizada, mas € importante reforcar que, na presente pesqui-
sa e em outros estudos realizados com diferentes modelos
de experimentacdo, o fator principal em estudo sempre
esteve centrado na urina humana (sua ag@o inflamatéria
sobre as alcas intestinais) e ndo no animal de experimenta-
¢ao utilizado.

Em casos de ascite urindaria, tem sido demonstrado
ndo existir a presenca de intenso processo inflamatério
sobre a parede dos intestinos!’. Entretanto, outras subs-
tancias que compdem o liquido amnidtico humano, entre
elas 0 meconio+14-16.24-26 noderiam ser responséveis
pelo evento. Hoje, inimeros experimentos demonstram
que adefecacdo intra-ttero também é um evento passivel
de ser considerado fisiolgico?-10:24.25.27-29 ~ A5 dife-
rencas ndo encontradas em nosso estudo, portanto, po-
dem estar relacionadas a um papel secundério da urina
frente a acdo inflamatéria desses outros componentes
ndo testados no experimento.

Também merece consideragdo a possibilidade de que
uma diferenca significativa nio tenha sido encontrada
por limitagdes de tamanho da amostra. Uma vez conside-
rada a ampliagdo do nimero de casos, uma diferenga ndo
aparente poderia ser detectada (erro b). Julgamos ser
importante referir que a pontuagio obtida pelo escore
pode também néo refletir um instrumento fidedigno para
um julgamento clinico mais apurado. Mesmo os animais
considerados controles apresentaram alguma anormali-
dade a anélise anatomopatoldgica. Algumas inferéncias
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podem ser estabelecidas para justificar esse achado. O
mecanismo de morte dos animais eutanasiados ou até
mesmo as pungdes repetidas da cavidade amnidtica po-
deriam levar a pequenas anormalidades inflamatdrias da
parede intestinal. Os escores obtidos no somatério de
ambos os grupos (grupo I: 8; grupo II: 27), frente ao
escore maximo possivel de ser obtido (120), ilustra
claramente a pouca significincia das manifestacdes en-
contradas.

Os defeitos congénitos da parede abdominal consti-
tuem um desafio a assisténcia intensiva neonatal, estan-
do a gastrosquise associada a uma mortalidade préxima
de 10%. Sua etiologia ndo € conhecida, embora seja
possivel que venha a fazer parte de um amplo espectro de
desordens fetais que incluiriam fatores vasculares, bem
como fatores relacionados a posicdo do defeito e a
capacidade de cicatrizagdo do feto2®. A intensidade da
reacdo inflamatdria presente na parede intestinal desses
pacientes € um fator determinante de seu progndstico;
daf a importancia do estabelecimento da etiologia e da
identificac@o de fatores que possam estar associados a
uma pior evolucdo. Em nosso estudo, a inoculagao de
urina neonatal nio foi capaz de produzir reagdes infla-
matdrias significativas na parede intestinal de ratos quan-
do comparada a animais de um grupo controle submetido
apenas a procedimento de paracentese.

Referéncias bibliograficas

1. ShermanNIJ, AschMJ, Isaacs HJr, Rosenkrantz JG. Experimental
gastroschisis in the fetal rabbit. J Pediatr Surg. 1973;8:165-9.

2. Aktug T, Erdag G, Kargi A. Amnio-allantoic fluid exchange for
the prevention of intestinal damage in gastroschisis: an
experimental study on chick embryos. J Pediatric Surg.
1995;30:384-7.

3. Aktug T, Ugan B, Olguner M. Amnio-allantoic fluid exchange
for prevention of intestinal damage in gastroschisis II: effects of
exchange performed by using two different solutions. Eur J
Pediatr Surg. 1998;8:308-11.

4. Aktug T, Ucan B, Olguner M. Amnio-allantoic fluid exchange
for prevention of intestinal damage in gastroschisis III:
Determination of waste products removed by exchange. Eur J
Pediatr Surg. 1998;8:326-8.

5. Hakgiider G, Ates O, Olguner M, Riza Sisman A, Akgur FM. Is
induction of fetal diuresis with intraamniotic furosemide effective
for the removal of intestinal waste products from amniotic fluid?
Eur J Pediatr Surg. 2002;12:293-8.

6. Saxena AK, Hiilskamp G, SchleefJ, Schaarschmidt K, Harms E,
Willital GH. Gastroschisis: a 15-year, single-center experience.
Pediatr Surg Int. 2002;18:420-4.

7. Sydorak RM, Nijagal A, SbragiaL, Hirose S, Tsao K, Phibbs RH,
et al. Gastroschisis: small hole, big cost. J Pediatr Surg.
2002;37:1669-72.

