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RESUMO




A associacdo de alteracdes da motilidade gastrointestinal e criancas neuropatas tem sido
relatada com freqii€ncia nas ultimas duas décadas. Isto se deve a dificuldade de alimentacdo
que estas criangas apresentam, associada ao grau severo de desnutricdo, vOmitos
recorrentes e pneumonias de repeticio. Por muito tempo, acreditou-se que estas
complicacdes fossem decorrentes do refluxo gastroesofdgico, muito comum nestes
pacientes. Porém, o tratamento clinico ou cirdrgico destes pacientes apresenta resultados
insatisfatérios em relacdo as criangas neurologicamente normais, com um alto indice de
complicacdes e recorréncia dos sintomas no pos operatorio em até 50% dos casos. Na
tentativa de buscar explicacdes para estes resultados, vdrios cirurgides pediatricos, pediatras
e gastropediatras iniciaram estudos para avaliacdo da motilidade esofigica, géstrica e
intestinal, para compreender qual ou quais fatores adicionais estariam envolvidos no quadro
clinico destas criangas neuropatas com vOmitos recorrentes, desnutricio e pneumonias de
repeticao.

Objetivos: avaliar o efeito da les@o neuroldgica hipdxico-isquémica no esvaziamento

gastrico de liquidos em ratos.

Método: foram utilizados cento e treze ratos Wistar machos, com seis semanas de idade,
pesando entre 100 a 150 gramas, provenientes do Biotério Central da Unicamp. Os animais
foram submetidos a um periodo de adaptacdo, com dgua e rag¢do ad libitum e ciclo artificial
claro escuro. Os animais foram separados em dois grandes grupos: precoce e tardio para
estudo do esvaziamento gdstrico, no 3" e 14 dias apds a lesdo neuroldgica. Estes dois
grupos foram subdivididos aleatoriamente em trés subgrupos: CONTROLE (animais
sadios), SHAM (animais submetidos a cirurgia simulada) e EXPERIMENTO (animais
submetidos a lesdo neuroldgica hipdxico-isquémica). Os animais do subgrupo
EXPERIMENTO foram submetidos a cervicotomia esquerda e ligadura da artéria carétida
esquerda e apds, recuperagdo anestésica, foram colocados em ambiente restrito com
oxigénio a 8%, segundo modelo experimental de Rice. O estudo do esvaziamento géstrico
foi indiretamente avaliado pela determinacdo da porcentagem de reten¢do gdstrica de
fenolsulftaleina presente na refei¢do de prova recuperada do estdmago do animal.

Resultados e conclusoes: apds a operacdo e o periodo de hipdxia, todos os animais
(EXPERIMENTO) apresentavam ptose palpebral esquerda; seis animais com discreta

lateralizacdo da marcha; quatro animais morreram, durante a hipdxia; e trés apresentaram
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convulsdes apds término da mesma. Os animais que apresentaram convulsdes foram
sacrificados e excluidos do trabalho. Os valores encontrados na determinagdo da retencdo
gastrica foram semelhantes entre os animais dos diferentes subgrupos, tanto no periodo
precoce como na avaliacio tardia. A administracdo endovenosa de solucdo de
lipopolissacarides de Escherichia coli provocou retardo do EG de forma semelhante em
todos os animais. A média do peso cerebral dos animais mostrou diferenca estatisticamente
significativa nos animais do grupo tardio, com redu¢do do peso cerebral, e sugerindo atrofia
cerebral. O estudo histolégico do cérebro dos animais submetidos a lesdo neuroldgica
mostrou alteragdes neuronais difusas em cértex, hipocampo e niicleos da base. Embora nio
tenhamos observado alteracdes do EG nos animais submetidos a lesdo neuroldgica neste
estudo, muitas ddvidas persistem. A compreensao do efeito das lesdes hipoxico-isquémicas
sobre o trato gastrointestinal ¢ de fundamental importancia para o tratamento da crianga

neuropata.
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ABSTRACT




The association between gastrointestinal disorders and cerebral palsy has been frequently
reported in the last two decades. This is due to the fact that these children show feeding
difficulties, wich are associated with a severe malnutrition, vomiting and recurrent

respiratory infections.

It was believed, for a long time, that these complications were consequences of the
gastroesophageal reflux, wich is very common in these patients. However, the clinical or
sugical treatment would present unsatisfactory results when compared to neurologically
normal children and along with a high level of complications of up to 50% of the cases. In
the attempt to find explanations for those results, many pediatrician, surgeons and
gastropediatrian started studies to exam the gastrointestinal motility in order to understand
which additional factor or factors would be involved within the clinical state of those
neurologically impaired children with repetitive pneumonia, recurrent vomiting and

malnutrition.

Objetive: evaluation the effect of the hypoxic-ischemic neurological damage over the

gastric empty of liquids in rats.

Method: One hundred and thirteen Wistar rats have been used for the testing, being them
all six weeks old males, weighing 100 and 150 grs. The animals went through an adaptation

period with water and food ad libitum, and an artificial light/dark cycle.

The animals were divided in two big groups, precocious and late, for the study of the
gastric empty on the 3 and 14 day after neurological damage. These two goups were
randomly subdivided into three other groups: CONTROL ( healthy animals), SHAM
(animals that undergo simuleted surgery) and EXPERIMENT ( animals that undergo
hypoxic-ischemic neurological damage). The animals from the EXPERIMENT subgroup
had to perform the left cervicotomy with binding of the left carotid artery and after
recovering from anesthetics, they were exposed to 8% oxygen, following Rice experimental

model.

The study of gastric empty was indirectly examined through the percentage of gastric

retention of fenolsulftalein that was present on the animal’s stomach.

Results and Conclusions: After the surgery and the hypoxic period, the animals

(EXPERIMENT) were showing left eyelid ptose, six animals with minor sideway gait, four
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animals died during hypoxic period and three were convulsive just after it. These animals

were sacrificed and dimissed.

The values found on the determination of the gastric retention were similar among the
animals from the animals from the different subgroups, not only in the early period, but
also in the late evaluation. The endovenous administration of lipopolyssacarides solution of
Escherichia coli, led to a delay in the gastric empty in similar lines among the animals. The
average brain weight has shown a stastitically important difference for the late group of
animals that suggests brain atrophy. The brain tissue study of the animals with neurological
damage has shown neurological alterations through the cortex, hippocampus and base
nucleus. Although gastric empty differences were not found in animals that undergo
neurological damage in this study, the doubt still remains. The understanting of hypoxic-
ischemic damage effects on the gastrointestinal tract is of the capital relevance for the

treatment of neurologically impaired children.

Abstract
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1- INTRODUCAO




A prevaléncia de paralisia cerebral (PC) é de aproximadamente 2 por 1000
nascidos vivos. A PC refere-se a pacientes com déficit motor, acompanhado de movimentos
semelhantes a convulsdes e dificuldades de aprendizado. Além de vdarios problemas
neuropsiquiatricos associados, a maioria dessas criancas apresentam uma variedade de
manifestacdes gastrointestinais que nem sempre recebem atencdo apropriada pelos
pediatras e clinicos. Apresentam dificuldade de alimentacdo oral, alteracdo da degluticdo,
salivacdo excessiva, disfungdo faringoesofagica, retardo do esvaziamento gastrico (EG),
refluxo gastroesofdgico (RGE) e constipacdo intestinal (PAPAILA et al.,1989;
ROSENBLOOM,1995; DEL GIUDICE et al.,1999; SULLIVAN,1997).

O desenvolvimento tecnoldgico das Unidades de Terapia Intensiva Neonatal e
Pediétrica, assim como, o aprimoramento do conhecimento dos pacientes neuropatas pelos
diversos profissionais (médicos, enfermeiros, fisioterapeutas, nutricionista, fonoaudiélogos,
entre outros) fazem com que estes pacientes apresentem uma sobrevida maior e exijam uma
série de cuidados alimentares, higi€nicos e posturais (KUBAN & LEVITON,1994;
ROSENBLOOM,1995; REILLY et al.,1996; SULLIVAN,1997).

Estudos recentes demonstram que sintomas digestivos podem ocorrer em até 90
% de criangas com paralisia cerebral (DEL GIUDICE,1999). Entre eles regurgitacdo ou
vOmitos recorrentes aparecem em 10-30% (50%) dos casos e podem resultar em morbidade
significativa devido a anemia, malnutri¢do e pneumonia aspirativa. Esofagite documentada
por endoscopia ocorre em 50% dos pacientes e sangramento gastrointestinal em 20-70%
dos casos (RAVELLI1997). Distarbios de degluticdo, secunddrios aos movimentos
incoordenados da lingua ou disfunc¢do faringea, sdo comuns nestas criancas (REILLY

et al., 1996).

Existem evidéncias que em grande parte destas criancas os vOmitos sao
secunddarios ao RGE. A associacdo entre RGE e paralisia cerebral foi descrita
primariamente por ABRAHAMS e BURKIT em 1970. PEARL et al.(1990) observaram,
em estudo retrospectivo, que 50% das criangas que apresentavam lesd@o neuroldgica
secunddria a hipéxia apresentavam RGE severo associado a presenca de hérnia de hiato e
pneumonias aspirativas recorrentes. BOHEMER (1999), em estudo randomizado, observou

que o risco de doengca do RGE aproximadamente dobrava em presenca de encefalopatia

Introducédo

18



hipéxico-isquémica e triplicava em presenca de crises convulsivantes e QI menor que 35.
Os estudos de SPITZ et al., em 1993, mostraram que estas criangas ao serem investigadas
cerca de 75% apresentam RGE com a presenca ou ndo de hérnia de hiato. Explicacdes para
esta associacdo incluem posicdo horizontal prolongada, aumento da pressdo abdominal
decorrente da escoliose ou espasticidade, fragilidade do musculo diafragmatico, degluti¢iao
incoordenada e possiveis efeitos adversos da disfunc@o do sistema nervoso central (SNC)
sobre o controle do esfincter inferior do esofago (EIE) e da motilidade gastrointestinal.
(SONDHEMEIER et al.,1979; HALPERN et al.,1991; RICE et al.,1991; SPITZ
et al.,1993).

