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Apendicite aguda isquémica em coelhos: novo modelo com
estudo histopatologico!
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RESUMO

Obijetivos: Avaliar a isquemia parcial ou total, através da ligadura com fio inabsorvivel dos vasos do mesoapéndice do
apéndice vermiforme de coelhos, bem como a obstrugdo mecanica, através da ligadura com fio inabsorvivel da base do
apéndice vermiforme, a 1 cm do ceco. Avaliar a histologia do apéndice ( normal e acometido ). Estudar a flora bacteriana
residente no apéndice vermiforme ( normal e acometido ) e do exsudato peritoneal. Métodos: Foram utilizados 72 coelhos
(“Oryctogalus cuniculos™ ), machos da linhagem Nova Zelandia, com peso médio de 3,000 gramas. Foram divididos em
grupos: piloto (A), flora bacteriana ( B ), controle (H ) e experimento (C, D, E, Fe G) com periodos de observacéo de 96
horas e 192 horas. Fez-se a ligadura dos vasos do mesoapéndice, com fio inabsorvivel nos grupos (D, E, Fe G) e da base
do apéndice vermiforme a 1 cm do ceco, no grupo ( C ) . No grupo experimento (D,E,F e G ) foi praticado o modelo
isquémico. No grupo experimento ( C ) foi realizada a obstru¢do mecénica e no grupo controle ( H ) foi feita somente a
simulacdo da cirurgia. Resultados: No grupo controle ( H ), ndo ocorreu apendicite aguda. No grupo experimento (
C,D,E,F, e G) ocorreu apendicite aguda. Conclusdo: O procedimento utilizado causa apendicite aguda com alteracdes
anatomopatoldgicas distintas. A bactéria residente encontrada na flora fisiolégica do suco entérico do apéndice vermiforme
e no exsudato peritoneal foi a Escherichia coli.

Descritores: Apendicite. Isquemia. Experimentacéo animal. Coelhos.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate partial or total ischemia, through ligature with an unabsorbed thread of vessels from the vermiform
appendix of rabbits, aswell asthe mechanical obstruction, through ligature with an unabsorbed thread at the basis of the
vermiform appendix, at 1 cm from the cecum, of the acute appendicitis disease. To evaluate the histology of the appendix
(‘normal and affected ). To study the bacterium flora resident in the vermiform appendix (normal and affected) and the
exudates peritonitis. Methods: Seventy- two male rabbits ( Oryctogalus cuniculus ), from New Zealand lineage were used,
weighing approximately 3,000 grams. The animals were divided into: pilot (A), bacterium flora (B), control (H) and
experimental (C, D, E, Fand G ) groups, and were observed in periods of 96 and 192 hours. It was done the ligature with
an unabsorbed thread of vessels from the meso appendix, and the base of the appendix within 1 cm from the cecal. In the
( C) experimental group, the mechanical obstruction was carried out. In the (D, E, F and G) experimental groups, the
ischemic model was used, and in the ( H ) control group, only the surgical simulation was done. Results: In the control
group ( H), the acute appendicitis didn’t happen. In the experimental group ( C, D, E, F and G ) the acute appendicitis
happened. Conclusion: The method used causes acute appendicitis with distinct anatomopathological alterations. The
main bacteria found at the physiological flora of the enteric juice from the vermiform appendix and at the exudates
peritonitis was the Escherichia coli.

Key words: Appendicitis. Ischemia. Animal experimentation. Rabbits

Introducéo

A apendicite aguda ainda é a doenca inflamatoria
abdominal de maior freqliéncia cirtrgica. Incide em todas
as idades porém, acomete principalmente individuos jovens
em fase produtiva da vida.*>3 Coube a Reginaldo Fitz*
compreender melhor o problema e indicar a operacéo

