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APENDICITE AGUDA ISQUEMICA EM COELHOS: UM NOVO
MODELO COM ESTUDO HISTOPATOLOGICO

ACUTEISCHAEMICAPPENDICITISINRABBITS: NEW MODEL WITH

HISTOPATHOLOGICAL STUDY

Fernando CostaNunes, TCBC-M G?
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RESUMO: Objetivos: Avaliar aisgquemiaparcial ou total do apéndice vermiforme de coelhos, através da
ligadura com fio inabsorvivel dos vasos do meso apéndice bem como a obstrugéo mecénica, através da
ligadura com fio inabsorvivel dabase do apéndice a 1 cm do ceco, na patogénese da apendicite aguda.
Avaliar ahistologiado apéndice (normal e acometido). Estudar aflorabacterianaresidente no apéndice
vermiforme (normal e acometido) e do exsudato peritoneal. M étodo: Foram utilizados 72 coelhos
(Oryctogalus cunicul 0s), machos, dalinhagem 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, F e G) com
periodos de observacao de 96 horas e 192 horas. Fez-se aligadura dos vasos do meso apéndice com fio
inabsorvivel nosgrupos (D, E, F e G) e dabase do apéndice vermiforme a1 cm do ceco, no grupo (C). No
grupo experimento (D, E, F e G) foi praticado o model o isquémico. No grupo experimento (C) foi realizada
a obstrugcdo mecanica e no grupo controle (H) foi feita somente a simulacéo da cirurgia. Resultados:
Ocorreu apendicite aguda no grupo experimento (C,D,E,F, e G). Conclusdo: O método utilizado causa
apendicite aguda com alteracbes anatomopatolégicas distintas. A bactéria residente encontrada
na florafisiol 6gica do suco entérico do apéndice vermiforme e no exsudato peritoneal foi Escherichia
coli.

Descritores: Apendicite; Doenca aguda; Coelhos; In vitro.

INTRODUCAO

A apendicite aguda ainda € a doenga infla-
matéria abdominal de maior freqliéncia cirdrgica.
Incide em todas as idades porém, acomete principal-
menteindividuosjovensem fase produtivadavida®?.
Coube aReginaldo Fitz,* em 1886, compreender me-
Ihor o problema e indicar a operagéo imediata antes
de observar e esperar a perfuragdo para drenar o
consequiente abscesso. Aindaassim, aapendicite agu-
da permanece atual mente como uma doenca grave,
com repercussdes gerais de evolugdo imprevisivel.
Oferece dificuldades no diagndstico, na terapéutica
adequada e no controle de suas complicagfes?.

Duas teorias etiopatogénicas da apendicite
aguda sdo as mai s aceitas. adisseminacio bacteriana,
levando ao processo inflamatério do apéndice
vermiforme® e a da obstrugdo do lume apendicular
desencadeando a estase, hiper - secrecdo e prolifera-
¢ao bacteriana ¢1°.

Diversos model os obstrutivos foram criados
paradesenvolver apendicite agudasem preocupacao,
porém, com o acompanhamento anatomopatol gico
de sua evolugao® 1Y, Estainformacdo € de particu-
lar interesse, pois as complicacfes na evolucdo da
apendicite aguda ocorrem paralelamente agravidade
da les@o apendicular. Desta forma, para melhor
compreensado de seus mecani Smos etiopatogénicos, o
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estudo deve ser feito nas fases mais avancadas da
doenca, quando ocorrem gangrena e perfuracéo.

Através de apendicostomia, com o apéndice
vermiforme lavado e totalmente ligado,observou-se
pressbes intraluminares crescentes em coel ho, chim-
panzé e homem. Pressdes t&o atas quanto 125 cm?
de &gua foram alcangados no homem depois de 14 h
de ligadura "8, ApGs 9h, as pressdes mantidas arti-
ficialmente com uma coluna de 10 cm?® de agua pro-
duziram mudangas inflamatorias .

O fluxo sangtiineo foi observado diretamen-
te na parede do apéndice com o microscopio. Desta
forma foi possivel confirmar que a presséo
intraluminar de 30 mm Hg parou o fluxo capilar, a
presséo de 60 mm Hg interrompeu o fluxo venoso, e
finalmente, a presséo de 130 mm Hg cessou toda a
circulagéo?’.