No entanto, o RGE nao € a tnica manifestagdo de dismotilidade intestinal em
pacientes com retardo psicomotor e vomitos. Em estudos, como o de RAVELLI e MILLA
(1998), foi observada a presenga de vdrios tipos de disritmias gastricas (atividade elétrica
lenta, rdpida ou desorganizada) em pacientes com doengas neuroldgicas e vOmitos
recorrentes sugerindo que possa existir uma alteracdo de motilidade gastrointestinal(GI)
global nestes pacientes. Estes dados sugerem que o RGE ndo seja a unica causa dos
vOmitos e de manifestacOes gastrointestinais e pulmonares recorrentes nestes pacientes.
NEUHAUSER e BERENBERG (1947) e GROSS (1953) observaram que em criangas com
retardo mental severo existe alta incidéncia de neuropatia autondmica com transito
esofagogdstrico e esvaziamento gistrico(EG) retardados e que nestas criancas ocorre alta

incidéncia de faléncia no tratamento conservador do RGE.

Em 1989, PAPAILLA et al. realizaram um estudo prospectivo em 99 criangas
com DRGE com indicacio cirturgica. Todos os pacientes foram submetidos a estudo do EG
através da administrag¢do oral do tecnésio 99 (Tc 99). Os autores observaram que 75% dos
pacientes com retarde do EG apresentavam dano neurolégico (andxia cerebral, paralisia
cerebral, hidrocefalia). Resultados semelhantes foram encontrados por HILLEMMEIER
et al. (1983), sugerindo uma significativa relacdo entre retardo EG, severidade da DRGE e
doenca neurolégica. MARTINEZ et al. (1992 a/b) observaram a recorréncia dos sintomas
da DRGE em criangas neuropatas apds correcdo cirtrgica em 71% dos casos, sugerindo
uma disfungdo motora do aparelho digestivo destas criancas o que explicaria estes
resultados desfavoraveis. Estudos como de MADERN et al. (1985) e CUNNINGHAM et

al.(1991), também observaram o retarde do EG e alteragdes da motilidade esofédgica e
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gastrointestinal como os responsdveis pelas complicacdes pds fundoplicaturas, o qual
provocaria uma maior tensdo sob a cirurgia e conseqiientemente, deiscéncia da sutura e/ou
herniacdo da vélvula antirefluxo. Esta alta incidéncia de faléncia do tratamento clinico ou
cirirgico do RGE em criancas neuropatas quando comparada com criancas
neurologicamente normais, sugere que talvez a abordagem terapé€utica utilizada ndo seja a

mais apropriada.

Especificamente em pacientes neuropatas, a idade parece ndo fazer diferenca
quanto a incidéncia ou a melhora da DRGE e os distirbios de degluti¢cdo. Isto sugere que os
mecanismos de maturacdo normal, que sdo responsaveis pela melhora clinica dos sintomas
e até desaparecimento da DRGE em criangas neurologicamente normais, ndo tém
capacidade de resolver a doenca nestes pacientes. Tem sido fortemente relacionada a maior
incidéncia da doenca em portadores de encefalopatia hipdxico-isquémica, escoliose e lesdes
cerebrais mais severas (a incidéncia da DRGE inversamente proporcional ao QI da

crianga).

Embora em criancas neurologicamente normais, os mecanismos de RGE
tenham sido bastante estudados, o mesmo ndo é verdade em relagdo aos pacientes
neuropatas. Isto se deve a dificuldade de avaliar estas criangas tanto na representagao de um
espectro da doenga neuroldgica como na documentagdo apropriada do RGE e das alteragdes
da motilidade esofagogastrointestinal. Logo, o conhecimento das alteragdes fisioldgicas da
barreira anti-refluxo secundarias as lesdes neuroldgicas centrais pode auxiliar na
compreensdo dos mecanismos que levam a alta incidéncia de vomitos recorrentes € RGE, e

suas complicacdes, nestes pacientes.

Existem evidéncias significativas que o SNC pode influenciar na motilidade e
funcao esofagica, géstrica e intestinal (CORAZZIANI,1997). STAIANO et al.(1991) em
estudo prospectivo, demonstrou alteracdes da motilidade esofigica e do clearance
esofdgico em criancas neuropatas e que estas alteracdes se agravam com a severidade da
lesdo neurolégica. Em 1999, HEIKENEN et al. avaliaram a atividade gdstrica mioelétrica
através da eletrogastrografia em criangas abaixo de 10 anos e com gastrostomia por
dificuldade de alimentacdo oral, e observaram que as alteracdes da motilidade géstrica

ocorreram mais freqlientemente em criangas com danos neuroldgicos. Em estudo
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experimental em gatos, VANE et al. (1982) demonstraram que o aumento da pressdo
intracraniana causa redugdo significativa da pressdo do EIE. Em 1999, KACKER et al.,
demonstraram as alteragdes do EG em ratos com hipertensdo intracraniana e o efeito de
varias drogas sobre o mesmo. Outro estudo em gatos, demonstrou o controle do SNC na

motilidade do es6fago distal durante a degluticio (JEAN, 1984).

A suposicdo de que lesdes do nicleo vagal causadas por isquemia cerebral
podem ser responsaveis por distirbios irreversiveis dos mecanismos de coordenacdo do
trato digestivo é extremamente atraente como hipétese fisiopatologica. Estas lesoes
explicariam a maior incidéncia de RGE e alteragdes gastrointestinais em criancas
portadoras de encefalopatia hipdxico-isquémica, assim como a auséncia de melhora do
quadro clinico associado ao crescimento e matura¢do da crianga. A associacdo entre a
gravidade da DRGE e a maior severidade das lesdes neuroldgicas foi relatada por vérios
autores (SONDHEIMER et al., 1979; RAVELLI & MILLA ,1998; JESUS, 2002),

fortalecendo a teoria da lesdo neurologica central como principal responsavel das

alteracoes TGI.

CUNNINGHAM em 1991, relatou a presenca de disfuncdo motora
esofagogdstrica e alteracdes generalizadas da motilidade gastrointestinal em pacientes com
doenca do RGE. Embora desconhecesse a causa desta motilidade GI alterada, havia
evidéncias de disfuncdo neural. O nervo vago tem a maior influéncia na peristalse
esofdgica, na funcio do EIE, e motilidade gastrica. Sendo assim, anormalidades na funcio
vagal contribuem para o aparecimento dos vomitos e do RGE. Foi observado neste estudo
que 40% dos pacientes com doenga do RGE apresentavam reflexo parassimpético
cardiovascular alterado. Inicialmente, o estudo de CUNNINGHAM demonstrou a relagio
entre neuropatia vagal e retardo da motilidade esofdgica, porém nio encontrou correlacio
entre retarde do EG e alteracdo do SNC autondmico. Portanto, em seu estudo, permaneceu

a incerteza da importancia do EG na patogénese do RGE.

A incoordenacdo funcional do TGI pode ser responsabilizada também por
alteracdes do EG , muito freqiiente nas criangas neuropatas. Estas alteracdes sdo
potencialmente capazes de provocar vomitos, regurgitacdo e RGE por aumento da pressao

intragéstrica, distensdo gdstrica cronica e peristalse reversa. Embora existam dados
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comprovadores desta disfuncdo (SONDHEMEIER et al.; 1979; BROWN et al.,1994;
ALEXANDER et al.,1997; JESUS,2002), as implicagdes deste disturbio como causas das
manifestacdes gastrointestinais — vomitos, RGE, engasgos e ruminacdo - ndo estio bem
estabelecidas. Os dados relativos a disfung¢do géstrica t€m sido referidos muito mais a
recorréncia dos sintomas no pés-operatério das fundoplicaturas. HEIKENEM et al. (1999)
realizaram eletrogastrografia em criangas com gastrostomia que apresentavam intolerancia
ou incapacidade de alimentagdo via oral e observaram que, criangas com maior severidade
de dano neurolégico apresentavam baixa porcentagem de normogastria. MIKI et al., em
1998, avaliaram motilidade antroduodenal, RGE e pressdao do EIE em 11 pacientes
neuropatas com sintomas de vOmitos, hematémese ou distensdo abdominal. Todos os
pacientes apresentavam algum tipo de anormalidade motora antroduodenal como

incoordenacio ou hipomotilidade da fase antral e/ou contrag@o tdonica duodenal prolongada.

Além disso, a presenca de convulsdes e constipacdo intestinal também podem
contribuir para a presenga de vomitos e RGE (ALEXANDER et al,1997; RAVELLI, 1997;
SULLIVAN,1997 ) e, também, o uso de drogas anticonvulsivantes e benzodiazepinicos
pode acarretar em alteracdes da motilidade gastrointestinal ( MAXSON et al.,1994; MIKI
et al.,1998).