imediata antes de observar e esperar a perfuracdo para
drenar o consequiente abscesso. Aindaassim, a apendicite
aguda permanece atualmente como uma doencga grave, com
repercussdes gerais de evolugéo imprevisivel. Oferece - nos
dificuldades no diagnostico, na terapéutica adequada e no
controle de suas complicagGes.? Duas teorias etiolégicas
da apendicite aguda sdo as mais aceitas:
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A disseminagdo bacteriana, levando ao processo
inflamatorio do apéndice vermiforme® e a da obstrucéo do
lume apendicular desencadeando a estase, hiper - secrecéo
e proliferacdo das bactérias ja existentes no mesmo.5789.10
O estudo experimental inicial da apendicite aguda foi
realizado em porcos, espécie que nao tem apéndice
vermiforme!!. Posteriormente diferentes modelos
obstrutivos foram criados para desenvolver apendicite
aguda sem haver, porém, a preocupacdo com o
acompanhamento anatomopatolégico de sua
evolugdo®7121814151817 Fsta informacgdo € de particular
interesse, pois as complicacdes naevolucdo da apendicite
aguda ocorrem paralelamente a gravidade da lesdo
apendicular. Desta forma, para melhor compreenséo de seus
mecanismos etiopatogénicos, o estudo deve ser feito nas
fases mais avancgadas da doenga quando ocorrem gangrena
e perfuracdo. Acreditamos, apoiados pela literatura, que a
isquemia tenha uma participacéao especial na fisiopatologia
da apendicite aguda, independente da idade. ®1? Através de
apendicostomia com o apéndice vermiforme, lavado e
totalmente ligado,observou-se pressdes intraluminares
crescentes em: coelho, chimpanzé e homem. PressGes tdo
altas quanto 125 cm? de agua foram alcangadas no homem
depois de 14 h de ligadura.”**!® Apos 9h, as pressdes
mantidas artificialmente com uma coluna de 10 cm?® de 4gua
produziram mudancas inflamatorias.** O fluxo sangtiineo foi
observado diretamente na parede do apéndice vermiforme
com o microscopio. ® Desta forma foi possivel confirmar que
a pressdo intraluminar de 30 mm Hg parou o fluxo capilar, a
pressdo de 60 mm Hg interrompeu o fluxo venoso e
finalmente a pressdo de 130 mm Hg cessou toda a
circulagéo.'’

Métodos

Foram utilizados 72 coelhos, “Oryctolagus” cuniculus,
linhagem Nova Zelandia, machos, adultos, mesticos, sadios,
com peso médio de 3.000g. Foram distribuidos
aleatoriamente em oito grupos, denominados grupos: A, B,
C, D, E, F, G e H, nos quais os coelhos foram assim
distribuidos:

Grupo A - seis coelhos, para o estudo piloto;

Grupo B - cinco coelhos para o estudo da flora
bacteriana residente nas fezes colhidas no interior do
apéndice normal.

Grupo C - dez coelhos, apos a celiotomia fez-se ligadura
com fio de seda 2-0 que atingiu toda a espessura da parede
do apéndice vermiforme (seta) a um centimetro do ceco,
impedindo assim o transito entre estes segmentos (modelo
obstrutivo classico) (Figura 1).

Apbs a celiotomia em cada coelho nos grupos (D, E, F,
e G), cada grupo com dez coelhos o apéndice vermiforme
foi exposto fora da cavidade e dividido em trés segmentos,
de acordo com o seu comprimento e a seguir foi realizada
a (isquemia) ligadura dos vasos (artéria e veia), Figuras 2 ,
3,4 e 5 com fio de seda 2-0 (seta) segundo cada grupo.

Grupo H - (grupo controle) dez coelhos, ap6s a
celiotomia em cada coelho, procedeu-se a manipulagéo do
apéndice vermiforme sem traumatiza-lo e a seguir
reintroducdo do mesmo na cavidade abdominal. O apéndice
vermiforme de um coelho saudavel, foi utilizado para o
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estudo (anatdbmico e histoldgico) normal; utilizado como
referéncia padrdo para 0 nosso estudo.