Nossos objetivos sdo, estudar um novo mo-
delo experimental isgquémico de apendicite aguda e
reavaliar 0 modelo obstrutivo cléssico, através da
histologia e da flora bacteriana residente, no suco
entérico (normal e no acometido) e no exsudato
peritoned.

METODO

Foi utilizada uma amostra de 72 coelhos
Oryctolagus cuniculus, linhagem Nova Zelandia,
machos, adultos, mesticos, sadios, com peso mé-
dio de 3 kg, distribuidos aleatoriamente em oito
grupos:

Grupo A - seis coelhos, para o estudo piloto;

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

Grupo C - ligadura com fio de seda 2-0 do
apéndice vermiforme a um centimetro do ceco (mo-
delo obstrutivo).

Nos coelhos dos grupos D, E, F, e G 0 apén-
dicefoi exposto edividido emtrés segmentos, de acor-
do com o0 seu comprimento e aseguir foi realizadaa
(isquemia) ligadurados vasos (artériaeveia), comfio
de seda 2-0 segundo cada grupo:

Grupo D- ligaduradosvasosdo 1/3 proximal

Grupo E- ligadurados vasos do 1/3 médio

Grupo F —ligadura dos vasos do 1/3 distal

Grupo G —ligaduratotal dos vasos

GRUPO H - (grupo controle) manipulac&o
do apéndice, sem traumatizé-lo, e reintroducdo na
cavidade abdominal.
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Um coelho foi utilizado para o estudo
anatbmico e histol6gico normal do apéndice
vermiforme e serviu como referéncia para 0 Nnosso
estudo.

A experimentacdo foi realizada nas depen-
déncias do Biotério e nos Laboratérios da Técnica
Cirargica e Cirurgia Experimental, de Histologia,
de Patologia ede Analises Clinicas, pertencentes ao
Hospital-Escola da Faculdade de Medicina de
Itajuba

Os animais foram manuseados conforme
normas do Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA). Foram mantidos no Biotério em
gaiolasindividuais, comiluminagdo e aeracdo natu-
rais, em temperatura ambiente, antes e apdés a pri-
meiraintervencao cirdrgica, sem qual quer restricdo
alimentar (ragd0)®. Eles foram identificados com
coleiras numeradas. O pré, per e pos-operatoriosfo-
ram realizados de acordo com protocol os previamen-
te definidos.

A avaliagdo do experimento foi feitapelo es-
tudo macroscépico dacavidade abdominal, observan-
do-se a presenca de aderéncias, exsudato na cavida-
de abdominal, peritonite, abscesso, necrose, obstru-
¢Oes e alteragdes morfol 6gi cas do apéndice (distensdo
ou atrofia com estenose em seu corpo). Fez — se, em
seguida, o estudo microscopico (histopatol 6gico) de
cada segmento isquemiado de cada grupo.

O estudo microscopico foi realizado obser-
vando-se, oito cortes histol6gicos transversais do
apéndice vermiforme, com cinco milimicra (mm) de
espessura, corados pela hematoxilina-eosina (HE).
Foi realizada a mensuragao (peso, comprimento, di-
ametros maximo e minimo, espessura da parede e
didmetro do lume) e a descrigdo macroscopica
(aspectos da serosa, da mucosa e do meso). As pe-
¢as foram clivadas de acordo com a padronizacéo
do servico.

A andlise microscopica procurou avaiar a
integridade damucosa, apresencaou ndo deinfiltrado
inflamat6rio dalaminapropria, o infiltrado dacama-
da muscular, a presenca de fenébmenos vasculares
(hemorragia, hiperemia, necrose, neovascul arizagdo)
na serosa, bem como aderéncias a 6rgdos vizinhos,
através da presenca de fibrose na serosa.