Estes dados sugerem que, em pelo menos parte dos pacientes neuropatas, existe
uma complexa alteracdo de motilidade intestinal que pode ser primdria ou ainda associada
ao uso de medicacdes. O conhecimento da fisiopatologia destas alteracdes € indispensavel
para uma abordagem diagnoéstica e terapéutica dos problemas digestivos neste grupo de

criangas.

O Esvaziamento Gdstrico

O EG ¢ definido como o processo de transferéncia do alimento ingerido para o
duodeno. E a expressio da fungiio motora primordial do estdbmago apds receber, armazenar,
fracionar e misturar o alimento com as secrecdes gdstricas. A velocidade com que esta
transferéncia ocorre € intimamente relacionada a capacidade absortiva do intestino e

encontra-se sob multiplos controles locais e sistémicos. Assim, mecanismos miogénicos,
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neurogénicos e hormonais constituem os principais reguladores da fun¢dao motora géstrica e

a constitui¢do da dieta representa o principal modulador do EG (WEISBRODT,1984).

Do ponto de vista anatdmico, o estbmago pode ser dividido em fundo, corpo e
antro; € comporta-se como um reservatorio tempordrio de alimentos e como 6rgdo de
trituracdo de alimentos sélidos, misturando-o com as secregdes salivar e gastrica e
transferindo-o, de forma, ordenada para o duodeno (COOKE,1975 ). Funcionalmente,
pode-se dividi-lo em duas dreas motoras distintas que se interagem. Uma proximal
constituida do fundo géstrico e ter¢o cranial do corpo e a porcao distal composta pelos dois

tercos distais do corpo e antro (EHRLEIN & AKKERMANS,1984 ; COLLARES, 1996).

As caracteristicas funcionais distintas das células musculares do estdmago
proximal e distal determinam as principais funcdes destas regides. A por¢cdo proximal
recebe e estoca os alimentos, sem grandes aumentos de pressdo, por intermédio dos
chamados relaxamento receptivo e adaptativo (EHRLEIN & AKKERMANS,1984 ;
WEISBRODT,1984). Apés a degluticdo, hd uma fase relaxamento que transforma o
estdmago em um reservatério alimentar. A seguir, suas contragdes tonicas elevam a pressio
intra-gdstrica, criando um gradiente pressérico direcionando o alimento para a por¢ao distal
e promovendo notadamente o esvaziamento gastrico de liquidos (CUELLEN &
KELLY,1993). A porcdo distal apresenta intensa atividade mioelétrica ciclica, promovendo
as fungdes seqiienciais de propulsdo, trituracdo e retropulsdo e desempenha importante

papel na digestdo e EG de s6lidos (CUELLEN & KELLY, 1993; EAGON et al.,1993).

O EG de liquidos, parece ocorrer principalmente em fun¢do de um gradiente
pressorico entre estobmago e duodeno (STRUNTZ & GROSSMAN, 1978). A pressdo
intragdstrica é gerada principalmente por contragdes originadas do fundo géstrico. Existem
dois tipos de contracdes: as contragdes tOnicas, lentas responsdveis pela pressdao basal do
estdmago e as contracdes fasicas , rdpidas (MINAMI & McCALLUM, 1984). Além disso,
o estdmago tem capacidade de diminuir a pressdo intragdstrica durante a degluticdo —
reflexo de relaxamento receptivo; e de acomodar volumes crescentes de alimentos sem o
aumento significativo da pressdo — reflexo de acomodacdo. Ambos os reflexos, parecem ser
mediados por neurdnios inibitérios vagais ndo-colinérgicos, nao-adrenérgicos e

parcialmente dopaminérgicos (MINAMI & McCALLUM, 1984). Estudos experimentais
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demonstraram que a vagotomia gdstrica proximal ou a resseccdo do fundo géstrico
promove o aumento do esvaziamento gastrico para liquidos. Por outro lado, hormonios
como a colecistoquinina e a gastrina promovem o retardo do EG de liquidos (WILBUR &

KELLY,1974).

O EG de solidos € mais complexo, uma vez que o alimento deve ser reduzido a
fragmentos menores de 2mm para serem esvaziados. Através de um marca-passo géstrico, o
estobmago distal gera ondas lentas e ciclicas que se superpdem a potenciais de acdo,
promovendo o aparecimento de ondas peristdlticas que se propagam distalmente. Ao
atingirem o antro gastrico, ocorre o fechamento da sua por¢do terminal e do piloro que
provoca o retorno do alimento para a por¢cdo proximal do antro onde serdo novamente
triturados e misturados as secre¢des gdstricas. O ciclo se repete periodicamente até os
fragmentos soOlidos atingirem um tamanho que lhes permita atravessar o piloro

(CARLSON; CODE & NELSON,1966).

A atividade elétrica do estdmago distal € controlada por mecanismos neurais e
hormonais. Os mecanismos neurais incluem vias vagais e simpdticas. Embora vérios
horménios possam influenciar as contragdes do estdmago distal, a gastrina parece ser o
unico capaz de aumentar a atividade do marca-passo gastrico e facilitar a geracdo de

potenciais de acio ( MORGAN et al., 1978; STRUNTZ & GROSSMAN, 1978).

Classicamente, ¢ conhecido que o EG de liquidos € funcdo da atividade motora
do estdbmago proximal, enquanto o EG de sélidos relaciona-se principalmente ao estdmago
distal( KELLY,1980). Entretanto, mais recentemente, sabe-se que ambas as por¢des
géstricas participam do EG de liquidos e sélidos (EHRLEIN & AKKERMANS,1984;
COLLINS et al.,1991; HOROWITZ et al.,1994; SCHWIZER et al.,1996). Ha relato da
existéncia de uma drea de atividade reduzida (banda de contracdo), que seria responsavel
por uma retencdo de s6lidos no fundo géstrico, enquanto os liquidos a ultrapassariam |,

distribuindo-se por todo o estdmago (COLLINS et al.,1988 € 1991).

O fluxo alimentar através do piloro é pulsatil, intermitente e dependente das
contragdes antrais, do tonus do estdbmago proximal, resisténcia pilérica e da funcdo motora
duodenal que recebe o quimo ( EHRLEIN & AKKERMANS,1984; WEISBRODT, 1984;
BURKS et al.,1985; WINGATE et al.,1994). Normalmente, as contracdes antrais sao
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seguidas por contracdes duodenais, iniciadas logo apds o fechamento do piloro, que
clareiam o contetido duodenal. Desta forma, contragdes duodenais ndo propulsoras podem

impor resisténcia mecanica ao EG ( WINGATE et al.,1994).

Como mencionado anteriormente, o EG é dependente da diferenca entre a
pressdo intragdstrica e a duodenal que permite ultrapassar a resisténcia ao fluxo através do
piloro e apresenta padrdes distintos dependentes do estado fisico, osmolalidade,
constituicdo quimica, densidade caldrica e digestibilidade da refeicdo. A diferenca nas
taxas de esvaziamento géstrico de acordo com o tipo de alimento € notdria. Liquidos e
carboidratos chegam mais rapidamente ao duodeno que sdélidos, proteinas e gorduras.
Entretanto, refeicdes de mesma densidade caldrica apresentam EG semelhante

independente da sua composi¢ao (COLLINS et al,1991; CULLEN & KELLY, 1993).

O esvaziamento de liquidos ndo nutritivos e isotonicos € muito mais rapido que
0 dos soélidos, num padrdao ndo linear, tendendo a exponencial, na maioria dos casos
(HOROWITZ et al.,1994). O EG de solidos digeriveis segue um padrio linear, apds uma
fase de laténcia. O conteido luminal de sélidos somente atravessa o piloro, quando
particulas atingem tamanhos inferiores a 1-2 mm de didmetro (MEYER, 1980),
permanecendo em suspensdo e esvaziadas concomitante com a fase liquida do contetido
gdstrico. As particulas solidas, ndo digeriveis, maiores que 5S5mm atravessam o piloro

durante os periodos interdigestivos.

A solugdo salina representa uma refeicdo liquida isotonica e ndo nutritiva e,
portanto apresenta padrdo de esvaziamento exponencial e o volume € um importante agente
de facilitagdo do esvaziamento. J4 para liquidos nutritivos e hiperosmolares, os
moduladores do esvaziamento sdo a osmolalidade, o conteddo caldrico e a viscosidade.
Acredita-se que o EG de refei¢Oes liquidas estd relacionada ao seu conteido caldrico
(kcal/ml) (HUNT et al, 1985). Tal mecanismo é mediado por receptores situados no
duodeno, sensiveis aos efeitos osmoéticos da refeicio ou a afinidade pelo cédlcio dos
produtos de digestdo das proteinas e gorduras, modificando o fluxo de dgua no espaco
intercelular. A reducdo do espaco intercelular € o fator que desencadearia o retardo do EG

(HUNT,1983; HUNT et al., 1985).
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Sabe-se que a distensdo gastrica, por sua vez, € um dos fatores que desencadeia
o relaxamento transitorio e completo do EIE, aumentando assim a incidéncia de RGE e,
consequentemente, a exposicdo maior da mucosa esofdgica ao contetido gastrico. Os
distdrbios da motilidade géstrica acarretam alteracdes da distensdo e do EG (McCALLUM,
1990). O RGE ocorre mais freqiientemente apds a ingestdo de alimentos (periodo poés
prandial) e estd na dependéncia de vdrios fatores como: volume da refeicdo e da saliva
ingerida, volume das secre¢Oes gdstricas, refluxo duodenogéstrico e EG. A retencdo
gdstrica com acimulo de dcido e de seu conteido pode ser considerada como um fator

contribuidor do RGE.