FIGURA 1 - Modelo obstrutivo classico. Ceco, apéndice
vermiforme e intestino delgado
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FIGURA 4 - Grupo (F), ligadura dos vasos no terco distal.

FIGURAS - Grupo ( G), ligadura total dos vasos.

Instalagdes e equipamentos

A experimentagdo foi realizada nas dependéncias do
Biotério e nos Laboratorios da Técnica CirGrgica e Cirurgia
Experimental, de Histologia, de Patologia e de Analises
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Clinicas, pertencentes ao Hospital-Escola da Faculdade de
Medicina de Itajubd. Os animais foram manuseados
conforme normas do Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA). Foram mantidos no Biotério em gaiolas
individuais, com iluminacdo e aeracdo naturais, em
temperatura ambiente, antes e ap6s a primeira intervengédo
cirargica, sem qualquer restrigdo alimentar (racdo)®. Eles
foram identificados com coleiras numeradas.

Delineamento do experimento

Pré, trans e p6s — operatério, realizados de acordo
com protocolos previamente definidos.

AvaliagBes macroscépica e microscopica

A avaliagdo do experimento foi feita pelo estudo
macroscopico da cavidade abdominal, observando-se a
presenca de aderéncias, exsudato na cavidade abdominal,
peritonite, abscesso, necrose, obstrugfes e alteracdes
morfoldgicas do apéndice vermiforme (distenséo ou atrofia
com estenose em seu corpo). TAB. 1, 2, 3 e 4.

Laboratério de patologia

O estudo microscopico (histopatoldgico) foi realizado,
observando-se oito cortes histologicos transversais do
apéndice vermiforme, com 5 milimicra (um) de espessura,
corados pela hematoxilina-eosina (HE ). Foi realizada a
mensuracgdo (peso, comprimento, didmetros maximo e
minimo, espessura da parede e diametro do lume) e a
descrigdo macroscoépica (aspectos da serosa, da mucosa
e do meso). As pecas foram clivadas de acordo com a
padronizagdo do servigo. A analise microscépica procurou
avaliar a integridade da mucosa, a presenca ou ndo de
infiltrado inflamatério da lamina propria, o infiltrado da
camada muscular, a presenca de fendmenos vasculares
(hemorragia, hiperemia, necrose, neovascularizagdo) na
serosa, bem como aderéncias a 6rgaos vizinhos, através da
presenca de fibrose na serosa. Os apéndices foram
diagnosticados como: apendicite flegmonosa e gangrenosa.
Apéndices diagnosticados como normais, néo
apresentaram nenhuma alteracdo da sua arquitetura
histoldgica.

Laboratério de analises clinicas

Foram realizados exames microbiologicos no exsudato
peritoneal e nas fezes colhidas do apéndice vermiforme
(bacterioscopia e cultura). O exsudato inflamatorio que
estava no tubo de ensaio estéril, foi semeado em meios de
culturas destinados ao crescimento e identificacdo de
microorganismos Aerobios e microorganismos GRAM -
positivos e GRAM - negativos.

Estudo estatistico

Para analise dos resultados foram utilizados testes
paramétricos. Foi utilizado o teste de Qui-quadrado cléssico,
mas como o nimero de dados esta entre 20 e 40 foi
empregado a correcdo de Yatese a verificacdo da igualdade

de variancias, por meio de teste de Fisher. Fixou-se em 0,05
ou 5% (a 0,05) o nivel de rejeicdo da hipdtese de nulidade. O
estudo estatistico foi realizado na Disciplina de
Bioestatistica da FMIt.%®

Resultados

Alteracbes macroscopicas

TABELA 1 - Coelhos dos grupos ( C,D,E,F e G ) segundo a
presenca de abscesso bloqueado na cavidade

abdominal.

Periodo de (%) de

Avaliagho Grupo sim ndo Total abscesso
3PO C 0 10 0 0
7°PO D 0 0 10 100
7°PO E 0 10 0 0
7°PO F 0 10 0 0
7°PO G 0 0 10 100
Total 20 30 20 40

Teste do Qui-quadrado

X2 cléssico p = 0,0000
X2 Yates p = 0,0001

Do grupo D em relagdo aos grupos : C, E, F; Texte exato de Fisher
(n<20)P=0,0000;P < 0,01 Altamente Significante.