AsalteracOes histopatol 6gicas caracterizaram
os diagnosticos de apendicite flegmonosa e
gangrenosa. A péndi ces diagnosticados como normais,
n&o apresentaram nenhuma alteracdo da sua arquite-
turahistol 6gica.
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Foram realizados exames mi crobiol 6gicos no
exsudato peritonea e nasfezes colhidas do apéndice
(bacterioscopia e cultura). O exsudato inflamatério
gue estava no tubo de ensaio estéril, foi semeado em
mei os de culturas destinados ao crescimento eidenti-
ficagdo de microorganismos aerdbios Gram - positi-
vos e Gram - negativos.

Para analise dos resultados foram utiliza-
dostestes paramétricos. Foi utilizado o teste de Qui-
guadrado classico, mas como o nimero de dados
estd entre 20 e 40 foi empregado a correcdo de

Yates e a verificacdo da igualdade de variancias,
por meio de teste de Fisher. Fixou-se em 0,05 ou
5% (a0,05) o nivel de rejeicéo da hipotese de nuli-
dade.

O estudo estatistico foi realizado naDiscipli-
na de Bioestatistica da FMIt* .

RESULTADOS

As alteracBes macroscopicas podem ser ava-
liadasnas Tabelas 1,2 e3enasFiguras 1,2 e 3.

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

de abdominal.

Periodo de Avaliacao Grupo sim nao total (%) de abscesso
3 PO C 0 10 0 0
7° PO D 10 0 10 100
7° PO E 0 10 0 0
7° PO F 0 10 0 0
7° PO G 10 0 10 100
Total 20 30 20 40

Teste do Qui-quadrado; X 2 classico p=0,0000; X2 Yates p= 0,0001

Do grupo D emrelacdo aosgrupos: C, E, F; Texte exato de Fisher (n< 20): p= 0,0000; p < 0,01 Altamente Sgnificante.

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

Entre osgruposD e G, ndo épossivel a analise, pois, ndo ha diferencas.

Tabela 2 - Coelhos dos grupos (C, D, E, F e G) segundo a presenca de peritonite difusa na cavidade

abdominal.
Periodo de avaliacédo Grupo sim nao total (%) de peritonite
3* PO C 8 2 10 80
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
Tota 8 42 50 16

Teste do Qui-quadrado; X 2 classico p=0,0003; X2 Yates p= 0,0014.

Do grupo C emrelacdo aos grupos. D, E, F e G; Texte exato de Fisher.

(n< 20): p=0,0004; p< 0,01 Altamente Sgnificante.
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Tabela 3 - Coelhos dos grupos (C, D, E, F e G) segundo a presenca de necrose do apéndice vermiforme.

Periodo de avaliacdo Grupo sim nao total (%) de 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; X 2 classico p= 0,0000; X2 Yates p= 0,0001.

Do grupo C emrelagdo aosgrupos: E, F; Texte exato de Fisher (n< 20): p= 0,0000; p< 0,01 Altamente Sgnificante.
Do grupo D para osgrupos. E, F; IDEM, acima.

Do grupo G para osgrupos. E, F; IDEM, acima.

Entre osgrupos C, D e G, ndo é possivel a analise, pois, ndo ha diferencas.

Figura 1 - Abscesso blogueado pelo intestino delgado no tergo Figura 3 - Presenca de necrose do apéndice vermiforme.
distal do apéndice vermiforme.

As alteracOes Microscopicas podem ser ava-
liadas na Tabela 4.

O microorganismo isolado de amostras de
material fecal colhido em cinco apéndicesvermiformes
de codlhos normais, através da bacterioscopia e da
cultura, foi E. coli. O mesmo microorganismo foi iso-
lado no exudato peritoneal .

DISCUSSAO

Varios animais foram usados experimental-
mente no estudo da apendicite aguda "* %, O coe-
Iho, entre os animais de experimentacdo, foi conside-

- rado o animal de escolha na pesquisa da apendicite
Figura 2 - Peritonite difusa na cavidade abdominal do aguda 214, Este apresenta um apéndice com carac-
coelho. teristicas anatémicas e fisi ol 6gicas semel hantes ao do
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Tabela 4 - Coelhos no periodo de avaliacdo da apendicite segundo a evolucdo e o estudo

anatomopatol dgico.

Periodo de avaliacdo Grupo Apéndice Apendicite Apendicite Total
nor mal supurativa gangrenosa
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
Tota 10 20 30 60

homem, inclusive com producéo de muco, o quefaci-
lita 0 aparecimento de alteragdes inflamatérias
isquémicas apds aobstrugdo do seu lume'“ou daliga-
dura da suairrigag&o.