McCAULLAM et al.(1990) relataram o retardo do EG de sélidos em varios
pacientes portadores de RGE. BEHAR & RAMSEY, em 1978, encontraram alteracdo da
motilidade antral, com EG normal para liquidos em pacientes com RGE. Outro estudo,
como de FONKALSRUD et al.,1989 mostraram atraso do esvaziamento gastrico tanto para
s6lidos como para liquidos em 49% das criangas com RGE e indicagao cirtirgica. Esta alta
incidéncia pode estar relacionada ao fato de que 39% destes pacientes apresentavam
alteracdes do SNC. Em estudo de criangas com RGE severo ( faléncia do desenvolvimento
ou aspiracdo pulmonar) observou-se  retencdo gdstrica para liquidos (PAPAILA
et al.,1989). O RGE em criangas parece ser uma entidade patoldgica distinta, possivelmente
envolvendo dismotilidade esofdgica e/ou gastrica (HILLEMEIER et al., 1983; JOLLEY
et al., 1987; SPITZ et al.,1993).

O EG pode ser alterado de forma transitéria ou permanente em uma variedade
de patologias (BUSTORFF-SILVA et al., 1999). Qualquer alteragdo anatoémica da juncio
antropildrica pode causar retardo do EG , assim como, distiirbios metabdlicos ou
hidroeletroliticos e algumas enfermidades. A retencdo gastrica transitéria tem sido descrita
em pacientes com hipdxia, uremia, acidose metabdlica, hipercalcemia, hipocalemia,
hipomagnesemia, hipotireoidismo, hiperglicemia e no ileo paralitico no pds operatério. Por
outro lado, enfermidades como diabetes mellitus, tlcera géstrica, doencas do tecido
conjuntivo e refluxo gastroesofdgico estdo associadas a retardo EG permanente. As
infecgOes agudas e intolerdncia alimentar podem provocar retardo do EG (JOLLEY

et al.,1979; COLLARES,1997; CALATAYUD et al.,2001). Em pacientes com trauma
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raquimedular e/ou craniano tem-se observado retardo do esvaziamento gastrico (KAO

et al.,1998).

A utilizagdo de vdrias drogas podem alterar o EG, como dipirona sddica,
atropina. SituacOes de estresse como infec¢des agudas, trauma e cirurgias, também sio
responsdveis pelo retarde do EG. A administracio endovenosa de solucdo de LPS de
bactérias provoca, no trato gastrointestinal, lesd@o severa da mucosa intestinal acompanhada
de diarréia e translocagcdo bacteriana. Em doses subletais, a solu¢do de LPS de E. coli
suprime a motilidade géstrica e provoca significante retarde do EG em ratos. As alteragdes
da funcdo géstrica estdo intimamente relacionadas a via administragdo, dose e o tempo
decorrente apds administragdo (COLLARES, 1997; CALATAYUD et al, 2001). A

utilizagdo da solucdo de LPS de E. coli promove um quadro de infec¢do nos animais e,

conseqiientemente, um retarde do EG.

Virios estudos existem na literatura avaliando o esvaziamento gdstrico e sua
relacdo com o aparecimento de vOmitos recorrentes, RGE e complicacdes pos
fundoplicatura (JOLLEY et al.,1987; PEARL et al.,1990; MAXSON et al.,1994;
ALEXANDER et al.,1997; BUSTORFF-SILVA et al.;1999), porém muitas dudvidas

persistem.

O esvaziamento géstrico pode ser avaliado através da radiografia contrastada do
esofago-estdmago e duodeno, pela cintilografia gastrica com tecnésio 99, tomografia com
impedancia elétrica, aspiracdo repetida do conteddo gastrico, entre outros. Em animais estes
estudos tornam-se dificeis, principalmente em nosso meio, pela auséncia de aparelhos
sofisticados nos laboratdrios de Cirurgia Experimental. BELANGERO & COLLARES, em
1991, desenvolveram um método de avaliagdo do EG em animais, através da adi¢do do
marcador fenolsulftaleina na solu¢do empregada como refei¢do de prova. Vérios estudos
foram realizados utilizando este método e demonstraram as alteracdes do EG em diferentes
situagdes como pds operatério de fundoplicaturas, pds transplante hepdtico, insuficiéncia

renal cronica (BUSTTOREF-SILVA et al, 1995).

Devido as evidéncias as quais sugerem que alteragdes do esvaziamento géstrico
podem alterar significamente a resposta ao tratamento do RGE, optou-se por avaliar e

abordar o estudo deste pardmetro como passo inicial num projeto mais amplo de avaliagio
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de alteragdes de motilidade intestinal em um modelo animal de lesdo cerebral

hipéxico- isquémica.
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2- OBJETIVO




1-OBJETIVO GERAL

Avaliar o esvaziamento gdstrico de liquidos em ratos submetidos a lesdo

neuroldgica hipéxico-isquémica.

2-OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar o esvaziamento gastrico de liquidos em ratos submetidos a lesdo
neuroldgica hipéxico-isquémica nos periodos precoce (3 dias) e tardio (14 dias).

Avaliar o efeito da administracdo endovenosa da solug¢do de lipopolissacarides
de Escherichia coli sobre o esvaziamento gastrico de liquidos em ratos submetidos a lesdo

neuroldgica hipéxico-isquémica.
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3-METODO




Delineamento experimental

O estudo constou de quatro etapas:

1 etapa: provocar lesdo neuroldgica hipdxico-isquémica nos animais

2 etapa: avaliacdo precoce do EG ap6s trés dias da lesdo neuroldgica.

3 etapa: avaliacdo tardia do EG apds quatorze dias da lesdo neurolédgica.

4 etapa: avaliacdo do efeito da solu¢do de lipopolissacdrides (LPS) de
Escherichia coli ( E. coli) sobre o EG dos animais submetidos a lesdo
hipdxico-isquémica.

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal

do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob o protocolo nimero 324-1.

2-ANIMAIS

Foram utilizados cento e treze ratos Wistar, machos, com seis semanas de idade
pesando entre 100 a 150 gramas, provenientes do Biotério Central da Unicamp. Os
animais foram operados no Laboratério de Técnica Cirtrgica do Nucleo de Medicina e
Cirurgia Experimental e, depois, transferidos para o Laboratério de Investigacdo da

Pediatria do mesmo Nucleo, onde foi realizado o estudo do EG.

Os animais foram separados em dois grandes grupos, precoce e tardio. Estes

dois gupos foram subdivididos como descrito a seguir.

2.1-Grupo Precoce (P)
Neste grupo foram utilizados 50 ratos, de 6 semanas de idade, e estudados 3
dias apds a cirurgia.

2.1.1-Grupo Branco — Controle (PBC) n= 8 :estudo do EG em animais sadios,
sendo administrado por via endovenosa 0.1 ml de solug¢do fisiol6gica/100 g do

peso do animal , 1 hora antes do inicio do estudo.
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2.1.2-Grupo Branco — LPS (PBL) n=8 :estudo do EG em animais sadios, aos quais
foram administrado 50 ugr/kg do animal de solu¢do de LPS de E. coli, 1

hora antes do inicio do estudo.

2.1.3-Grupo Sham — Controle (PSC) n=8: estudo do EG em animais submetidos a
operacdo simulada, aos quais foram administrado por via endovenosa 0.1 ml
de solucgdo fisioldgica/100 g do peso do animal, 1 hora antes do inicio do
estudo.

2.1.4-Grupo Sham — LPS (PSL) n=8 : estudo do EG em animais submetidos a
operacdo simulada, aos quais foram administrado por via endovenosa 50
ugr/kg de peso do animal de solug@o de LPS de E. coli, 1 hora antes do inicio
do estudo.

2.1.5-Grupo Experimento — Controle (PEC) n=9: estudo do EG em animais
submetidos a lesdo neuroldgica hipdxico-isquémica, apds a administragdo
endovenosa de 0.1 ml de soluc¢do salina/100g de peso do animal.

2.1.6-Grupo Experimento — LPS (PEL) n=9: estudo do EG em animais submetidos
a lesdo hipoxico-isquémica , apds administracdo endovenosa de 50 ugr/kg de
peso do animal de solucdo de LPS de E. coli, 1 hora antes do estudo.

A administracdo endovenosa, através de puncdo venosa caudal, de

lipopolissacarideos de E. coli em metade dos animais de cada grupo e solucdo salina nos

animais restante teve a finalidade de promover uma situagcdo de sensibiliza¢do do animal e

observar as alteracOes no EG, principalmente nos animais submetidos a lesdo neurolégica.

Foi utilizado a dose de 50 ugr/kg de peso do animal e administrado 1 hora antes do estudo

2.2-Grupo Tardio (T)

Neste grupo foram utilizados 54 ratos, de 6 semanas de idade, e estudados 14

dias apds a cirurgia.

2.2.1-Grupo Branco - Controle (TBC) n=9: estudo o EG em animais sadios, aos
quais foram administrado via endovenosa 0.1 ml/100 g de peso do animal de

solugdo salina, 1 hora antes do estudo.
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2.2.2-Grupo Branco — LPS (TBL) n=9): estudo do EG em animais sadios, aos quais
fora administrado por via endovenosa 50 ugr/kg de peso do animal de solucao

de LPS de E. coli, 1 hora antes do inicio do estudo.

2.2.3-Grupo Sham — Controle (TSC) n=9: estudo do EG em animais submetidos a
operacdo simulada, aos quais foram administrado 0.1 ml/100 g de peso do

animal de solugdo salina, 1 hora antes do inicio do estudo.