Do grupo G para os grupos: C, E, F; IDEM, acima.

Entre os grupos D e G, ndo foi possivel a analise, pois, ndo havia
diferencas.

FIGURA 6 - Ascesso bloqueado pelo intestino delgado
no terco distal do apéndice vermiforme

TABELA 2 - Coelhos dos grupos (C,D,E,F e G) segundo a
presenga de peritonite difusa na cavidade abdominal.

Periodo de (%) de

avaliacdo Grupo sim ndo  Total peritonite
3°PO C 8 2 10 &
7°PO D 0 10 10 0
7°PO E 0 10 10 0
7°PO F 0 10 10 0
7°PO G 0 10 10 0
Total 8 42 50 16

Teste do Qui-quadrado

X2 classico p = 0,0003
X? Yates p = 0,0014

Do grupo C em relagdo aos grupos : D, E, F e G; Texte exato de
Fisher (n <20 ) P = 0,0004 ; P < 0,01 Altamente Significante.
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FIGURA7 - Peritonite difusa na cavidade abdominal do coelho

TABELA 3 - Coelhos dos grupos (C,D,E,F e G) segundo a
presenca de necrose do apéndice vermiforme.

Periodo de (%) de

avaliag&o Grupo sim Ndo Total necrose
3°PO C 10 0 10 100
7°PO D 10 0 10 100
7°PO E 0 10 10 0
7°PO F 0 10 10 0
7°PO G 10 0 10 100
Total 30 20 50 60

Teste do Qui-quadrado

X2 cléssico p = 0,0000
X2 Yates p = 0,0001

Do grupo C em relagdo aos grupos : E, F; Texte exato de Fisher ( n
< 20) P = 10,0000 ; P < 0,01 Altamente Significante.

Do grupo D para os grupos: E, F; IDEM, acima.
Do grupo G para os grupos: E, F; IDEM, acima

Entre os grupos C, D e G, ndo foi possivel a analise, pois, ndo havia
diferencas

FIGURA 8 - Presenca de necrose do apéndice vermiforme.
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AlteracBes microscopicas

TABELA 4 - Coelhos no periodo de avaliagéo da apendicite
segundo a evolucdo e o estudo
anatomopatoldgico.

Periodo de Apéndice Apendicite Apendicite
avaliacdo Grupo normal supurativa gangrenosa Total
3° PO C 0 0 10 10
7° PO D 0 0 10 10
7° PO E 0 10 0 10
7° PO F 0 10 0 10
7° PO G 0 0 10 10
7° PO H 10 0 0 10
Total 10 20 30 60
Cultura
Fezes

Finalidade conhecer a flora bacteriana residente e
fisiolégica do apéndice vermiforme do coelho. O
microorganismo isolado de amostras de material fecal,
colhidasem 5 apéndices vermiformes de coelhos normais,
através da bacterioscopia e da cultura, foi E. coli

Liguido peritoneal

Colheu-se o exsudato peritoneal da cavidade
abdominal do coelho para realizar o estudo Bacterioldgico,
encontrando-se a Escherichia coli