Além disso, a apendicite aguda espontanea
jafoi descritaem coelhos?! .Os model os experimen-
tais mais adotados, para desenvolver apendicite agu-
da continuam sendo agqueles que provocam a obstru-
¢ao irreversivel da viscera . Propomos esse novo
modelo por acreditarmos que a isgquemia venosa e
arterial mostram de forma bem mais contundente a
destruicdo das camadas protetoras ou paredes da
viscera e por ser 0 modelo obstrutivo dependente da
capacidade secretora da mucosa.

O modelo isquémico nos permitiu observar
e confirmar, através do estudo histolégico, que as
aderéncias e a neoformac&o vascular permitiram a
sobrevidado animal até o 8° diado experimento. Ao
mesmo tempo gque 0 organi smo tentou revascul arizar
esse segmento isquémico, gerou blogueio (plastréo),
evitando assim, o extravasamento do suco entérico
através de microfistulas para a cavidade peritoneal,
e confirmando, assim, os relatos descritos nalitera-
tura 222,

M acroscopicamente pudemos observar a pre-
senca de atrofia, estenose e distensdo (mucocele) por
retencéo do muco secretado no segmento saudavel do
apéndice, de acordo com o model o isquémico praticado.

A evolugdo da necrose de viscera oca de-
pois de instalada a isquemia, ja foi muito estuda-
da?*. A maioria dos estudos foi realizada com mo-
delos experimentais de isquemia utilizando-se a
obstrucéo arterial ou mista®. Em nosso estudo pra-
ticamos 0 modelo misto. Khanna? foi quem pri-
meiro estudou comparativamente a evolucdo da
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necrose nas oclusdes arteriais e venosas. Seu es-
tudo foi realizado em ratos e demonstrou que a
necrose total de paredeintestinal ocorriaapés duas
horas de instalac&o da obstrucdo venosa, enquanto
apos a ligadura arterial demorava até oito horas.
Szurszewski et al?” descreveram que as lesfes in-
testinais secundérias a oclusdo venosa evoluem mais
rapidamente que as arteriais. Detectaram interrup-
¢do daintegridade dos feixes musculares (necrose
muscular ocorre ap06s quatro horas de isquemia).

Outra consideracdo importante acerca da
necrose se refere ab momento em que ela se torna
irreversivel. Alguns autores acreditam que a necrose
éreversivel enquanto ndo atinge as camadas muscu-
lares. Cameron et al 2 acreditam que o Ultimo fend-
meno a ocorrer paraimpedir areversibilidade dale-
sdo isquémica é anecrose total damucosa (completa
destruicdo da barreira mucosa). Confirmamos estes
detalhes em cada segmento do apéndice por nos
isquemiados, de acordo com cada grupo em nossos
experimentos.

Van Zwalenburg?® descreveu ateoriado ci-
clo hidraulico mostrando em érgaos ocos a relagéo
entre a presséo intraluminar e as alteragdes infla-
matdrias encontradas. Segundo esse autor, a pres-
sdo interferiria na circulagdo sangliinea da parede
do 6rgéo, resultando em necrose e proliferacéo
bacteriana.

Bazzano'?em 1996, ao provocar a obstrugcdo
da base do apéndice de coelhos por meio daligadura
externa, mostrou a presenca de necrose nos grupos
de 24h, 48h e 72h do experimento, diferindo do estudo
de Ebram — Neto et al® em que apresenca de necrose
apos 24h foi de 20 %, e em todos os animais apds
48h, evidenciando assim relacdo entre a necrose € 0
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periodo de 48h. Em nosso modelo obstrutivo pude-
mos confirmar os achados daliteratura, jaque no ter-
ceiro diade pds operatdrio 80 % dos animais evol ui-
ram para a faléncia de mdltiplos 6rgéos.