2.2.4-Grupo Sham-LPS (TSL) n=9: estudo do EG em animais submetidos a cirurgia
simulada, aos quais fora administrado 50 ugr/kg de peso do animal de solucdo

de LPS de E. coli, 1 hora antes do inicio do estudo.

2.2.5-Grupo Experimento-Controle (TEC) n=9: estudo do EG em animais
submetidos a lesdao hipéxico-isquémica, aos quais foram administrado 0.1 ml

de solucdo salina/100 g de peso do animal, 1 hora antes do inicio do estudo.

2.2.6-Grupo Experimento-LPS (THL) n=9: estudo do EG em animais submetidos a
lesdo hipéxico-isquémica, aos quais foram administrado 50 ugr/kg de peso do

animal de solucdo de LPS de E. coli, 1 hora antes do inicio do estudo.

3-TECNICA OPERATORIA
3.1-Anatomia

A regido cervical do rato apresenta em sua por¢do anterior musculos esterno-
hidide, muculos esterno-cleido-mastoideo e musculos digdstrico. A disseccdo na regido de
encontro destes trés grupos musculares, permite o acesso a artéria cardtida , veia jugular
interna e nervo frénico. O musculo omo-hidideo localiza-se inferiormente ao m. esterno-
hidide e lateralmente aos grandes vasos. As glandulas salivares, submandibular e parétida,

encontram-se anterosuperiormente ao m. esterno-hidide e apresentam grande volume.
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3.2-Preparo do Animal

Ap6s jejum de doze horas, recebendo dgua ad libitum, os animais foram
pesados e separados randomicamente para cirurgia simulada, lesdo neurolégica hipéxico-

isquémica ou grupo branco.

Os animais foram anestesiados com pentoparbital sédico 0,75mgr/100 gr de

peso do animal, através da pun¢@o venosa caudal.

ApOs anestesia, foi realizada tricotomia na regido cervical anterior.

3.3-Cervicotomia e Ligadura da Artéria Carotida Esquerda(ACE)

Apés antissepsia da regido cervical com 4lcool iodado, realizado incisdo

longitudinal cervical a esquerda de 1.0 a 1.5 cm de extensao .

Divulsdo do plano muscular, afastando o misculo esternocleidomastoideo

lateralmente e musculo esternohiéideo medialmente.
Identificado a artéria carética esquerda e nervo frénico.

Dissec¢do cuidadosa entre ACE e nervo frénico, isolando-a totalmente

(Figura 1).
Passagem de dois fios de algodao 4.0 envolvendo a ACE.
Ligadura dupla da ACE, impedindo o fluxo sanguineo ( Figura 2 ).

Fechamento da pele com fio Nylon 5.0, sutura continua com né invertido.
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Figura 1-Cervicotomia esquerda e isolamento da ACE.

Figura 2-Ligadura da artéria carétida esquerda .
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3.4-Operacao Simulada

Realizada cervicotomia esquerda e identificacdo da artéria cardtida esquerda
(ACE), sem manipulacdo da mesma. Fechamento da cervicotomia com fio Nylon 4.0,

sutura continua com né invertido.

3.5-Pés Operatoério e Hipoxia

Ap6s recuperacdo anestésica de trés horas, os animais do grupo experimento
(Iesdo neuroldgica) foram colocados em ambiente restrito — campanula de vidro, e expostos
a mistura gasosa umidificada de Oxigénio a 8%, balanceada com nitrogénio, por 3 horas e
fluxo de 5 a 6 litros por minuto, segundo modelo experimental descrito por RICE (1981).

Ver figuras 3 e 4.

Figuras 3 e 4-Mistura de Oxigénio a 8% e animal em campanula de vidro.

N

Os animais submetidos a opera¢do simulada foram colocados em ambiente

restrito, semelhante ao anterior, porém em contato com ar ambiente, por 3 horas.

Em seguida, os animais dos dois grupos foram colocados em gaiolas coletivas

com racao e dgua ad libitum.
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4-REFEICAO DE PROVA

A refeicdo de prova utilizada para avaliagdo do EG nos grupos precoce e tardio
foi uma solucdo de NaCl 0,9% contendo o marcador fenolsulftaleina na concentracdo de

6mg/100ml. A osmolalidade da solucdo foi de 303 mOsm/kg ( Figura 5).

Figura 5-Solugado de prova e material de intubagem orogéstrica.

5-ESTUDO DO ESVAZIAMENTO GASTRICO

O estudo do esvaziamento gastrico foi realizado segundo o método

desenvolvido por BELLANGERO & COLLARES (1991).

5.1-Preparo do Animal

O procedimento foi realizado ap6s jejum alimentar de 22 horas, com os animais
recebendo 4gua ad libitum. A partir do inicio do procedimento a ingestdo hidrica foi

suspensa.
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5.2-Técnica de Intubagem Orogastrica

As solugdes foram infundidas através de sonda orogdstrica, que consiste de uma

haste de metal provida de luz central e com oliva multiperfurada na extremidade distal.

O animal foi imobilizado por um auxiliar, em decubito dorsal horizontal,
através da fixacdo da regido interauricular, das patas traseiras e cauda, mantendo cabeca e
corpo alinhados ( Figura 6). A sonda foi introduzida até o estdmago, indicado pela rapida
queda de resisténcia a passagem do cédrdia. A refei¢do de prova ( cloreto de sédio 0,9% em
solucdo aquosa contendo 6mg/100ml de vermelho fenol como marcador — Volume A) foi
infundida por gravidade em aproximadamente 10 segundos, com o animal em posi¢do
vertical ( Figura 7) . O volume da refeicdo de prova infundido foi de 2 ml/100g do peso do

animal.

Figuras 6 e 7-Imobilizacdo do animal, intubagem orogdstrica. e infusdo da

refei¢do de prova.

5.3-Prova do Esvaziamento Gastrico

Ap6s a administragdo da refei¢do de prova. A sonda foi retirada e o animal
retornou a gaiola onde permaneceu por 8 minutos e 30 segundos. Neste momento o animal
foi colocado em campanula com éter etilico, por 60 segundos. Em seguida o animal foi

retirado da campanula e realizada a abertura do abdome no sentido longitudinal e
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clampeamento do piloro com pinga hemostdtica aos 10 minutos apés o fim da infusdo

orogastrica ( Figura 8). Todas as etapas foram cronometradas.

Figura 8-Laparotomia e pingamento do piloro.

O residuo géstrico foi aspirado, com o animal anestesiado com inalacdo de éter
com um funil, através da recolocacdo da sonda oro géstrica (Figura 9) . A seguir, foram
feitas quatro lavagens com 2 ml de dgua destilada, tomando o cuidado de sempre aspirar
com a mesma seringa. Através da visualizagdo direta do estdmago, confirmamos seu total
esvaziamento. A sonda foi retirada sob visualizacdo direta e o animal encaminhado para

perfusao cerebral com formalina tamponada.
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Figura 9-Aspiracdo do contetido géstrico através da sonda orogdstrica.

O volume obtido, residuo géstrico mais lavagens, foi transferido para uma
proveta graduada de 25ml e os instrumentos de aspiracdo (sonda e seringa) foram lavados
trés vezes com Iml de 4dgua destilada e o volume acrescentado ao volume da proveta. O

volume total obtido foi anotado (Volume Residuo Gastrico).

5.4-Determinacao da Retencio Géstrica

A determinacdo da retengdo géstrica (RG) foi realizada pela técnica descrita por
GUPTA e BRANS (1978). Foram tomados 0,5ml da refei¢cdo de prova e 2ml do volume
total recuperado e transferido, em duplicata, para baldes volumétricos distintos de 10ml.
Foram adicionados 5ml de solucdo de fosfato trissédico na concentragdo de 27,5 mgr/ml
em cada baldo e o volume completado com dgua destilada até 10ml.As medidas foram

feitas em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 560nm.
A férmula utilizada pra o célculo da reten¢do géstrica foi a seguinte:

RG = Vol.R.G.x doR.G.x 100

Vol. R.p. x dop x 4
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Vol.RG:Volume do Residuo Gastrico
Vol.R.p:Volume da Refeicao de Prova
doR.G:Leitura colorimétrica do residuo gastrico

dop:Leitura colorimétrica da refei¢do de prova

6-PESAGEM CEREBRAL E ESTUDO HISTOLOGICO

Ap6s a recuperacdo do residuo gédstrico os animais foram submetidos a perfusdo
cerebral com formalina tamponada, os cérebros foram retirados da caixa craniana e

pesados em balanca de alta precisdo.

Os cérebros foram mantidos por 72 horas em formalina tamponada e

encaminhados para cortes histoldgicos com coloracdo de hematoxilina-eosina.

7-METODO ESTATISTICO

Os valores encontrados, taxa de retengcdo géstrica e peso cerebral, foram

submetidos a andlise estatistica pelo teste Anova.

Meétodo
42



4- RESULTADOS




ApOs a cirurgia e o periodo de hipdxia, os animais apresentavam-se com ptose
palpebral a esquerda e, em 6 animais alteracdo da marcha com discreta lateralizacio.
Quatro animais morreram durante a hip6xia e trés apresentaram convulsées apds término da

mesma, sendo sacrificados através de aprofundamento anestésico.

Os valores de retencdo géstrica foram semelhantes entre os animais avaliados
no periodo precoce. A média da taxa de retencdo géastrica foi de 31,48% no grupo
experimento, 30,08% no grupo sham e de 32,58% no grupo branco. A administracio
endovenosa de LPS de E. coli provocou retarde no EG de forma semelhante nos trés
subgrupos, sendo de 44,71%, 41,42% e 44,94% respectivamente, como mostra as figuras
10 e 11. A anélise estatistica ( teste Anova ) ndo mostrou diferenga significativa (p > 0,05 ).