Discussao

Varios animais foram usados experimentalmente no
estudo da apendicite aguda, sendo que alguns, como o
chimpanzé, embora apresente o apéndice vermiforme
semelhante ao do homem, é uma espécie de dificil obtencédo
na rotina do laboratério** e outros, como o porco € o
cachorro,®”® ndo apresentam um apéndice vermiforme
verdadeiro. Escolhemos o coelho para esta pesquisa pois,
dentre o0s animais de experimentagéo, o coelho foi
considerado o animal de escolha na pesquisa da apendicite
aguda.'>!* Este apresenta um apéndice vermiforme com
caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas semelhantes ao do
homem, inclusive com produgéo de muco, o que facilita o
aparecimento de alteragGes inflamatoria e isquémica, apds
a obstrucdo do seu lume** ou da ligadura da sua irrigacéo.
Além disso, a apendicite aguda espontanea ja foi descrita
em coelhos.? Os modelos experimentais mais adotados,
para desenvolver apendicite aguda continuam sendo
aqueles que provocam a obstrugdo irreversivel da viscera.'?
Propomos esse novo modelo por acreditarmos que a
isquemia venosa e arterial mostram de forma bem mais
contundente a destruicdo das camadas protetoras ou
paredes da viscera oca (apéndice vermiforme) e que 0 modelo
obstrutivo é dependente da capacidade secretora da mucosa.
O modelo isquémico permitiu nos observar e confirmar,
através do nosso estudo histoldgico, que as aderéncias e
a neoformacao vascular permitiram a sobrevida do animal
até 0 8° dia do experimento quando foi submetido a
eutanasia, pois, ao mesmo tempo que 0 organismo tentou
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revascularizar esse segmento isquémico , gerou o blogueio
(plastrdo ) evitando—se assim o extravasamento do suco
entérico através de microfistulas para a cavidade peritoneal.
Confirmamaos, assim, os relatos descritos na literatura, pois,
a hipoxia deuma alcainduz aderénciaaoutra algca ou ao
periténio, com neoformagéo vascular?»
Macroscopicamente pudemos observar a presenca de:
atrofia, estenose e a distensdo (mucocele ) por retencdo do
muco secretado no segmento saudavel do apéndice
vermiforme, de acordo com o modelo praticado. Aevolugdo
da necrose de viscera oca depois de instalada a isquemia, ja
foi muito estudada.* A maioria dos estudos foi realizada
com modelos experimentais de isquemia utilizando-se a
obstrucéo arterial ou mista.?® Em nosso estudo praticamos
0 modelo misto. Khanna?® foi quem primeiro estudou
comparativamente a evolugdo da necrose nas oclusées
arteriais e venosas. Seu estudo foi realizado em ratos e
demonstrou que a necrose total de parede intestinal ocorria
apo6s 2 horas de instalagdo da obstrucdo venosa, enquanto
apos a ligadura arterial demorava até 8 horas. Szurszewski e
col.?” descreveram que as lesdes intestinais secundarias a
oclusdo venosa evoluem mais rapidamente que as arteriais.
Detectaram interrupcdo da integridade dos feixes musculares
(necrose muscular ocorre ap6s 4 horas de isquemia). Outra
consideragdo importante acerca da necrose se refere ao
momento em que ela se torna irreversivel. Alguns autores
acreditam que a necrose € reversivel enquanto ndo atinge
as camadas musculares. Cameron e col.?* acreditam que o
ultimo fendmeno a ocorrer para impedir a reversibilidade da
lesdo isquémica é a necrose total da mucosa ( completa
destruigdo da barreiramucosa ). Confirmamos estes detalhes
em cada segmento do apéndice por nds isquemiados, de
acordo com cada grupo em nossos experimentos.
Vanzwalenburg?® descreveu a teoria do ciclo hidraulico
mostrando em 6rgdos ocos a relagdo entre a pressao
intraluminar e as alteragcdes inflamatérias encontradas.
Segundo esse autor, a pressao interferiria na circulagéo
sangiinea da parede do 6rgéo, resultando em necrose €
proliferacdo bacteriana. Bazzano'?, ao provocar a obstrugdo
da base do apéndice vermiforme de coelhos por meio da
ligadura externa, mostrou a presenca de necrose nos grupos
de 24h, 48h e 72h do experimento, diferindo do estudo de
Ebram-Neto e col.® em que a presenca de necrose do
apéndice vermiforme ap6s 24h foi de 20 % e em todos 0s
animais apos 48h, evidenciando assim relagéo entre a necrose
e 0 prazo de 48h. Em nosso modelo obstrutivo pudemos
confirmar a literatura pois, no terceiro dia pés — operatério,
80 % (72h) dos animais evoluiram para a faléncia de
multiplos 6rgdos. A perfuragdo no apéndice vermiforme néo
foi observada®® ap6s 12h quando se associa a isquemia do
orgdo, pois esta ocorre a partir de 14h de experimento. A
perfuracdo, s6 ndo ocorreu em 2 coelhos, do grupo
experimental C. A presenca de exsudato na cavidade
abdominal foi evidenciada em todos, menos nos coelhos
do grupo controle. O bloqueio da regido apendicular
ocorreu, na maioria das vezes, impedindo assim, a
contaminacéo total da cavidade abdominal. Com o passar
do tempo, porém, as defesas locais ndo mais conseguirdo
manter o processo infeccioso circunscrito, propiciando a
sua disseminacdo. Em modelos experimentais, com periodo
de observacdo de 14 dias , constatou-se nos animais