A perfuragdo do apéndice foi observada a
partir de 14h de experimento, e SO ndo ocorreu em
dois coelhos, do grupo C. A presenca de exsudato na
cavidade abdominal foi evidenciadaem todos, menos
nos coelhos do grupo controle. O bloqueio daregido
apendicular ocorreu, namaioriadasvezes, impedindo
assim, a contaminagdo total da cavidade abdominal.
Em model os experimentais, com periodo de observa-
¢do0 de 14 dias, constatou-se nosanimais sobreviven-
tes muilti plos abscessosintra-peritoneai s bl oqueados.

O modelo cléssico, obstrutivo, bem como o
model 0 isquémico proposto, mostram aocorrénciada
apendicite aguda total ou parcial com estenose e
hipotrofia parcial ou total do apéndice vermiforme.
Confirmamos também adistensao do corpo do apén-
dice semelhante ao encontrado ha maioria dos traba-
Ihos. Esta deve-se a fibroses e a estenoses formadas
na mucosa, submucosa, musculares e na serosa, se-
cundaria a isquemia local ou segmentar, e que, por
suavez, passa areter a secrecdo da camada mucosa,
constante de muco apendicular, gerando a mucocele
do apéndice vermiforme.

A flora presente nas apendicites é
polimicrobiana. Uma associacdo de germes aerdbios
€ anaerdbios esta presente em um mesmo paciente.
As bactérias aerdbias mais comuns sdo: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus do
grupo D e Streptococcus viridans. Os germes

anaerobios mais freqentes sdo: Bacterdides fragilis
(73% dos casos), Bacterdides thetaroto e
Peptoestreptococos %

Ebram — Neto et al 2 mostraram o aspecto
mi croscopi co evolutivo das ateragBes inflamatérias
do apéndice vermiforme obstruido. No grupo de 12h
houve apendiciteinicial em 60 % dos animais estu-
dados, enquanto que no grupo de 48h ocorreu
necrose da viscera em todos os animais, deixando
evidente que este periodo é necessério parase pro-
duzir de modo uniforme lesbes de maior gravidade.
O presente modelo experimental, isquémico, e o
modelo obstrutivo classico permitem o estudo da
apendicite aguda nas suas diversas fases evol utivas,
pois demonstrou-se haver correlagéo entre ainten-
sidade das alteragGes anatomopatol 6gicas e 0 mo-
delo praticado.

Os nossos resultados, obtidos através do
model o isquémico, nos permitem admitir aocorrén-
cia 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. E isto foi bem
demonstrado por Wangensteen et al® quando rea-
lizaram 0s seus experimentos em seres humanos,
provando que o apéndice vermiforme que apresen-
ta uma mucosa hiposecretante, como nos idosos,
mesmo sofrendo obstru¢cdo mecanica, ndo evolui
para apendicite aguda. No entanto, quando o pro-
cesso isquémico seinstala, independente daidade,
anecrose, parcial ou total do apéndice vermiforme
éirreversivel.

ABSTRACT

Background: To evaluate partial or total ischemia, through ligature with an unabsorbed thread of vessels
from the vermiform appendix of rabbits, as well as the mechanical obstruction, through ligature with an
unabsorbed thread at the basis of the vermiform appendix, at 1 cm from the cecum, in the pathogenesis of
acute appendicitis. To evaluate the histology of the appendix (normal and affected). To study the resident
bacterium flora in the appendix (normal and affected) and the peritonitis exudate. Methods. Seventy- two
male rabbits (Oryctogalus cuniculus), from New Zealand lineage were used, weighting approximately
3.000 grams. The animals were divided into: pilot (A), bacterium flora (B), control (H) and experiment
(C,D, E, F and G) groups, and were observed in periods of 96 hours and 192 hours. A ligature with an
unabsorbed thread of vessels from the meso appendix was performed in group D,E,F,G (ischemic model),
and of the base of the appendix, 1 cm from the cecum, in group C (mechanical obstruction). In the (H)
control group only the surgical simulation was performed. Results: Acute appendicitis was detected in
experiment group (C, D, E, F and G). Conclusion: The method used causes acute appendicitis with distinct
anatomopathological alterations. The main bacteria found in the physiological flora of the enteric juice of
the vermiform appendix and in the exudates peritonitis was Escherichia coli.

Key Words: Appendicitis; Acute disease; Rabbits; In vitro.
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