60+
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Figura 10-Representacdo grifica da média da Taxa de Retengdo
Gastrica(RG%) nos animais do Grupo Precoce submetidos a

administracdo endovenosa de solucgdo salina.
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Figura 11-Representacio grafica da média da Taxa de Retencdo
Gastrica(RG%) nos animais do Grupo Precoce submetidos a

administracdo endovenosa de solucdo de LPS de E. coli.

Na avaliacdo do periodo tardio (14 dias), a média da taxa de retengdo gastrica
foi de 27,12% (experimento), 27,75% (sham) e 30,41% ( branco). A administracio
endovenosa de LPS de E. coli provocou retarde no EG de forma semelhante nos trés
subgrupo, sendo de 50,06%, 43,51% e 42,85, respectivamente. Os dados estdo dispostos
nas figuras 12 e 13. Apés aplicagdo do teste estatistico Anova, ndao observado diferenca

estatisticamente significativa (p>0.05).
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12-Representacdao grafica da média da Taxa de Retengdo
Gastrica(RG%) nos animais do Grupo Tardio, submetidos a

administracdo endovenosa de solucdo salina.

' Bco/Lp Sham/Lps E/lps
S Grupo
Tardio

13-Representacdo grafica da média da Taxa de Retencdo Géstrica
(RG%) dos subgrupos do grupo tardio ( 14 dias), submetidos a

administracdo endovenosa de solucdo de LPS de E.coli.
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Ap0s a perfusdo cerebral com formalina tamponada o cérebro dos animais dos
subgrupos experimento e sham foram retirados e pesados em balanca de alta precisdao. A
média do peso cerebral/ 100gr do peso do animal foi de 1,30228 — sham e 1,32431 —
experimento no periodo precoce ( figura 14). Nos animais do grupo tardio os valores
encontrados foram de 1,100080 — sham e 0,98738 — experimento. A avalia¢do estastistica
(teste Anova) demonstrou diferenca significativa na diminui¢do do valor do peso cerebral

dos animais do grupo tardio submetidos a lesdo neuroldgica, como mostra a figura 15.

Peso Cerebral (Precoce)

g/100g

NS NS

0- E/lps Sham/Lps E/sal Sham/sal
Grupos

Figura 14-Representacdo gréifica da média do peso cerebral /100g do peso do

animal dos animais do Grupo Precoce.
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Figura 15-Representacdo grafica da média do peso cerebral/100g do animal
dos animais do Grupo Tardio. Observado redu¢do do peso cerebral
dos animais do subgrupo Tardio-Experimento- LPS (TLS),

estatisticamente significativa em relagdo ao subgrupo Sham.

O estudo histolégico do cérebro dos animais submetidos a lesdo
hipéxico-isquémica demonstrou alteracdes neuronais difusas em coértex, hipocampo e
nicleos da base. A coloragdo utilizada foi hematoxilina-eosina. As células neuronais

apresentavam-se com formato alongado em forma de losangulo, com vacuolizacdo e

(¢}

retracdo do citoplasma, basofilia do citoplasma, hipercromasia do nucleo (picnose)

desaparecimento do nucléolo.

o

Nos cortes histolégicos do cérebro dos animais do grupo precoce submetidos
lesdo hipdxico-isquémica observado um aumento da celularidade (neurdnios alterados,
oligodendrécitos, glias) e pequenas &dreas de infarto em dez animais (Figura 16).
Comparativamente, os cortes histoldgicos dos animais do grupo tardio mostravam uma
diminuicdo da celularidade, com neur6nios alterados e aumento do neuropilo, sugerindo

areas de regeneracgdo celular ( Figura 17).
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Figuras 16-Corte histoldgico do cdrtex cerebral dos animais do grupo precoce
submetidos a lesdao neuroldgica hipéxico-isquémica. Coloragcdo

H.E.

Figura 17-Corte histolégico do cortex cerebral de um animal do grupo tardio

submetido a lesdo neuroldgica hipéxico-isquémica. Coloracdo H.E.
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Os cortes histolégicos do cerebelo mostraram alteracdes das células de
Purkinjie semelhantes aos neurdnios, com citoplasma basoéfilico e picnose do nucleo

(Figura 18).

Figura 18-Corte histolégico da laminula cerebelar de animal submetido a

lesdo-neuroldgica hipoxico-isquémica.

Nos animais do grupo Sham e branco os cérebros apresentavam com
caracteristicas normais. Dois animais do grupo Sham apresentaram dreas esparsas de
alteracdo neuronal em cortex, sugerindo hipdxia. Estes animais foram excluidos do

trabalho.
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5- DISCUSSAO




O potencial de desenvolvimento de uma crianca com dano neuroldgico € dificil
de predizer. A desnutricdo representa um problema freqiiente, que pode ser resultado da
baixa ingesta oral decorrente da impossibilidade de degluticdo, da disfagia ou da associac¢io
com a DRGE. As sondas nasoenterais podem trazer grandes beneficios, porém devem ser
tempordrias devido aos seus problemas (STRINGEL et al.,1989; WHEATLEY et al.,1991;
SPITZ et al.,1993).

As manifestacdes GI como disfagia, distirbio de degluticdo, vOmitos,
regurgitacdo e constipacdo intestinal sdo comuns nestes pacientes (GUSTAFSSON &
TIBBLING,1994; RAVELLI & MILLA,1998; DEL GIUDICE,1999), acarretando déficit
de crescimento e aumento da morbidade. A aerofagia e constipacdo intestinal habitual
nestes pacientes resulta no aumento constante da pressdo intraabdominal, piorando a
recorréncia dos vomitos, do RGE e esofagite (WESLEY et al., 1981; CORAZZINI, 1997,
DEL GIUDICE et al.,1999).

Os problemas pulmonares cronicos resultam em repetidas internagdes
hospitalares e podem causar faléncia pulmonar. A aspiracdo pulmonar secundaria ao RGE,
regurgitacdo e vomitos recorrentes € uma complicacdo freqiiente nestes pacientes (PEARL

et al.,1990; STAIANO et al.,1991; DEL GIUDICE et al.,1999) e muitas vezes, fatais.

Crises convulsivas sao mais freqilientes em pacientes neuropatas e sao de dificil
controle devido a dificuldade de administragdo oral dos medicamentos e da perda destes
causada pelo RGE e vOmitos, acarretando assim piora da espasticidade e da contratura
muscular com aumento da pressdo intraabdominal (JOLLEY et al.,1987; SPITZ
et al.,1993).

As deformidades miusculo-esqueléticas severas e escoliose sdo freqiientes nas
criangas neuropatas e geralmente niao sdo corrigidas cirurgicamente devido as condigdes
clinicas destas criancgas. Estas deformidades acarretam alteracdes do posicionamento do
esofago distal e do pincamento diafragmético, modificando a posi¢do e pressao do EIE e
propiciando o RGE (WESLEY et al.,1981; STRINGEL et al.,1989; GUSTAFSSON &
TIBBLING,1994; RAVELLI e MILLA, 1998).

As criangas neuropatas requerem vdrios cuidados de alimentacdo, higiene e
medicacdo a nivel domiciliar. A necessidade de cuidados especificos, a dificuldade

econdOmica e de locomogdo, as freqiientes internagdes por pneumonias aspirativas,
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desnutricdo e anemia severa; associado ao sofrimento ou desinformacio de seus familiares
ou responsdveis legais, torna este grupo de criangas dificil de ser avaliado. Esta dificuldade
ocorre também pelo medo do sofrimento ou dor que a crianca possa apresentar durante os
exames e, muitas vezes, pela negligéncia de seus responsaveis. Além disto, a dificuldade de
um estudo mais profundo e detalhado do SNC destas criangas torna dificil a compreensdo
das causas de todos estes problemas.

Um conjunto de fatores contribuem para o aumento da incidéncia das
manifestacdes gastrointestinais nas criancas com dano neuroldégico (RICE et al.,1991;
SPITZ et al., 1993). A pressdo do EIE reduzida, a presenga de esofagite, a dismotilidade
esofagiana e alteracdo do clearence esofdgico, a dismotilidade gastrointestinal e distirbio
do EG, a constipacdo intestinal, a espasticidade abdominal e o decubito horizontal
prolongado sdo fatores que potencializam as manifestacdes GI. Portanto, quando estudamos
o RGE em neuropatas ou, quando tentamos associd-lo como a causa dos vOmitos
recorrentes, das pneumonias aspirativas e da anemia severa temos que avaliar uma gama de

fatores que podem agravar ou perpetuar os sintomas apds tratamento o clinico ou cirdrgico.

A presenca de dismotilidade do trato gastrointestinal em criancas neuropatas
tem sido relatada em varios estudos (HALPERN et al.,1991; RAVELLI & MILLA,1998;
HEIKENEN et al.,1999; STAIANO et al.,1999). E desconhecido como o sistema nervoso
entérico pode ser modulado pelo SNC e como alteragdes ou danos (hipdxia, isquemia,
infeccdo, trauma) ao SNC podem resultar em alteracdo da motilidade gastrointestinal. MIKI
et al. (1998) demonstraram que pacientes com dano neuroldgico severo apresentam alta
incidéncia de disfun¢cdo motora antroduodenal durante o jejum. Estas alteracdes podem ser
secunddrias ao estado de hipotrofismo, ao uso de drogas anticonvulsivantes e/ou
miorelaxantes ou as préoprias lesdes do SNC. As lesdes cerebrais difusas podem interromper
a modulagdo neural da motilidade GI, alterando o fluxo de informag¢des do cortex para
centros inferiores. Neste estudo, os autores concluem que a hipomotilidade antral e a
incoordenacdo antroduodenal podem contribuir para a intolerncia alimentar e vOmitos,

agravar o RGE, a desnutri¢do e a morbidade destas criangas.