sobreviventes multiplos abscessos intraperitoneais
blogueados. 22 O modelo classico, obstrutivo, bem como o
modelo isquémico proposto, mostram a ocorréncia da
apendicite aguda total ou parcial com estenose e hipotrofia
parcial ou total do apéndice vermiforme. Confirmamos
também a distensdo do corpo do apéndice vermiforme
semelhante ao encontrado na maioria dos trabalhos. Esta
deve-se a fibroses e a estenoses formadas na mucosa,
submucosa, musculares e na serosa, secundéria a isquemia
local ou segmentar, e que por sua vez passa a reter a secregao
da camada mucosa constante de muco apendicular gerando
amucocele do apéndice vermiforme.

Flora bacteriana

A florabacteriana encontrada, através da cultura e da
bacterioscopia, foi a Escherichia coli. Segundo a literatura,
a flora presente nas apendicites é polimicrobiana. Uma
associacdo de germes aerobios e anaerdbios esta presente
em um mesmo paciente. As bactérias aerbias mais comuns
sdo: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus do grupo D e Streptococcus viridans. Os
germes anaerobios mais freqlientes sdo: Bacteroides
fragilis (73% dos casos), Bacteroides thetaroto e
peptoestreptococos.?

Histopatologia

Ebram-Neto e col.?? mostraram o aspecto microscopico
evolutivo das alteracdes inflamatorias do apéndice
vermiforme obstruido. No grupo de 12h houve apendicite
inicial em 60 % dos animais estudados, enquanto que no
grupo de 48h ocorreu necrose da viscera em todos 0s
animais, deixando evidente que este periodo é necessario
para se produzir de modo uniforme lesdes de maior
gravidade. O presente modelo experimental, isquémico,
e 0 modelo obstrutivo classico permitem o estudo da
apendicite aguda nas suas diversas fases evolutivas, pois
demonstrou-se haver correlagdo entre a intensidade das
alteragdes anatomopatoldgicas e 0 modelo praticado. Os
nossos resultados, obtidos através do modelo isquémico,
nos permitem admitir a ocorréncia de apendicite aguda nas
suas diferentes fases evolutivas de forma bem mais
contundente que o modelo obstrutivo classico pois, este é
dependente da capacidade secretora da mucosa. Isto foi
bem demonstrado por Wangensteen e Dennis!*® quando
realizaram 0s seus experimentos em seres humanos,
provando que o apéndice vermiforme que apresenta uma
mucosa hiposecretante, em pessoas idosas, mesmo
sofrendo obstrucdo mecanica, ndo evoluira para apendicite
aguda porém, quando o processo isquémico se manifestar
no apéndice vermiforme, independente da idade, e ndo for
revertido a tempo , a necrose, parcial ou total do apéndice
vermiforme, passara aser irreversivel.

Concluséo

O procedimento utilizado causa apendicite aguda com
alteragGes anatomopatoldgicas distintas. A bactéria residente
encontrada na flora fisioldgica do suco entérico do apéndice

vermiforme e no exsudato peritoneal foi a Escherichia coli.
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