8. Hunter A, Soothill P. Gastroschisis—an overview. Prenat Diagn.
2002;22:869-73.



Reagao inflamatéria nas algas intestinais de ratos... — Ferreira PR et alii

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Hakgiider G, Ates O, Olguner M, Api A, Ozdogan O, Degirmenci
B, etal. Induction of fetal diuresis with intraamniotic furosemide
increases the clearance of intraamniotic substances: an alternative
therapy aimed at reducing intraamniotic meconium concentration.
J Pediatr Surg. 2002;37:1337-42.

J Baerg, G Kaban, J Tonita, P Pahwa, D Reid. Gastroschisis: a
sixteen-year review. J Pediatr Surg. 2003;38:771-4.

. Kliick P, Tibboel D, van der Kamp AWM, Molenaar JC. The

effect of fetal urine on the development of bowel in gastroschisis.
J Pediatr Surg. 1983;18:47-50.

Tibboel D, Keers CV, Kliick P, Gaillerd JLJ, Koppenberg J,
Molenaar JC. The natural history of gastroschisis during fetal
life: development of the fibrous coating on bowel loops.
Teratology. 1986;33:267-72.

Lopez de Torre B, Aldazabal P, Uriarte S, Sanvicente MT, Ruiz
I, Tovar JA. Producion experimental de laparosquisis en el
embrion de pollo. Cir Pediatr. 1991;4:108-11.

Akgur FM, Ozdemir T, Olguner M, Aktug T, Ozer E. An
experimental study investigating the effects of intraperitoneal
human neonatal urine and meconium on rat intestines. Res Exp
Med. 1998;198:207-13.

Olguner M, Akgiir FM, Api A, Ozer E, Aktug T. The effects of
intraamniotic human urine and meconium of the intestines of
chick embryo with gastroschisis. J Pediatr Surg. 2000;35:458-61.
Abramovich DR, Gray ES. Physiologic fetal defecation in mid
pregnancy. Obstet Gynecol. 1982;60:294-6.

King LR. Posterior urethra. In: Kelalis PP, King LR, Belman AB,
editores. Clinical Pediatric Urology. Filadélfia, PA: W. B.
Saunders Co; 1985. p. 527-558.

Cooney DR. Defects of the abdominal wall. In: O’Neil JA, Rowe
MI, Grosfeld JL, Fonkalsrud EW, Coran AG. Pediatric Surgery.
5* ed. Mosby-Year Book, Inc; 1998. p. 1045-1069.

Bax NMA. Exomphalos and gastrochisis. In: Freeman NV,
Burge MD, Griffiths DM, Malone PSJ, editores. Surgery of the
newborn. Churchill Livingstone; 1994. p. 301-320.

Maksoud JG. Defeitos da regido umbilical e paraumbilical. In:
Maksoud JG, editor. Cirurgia Pediatrica. Rio de Janeiro: Livraria
e Editora Revinter; 1998. p. 674-682.

21

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

Jornal de Pediatria - Vol. 79, N°6, 2003 529

. Gaines BA, Holcomb GW III, Neblett WW. Gastroschisis and
Omphalocele. In: Ashcraft KW, Murphy JP, Sharp RJ, Sigalet
DL, Snyder CL. Pediatric Surgery. 3* ed. Filadélfia: W. B.
Saunders Co; 2000. p. 639-649.

Lotgering FK, Wallenburg HC. Mechanisms of production and
clearance of amniotic fluid. Semin Perinatol. 1986;10:94-102.
Martin RW, Mc Colgin SG. Evaluation of fetal and neonatal
acid-base status. Obstet Gynecol Clin North Am. 1990;17:223-33.
Ciftci AO, Tanyel FC, Ercan MT, Karnak I, Biiyiikpamukc¢u N,
Hicsonmez A. In utero defecation by the normal fetus: a
radionuclide study in the rabbit. J Pediatr Surg. 1996;31:1409-12.
Kizilkan F, Karnak I, Tanyel FC, Biiyipamak¢u N, Higsonmez
A. Inutero defecation of the nondistressed fetus: aroentgen study
in the goat. J Pediatr Surg. 1994;29:1487-90.

Aktug T, Hosgor M, Akgur FM, Olguner M, Kargi A, Tibboel D.
End-results of experimental gastroschisis created by abdominal
wall versus umbilical cord defect. Pediatr Surg Int. 1997;12:583-6.
Mulivor RA, Mennuti MT, Harris H. Origin of the alkaline
phosphatases in amniotic fluid. Am J Obstet Gynecol.
1979;135:77-80.

Potier M, Melacon SB, Dallaire L. Developmental patterns of
disaccharidases in human amniotic fluid. Am J Obstet Gynecol.
1978;131:73-9.

Morin PR, Potier M, Dallaire L. Prenatal detection of intestinal
obstruction: deficient amniotic fluid disacharidases in affected
fetuses. Clin Gent. 1980;18:217-22.

Correspondéncia:

Paulo Roberto Ferreira

Rua Américo Vespicio, 81/802
CEP 90550-030 — Porto Alegre, RS

E-

mail: pauloferreira@portoweb.com.br