RAVELLI & MILLA, em 1998, também observaram um grande ndmero de
criangas com severo atraso do desenvolvimento neuropsicomotor com quadro de vOomitos

recorrentes e constipacdo intestinal, sugerindo uma disfun¢do panentérica (ou global trato
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gastrointestinal) nestes pacientes. O controle da funcdo motora do trato gastrointestinal
superior envolve fatores muscular, neural (intrinseco e extrinseco) e hormonal. Em
pacientes com lesdo do SNC acredita-se que, pelo menos, a inervagdo intrinseca é anormal,
com disritmias géstricas antrais resultante de ativacdes anormais do reflexo emético ou de
auséncia da inibicdo das fibras excitatérias decorrente de lesdes dos centros cerebrais
superiores (“‘centro do vOmito” e drea postrema). Disritmias antrais podem ocorrer apds
lesdes cerebrais hipoxico-isquémica, devido a hemorragia intraventricular, dilatacio
ventricular e atrofia periventricular, que podem interferir na regulagdo central do reflexo do
vomito e do esfincter inferior do es6fago. Os autores concluem que os vOmitos recorrentes
e a alta incidéncia de DRGE nos neuropatas é decorrente das alteragdes da motilidade

gastrointestinal, como, disritmias géstrica, retarde do EG e disfuncao do EIE.

Neste estudo, promovemos uma lesdo neuroldgica hipdxica-isquémica em ratos
obedecendo aos critérios da Comissdo de Etica. Estes animais apresentavam condi¢des
para a sobrevivéncia (alimentacdo, deambulagdo, protecdo) e auséncia de sofrimento
(convulsdes, paralisias) apds o experimento. Nao houve alteracdo significativa no estudo do
EG nos animais submetidos a lesdo neurolégica comparados aos animais do grupo Controle
e Sham. O uso da solucdo de LPS de E. coli provocou alteracdo semelhante do EG em
todos os grupos estudados. A administracdo endovenosa, através de puncdo venosa caudal,
de lipopolissacarideos de E. coli em metade dos animais de cada grupo e solucdo salina
nos animais restante teve a finalidade de promover uma situacdo de sensibilizacdo do
animal (quadro infeccioso) e observar as alteracdes no EG, principalmente nos animais
submetidos a lesdo neuroldgica. COLLARES (1997) mostrou que doses subletais de LPS
de E.coli suprime a motilidade géstrica e inibe o EG de liquidos em ratos. Foi utilizado a

dose de 50 ugr/kg de peso do animal e administrado 1 hora antes do estudo do EG.

Embora ndo tenhamos observado alteracdes do EG nos animais submetidos a
lesdo neuroldgica hipdxico-isquémica, muitas ddvidas persistem. O dano neurolégico
provocado nestes animais foi insuficiente para provocar alteracdes da motilidade gastrica e
do EG? Observamos alteracdo neuronal difusa do cértex cerebral e em alguns animais
areas de infarto, porém sem alteracdes ventriculares( hemorragia, dilatacdo ou atrofia). O
modelo experimental de lesdo neuroldgica hipoxia-isquémica utilizado neste trabalho, foi

descrito por RICE et al. em 1980, e mostrou ser um modelo seguro, com incidéncia de
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lesdo neuroldgica em 90% dos animais e baixo indice de complica¢cdes(mortalidade,
convulsdes e alteragdes cardiopulmonares). Este modelo tem sido utilizado em vérios
estudos na 4rea de neurologia e neurociéncias (VANNUCCI et al.,1995; PALMER
et al., 1995 a /b). Por outro lado, surge a divida se o tempo utilizado, 3 e 14 dias apds lesdo
neuroldgica , foi insuficiente para provocar alteracdes na motilidade GI? Observamos no
grupo experimento tardio(TEL) uma reducdo significativa do peso cerebral em relagdo ao
grupo Sham(TSL), sugerindo uma atrofia cerebral. Talvez o tempo mais prolongado de
observacdo poderd provocar uma atrofia cerebral mais acentuada e, portanto, promover

alteracoes TGI mais evidentes.

O uso de drogas anticonvulsivantes € outro fator que pode estar relacionado as
alteracdes do EG e alteracOes difusas da motilidade gastrointestinal. Novas perguntas
surgiram através de nosso estudo: a espasticidade muscular, a elevada pressdo intra-
abdominal e o dectbito horizontal prolongado sdo os principais fatores responsaveis pelas
alteracOes gastrointestinais ¢ RGE mais severo nestas criangas? A lesd@o neuroldgica
provocada nos animais ndo alterou o EG de liquidos, mas poderd alterar o esvaziamento de
alimentos s6lidos. Nosso estudo criou estas perguntas que tentaremos responder através de

novos estudos experimentais.

As alteracdes do EG em pacientes neuropatas, foram observadas em vdarios
estudos (PAPAILA et al.,1989; MAXSON et al.,1994; PEARL,1990; RAVELLI, 1997;
ALEXANDER et al.,1997 ), o que expandiu entre os cirurgides pedidtricos a associacdo da
piloroplastia aos procedimentos antirefluxo destas criangas com o intuito de reduzir os altos
indices de complicacdes observadas como migracdo da vélvula antirefluxo para cavidade
tordcica, deiscéncia da fundoplicatura, o extravasamento de secrecdo gdstrica
peri-gastrostomia e Sindrome de Gés-bloat (CAMPBELL et al.,1989; PEARL et al.,1990;
RICE et al.,1991; SMITH et al.,1992). A literatura mundial acredita que criancas
neuropatas com DRGE representam uma entidade especial (SONDHEMEIER et al., 1979;
SPITZ
et al.,1993; SULLIVAN,1997 ), pois vdrios fatores estdo envolvidos na sua etiopatogenia o
que torna o seu tratamento mais dificil e com maior nimero de complica¢cdes em relagdo as
demais criangas (STRINGEL et al., 1989; STAIANO et al.,1991; MARTINEZ et al.,1992
a/b ; SPITZ et al.,1993; ALEXANDER et al.,1997).
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Acredita-se que as criancas neuropatas se beneficiam com o tratamento
cirargico, fundoplicatura associada a gastrostomia do ponto de vista nutricional, devido a
facilidade de manipulacio da sonda ou botdo de gastrostomia pelos familiares, e
diminuindo os episédios de convulsdes e pneumonias aspirativas, porém indmeras
complicacdes podem ocorrer (WESLEY et al., 1981; SMITH et al.,1992; SPITZ
et al.,1993; DEL GIUDICE,1997).

O indice de complicagdes pos fundoplicatura em neuropatas € bastante elevado
em comparagdo as criancas neurologicamente normais, sendo cerca de 30 a 40% dos casos.
Estas complicacdes incluem pneumonias, dumping, diarréia, sindrome gas-bloat,
aderéncias intestinais, morte subita, abscessos, hérnia incisional, hérnia hiatal, deiscéncia
da fundoplicatura, entre outras (PEARL et al.,1990; RICE et al., 1991; WHEATLEY et al.,
1991; SMITH et al., 1992; DALLA VECCHIA et al.,1997). DALLA VECHIA et als
(1997) mostraram numa experiéncia de 130 casos de reoperacdo apds fundoplicatura a
Nissen, que 78% destes pacientes apresentavam comprometimento neurologico. Outros
estudos como de WHEATLEY et al.(1991) e RAMACHANDRAN et al.(1996), mostraram
suas experiéncias com reoperacdo apOs fundoplicaturas e suas complicagdes, com

predominio nos pacientes neuropatas.

Na dificuldade de estabelecer um tratamento adequado as criancas neuropatas
com RGE e o elevado indice de complicagdes peri e pds operatdrias, outros procedimentos
cirirgicos sao propostos como a piloroplastia ou a antroplastia associada a fundoplicatura e
gastrostomia (MADDERN et al,1985; FONKALSRUD et al.,1989; PAPAILA
et al,1989;), a fixacdo do fundo géstrico ao diafragma e a desconexdo esofagogastrica
(BIANCHI A,1997; DANIELSON & EMMENS,1999). Recentemente, nos casos mais
severos com pneumonias aspirativas intrativeis, a separacdo laringotraqueal

(TAKAMIZAWA et al., 2003).

O porqué e como as lesdes do SNC podem alterar a motilidade gastrointestinal
nos pacientes neuropatas ainda sdo desconhecidos. Acreditamos que as lesdes cerebrais
difusas podem alterar a modulacdo neural da motilidade gastrointestinal, interrompendo ou
alternando o fluxo de informagdes do cértex cerebral para centros inferiores. A razdo da

grande variedade de sintomas e a sua severidade, associada ou ndo ao grau do dano
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neuroldgico, é uma duvida constante e que nos preocupa na tentativa de indicar o melhor
tratamento. O tratamento proposto para estas criancas muitas vezes € empirico e baseado na
experiéncia de outros autores. Portanto, o conhecimento e o entendimento das alteragdes da
motilidade gastrointestinal tornam-se cada dia mais necessdrios para que possamos dar a

estas criancas o melhor tratamento.

Todos estes estudos nos fazem acreditar que criangas neuropatas merecem uma
atengdo especial na avaliacdo e estudo da motilidade gastrointestinal antes da defini¢do das
causas dos vOmitos recorrentes e suas complicagdes, assim como, na programacdo do

tratamento clinico ou cirdrgico e nos cuidados pds-operatorios.
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6- CONCLUSOES




O EG de liquidos em ratos com lesdo neuroldgica hipdxico-isquémica,
comprovada pelo estudo histologico, ndo apresentou alteragdo tanto no periodo precoce

como no tardio.

A administracdo endovenosa de solucdo de LPS de E. coli provocou retarde do

EG de liquidos de forma semelhante em todos os animais.
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8- ANEXOS




Precoce
7’99
100
81
113
115
136
139
140
97
98
83
111
112
114
134
138
86
87
90
74
75
76
77
102
104
105
85
88
72
73
101
103
106
126
92
79
107
108
110
127
129
131
91
93
96
78
109
128
130
133

Grupo
B/lps
B/lps
B/lps
B/lps
B/lps
B/lps
B/lps
B/lps
B/sal
B/sal
B/sal
B/sal
B/sal
B/sal
B/sal
B/sal
E/lps
E/lps
E/lps
E/lps
E/lps
E/lps
E/lps
E/lps
E/lps
E/lps
E/sal
E/sal
E/sal
E/sal
E/sal
E/sal
E/sal
E/sal
S/lps
Sps
S/ps
Sps
S/ps
S/ps
S/ps
S/lps
S/sal
S/sal
S/sal
S/sal
S/sal
S/sal
S/sal
S/sal

Peso V.

184
195
176
134
123
118
116
130
210
180
170
136
155
124
118
125
192
195
205
160
145
140
144
141
142
147
195
190
150
145
140
149
110
118
192
170
160
143
121
141
130
123
195
190
180
180
155
125
154
122

160
176
160
120
110
100
93
104
190
161
140
120
135
110
100
100
170
163
181
143
127
125
126
127
126
135
173
166
140
130
130
135
100
100
175
155
140
130
107
116
110
100
170
165
157
155
140
105
124
104

3,20
3,60
3,20
2,40
2,20
2,00
1,80
2,00
3,80
3,20
2,80
2,40
2,60
2,20
2,00
2,00
3,40
3,20
3,60
2,80
2,60
2,40
2,60
2,60
2,60
2,60
3,40
3,40
2,80
2,60
2,60
2,60
2,00
2,00
3,40
3,00
2,80
2,60
2,20
2,40
2,20
2,00
3,40
3,20
3,20
3,00
2,80
2,00
2,40
2,00

PesoD Vol. RP  Vol. RG

18,60
19,40
16,40
16,60
17,00
14,20
14,00
14,60
18,00
21,60
15,00
13,00
17,20
15,60
14,80
13,40
17,60
21,20
19,80
19,80
16,60
19,80
17,20
14,00
15,20
14,40
19,40
20,60
20,00
17,20
13,80
15,60
16,00
15,40
19,00
14,80
17,60
18,00
15,80
14,40
15,40
16,20
18,60
20,00
19,40
17,20
16,20
15,60
13,60
15,00

d.o
202,00
197,50
180,00

76,00
74,50
70,00
134,50
163,00
149,00
122,00
120,00
101,50
124,00
68,50
99,00
49,00
167,50
175,50
204,00
122,00
153,00
115,50
91,50
109,50
136,00
98,50
106,50
142,50
98,50
82,50
122,00
114,50
59,00
66,50
120,00
173,50
153,00
126,00
92,00
105,00
144,00
103,50
123,00
102,00
99,00
119,50
86,00
63,00
105,50
65,50

do. P
477,50
477,50
499,50
494,00
494,00
486,50
486,50
486,50
477,50
477,50
499,50
494,00
494,00
494,00
486,50
486,50
477,50
477,50
477,50
499,50
499,50
499,50
499,50
494,00
494,00
494,00
477,50
477,50
499,50
499,50
494,00
494,00
494,00
486,50
477,50
499,50
494,00
494,00
494,00
486,50
486,50
486,50
477,50
477,50
477,50
499,50
494,00
486,50
486,50
486,50

RG%
61,47
55,72
46,17
26,60
29,13
25,54
53,76
61,15
36,95
43,12
32,18
27,82
41,51
24,58
37,65
16,87
45,40
60,87
58,74
43,18
48,89
47,69
30,30
29,84
40,24
27,61
31,82
45,20
35,21
27,32
32,77
34,77
23,89
26,31
35,11
42,84
48,67
44,15
33,44
32,37
51,80
43,08
35,23
33,38
31,42
34,29
25,18
25,25
30,72
25,24

Peso Cer.
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
1,82590
1,85160
1,90800
1,93000
1,89286
1,84028
1,70527
1,75269
1,76679
1,68512
2,00453
1,85123
1,88500
1,93474
1,76512
1,73580
2,00000
1,60800
1,85300
1,89646
2,00000
1,80707
1,68907
1,47933
1,50627
1,51324
1,80300
1,90124
1,77122
1,88959
1,73152
1,60890
1,63114
1,54882

P Cer/100g
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
1,07406
1,13595
1,05414
1,34965
1,49044
1,47222
1,35339
1,38007
1,40221
1,24824
1,15869
1,11520
1,34643
1,48826
1,35778
1,28578
2,00000
1,60800
1,05886
1,22352
1,42857
1,39005
1,57857
1,27528
1,36934
1,51324
1,06059
1,15227
1,12817
1,21909
1,23680
1,53229
1,31544
1,48925
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Tardio
29
41
44
55
58
71

120
121
124
30
43
45
56
57
68
70
122
123
12
13
15
20
22
23
31
61
64
11
25
32
33
34
46
47
51
62
26
27
37
39
113
115
117
111
118
16
19
28
40
65
67
112
114
116

Grupo Peso V.
B/lps 240
B/lps 180
B/lps 197
B/lps 236
B/lps 230
B/lps 265
B/lps 210
B/lps 230
B/lps 197
B/sal 254
B/sal 200
B/sal 175
B/sal 225
B/sal 230
B/sal 290
B/sal 250
B/sal 205
B/sal 195
E/lps 210
E/lps 205
E/lps 204
E/lps 220
E/lps 210
E/lps 240
E/lps 196
E/lps 260
E/lps 240
E/sal 226
E/sal 240
E/sal 190
E/sal 183
E/sal 193
E/sal 204
E/sal 210
E/sal 210
E/sal 220
S/ps 220
S/ps 235
S/ps 185
S/ps 180
S/ps 220
S/ps 190
S/ps 203
S/ps 230
Sps 180
S/sal 250
S/sal 235
S/sal 260
S/sal 180
S/sal 217
S/sal 260
S/sal 215
S/sal 215

S/sal

180

220
163
180
210
206
240
187
210
180
226
170
156
200
210
260
225
182
175
190
185
180
190
187
213
176
230
217
200
210
177
170
187
180
186
190
201
195
210
165
150
204
170
180
210
161
220
210
235
160
195
235
193
190
161

4,40
3,20
3,60
4,20
4,20
4,80
3,80
4,20
3,60
4,60
3,40
3,20
4,00
4,20
5,20
4,40
3,60
3,40
3,80
3,60
3,60
3,80
4,00
4,20
3,60
4,60
4,40
4,00
4,20
3,60
3,40
3,80
3,60
3,80
3,80
4,00
3,80
4,20
3,20
3,00
4,00
3,40
3,60
4,20
3,20
4,40
4,20
4,60
3,20
3,80
4,60
3,80
3,80
3,20

PesoD VolRP Vol RG

19,60
21,20
22,20
21,60
24,60
20,00
17,00
17,20
16,00
19,00
20,80
20,80
19,60
21,00
17,20
19,40
15,80
18,40
17,40
19,20
18,20
18,00
17,20
20,00
18,00
23,60
19,00
16,80
25,00
22,00
19,40
19,80
17,60
19,00
20,20
17,20
19,00
19,60
22,20
22,00
17,20
19,60
18,00
18,40
20,80
20,20
19,00
20,80
18,40
18,00
17,20
17,20
16,00
17,80

do
301,50
133,00
187,50
180,00
154,50
195,00
138,00
271,00
176,00
161,00
895,00
97,50
110,50
164,00
143,50
113,00
158,50
90,50
305,00
233,50
222,50
181,00
187,00
225,00
183,50
96,50
179,50
135,50
119,00
103,50
84,00
73,50
152,50
126,50
123,50
128,00
186,50
220,00
13,90
82,00
213,00
139,00
218,50
142,00
124,50
116,50
139,50
121,50
82,00
107,00
138,00
116,50
130,00
123,50

do padrao

505,00
464,50
464,50
492,50
492,50
476,50
518,50
518,50
518,50
505,00
464,50
464,50
492,50
492,50
476,50
476,50
518,50
518,50
497,00
497,00
497,00
505,00
505,00
505,00
464,50
476,50
476,50
497,00
505,00
464,50
464,50
464,50
492,50
492,50
492,50
476,50
505,00
505,00
464,50
464,50
518,50
518,50
518,50
518,50
518,50
497,00
497,00
505,00
464,50
476,50
476,50
518,50
518,50
518,50

RG %
66,49
47,42
62,23
46,99
45,94
42,63
29,77
53,51
37,72
32,92
29,46
34,11
27,48
41,62
24,90
26,14
33,54
23,61
70,25
62,64
56,58
42,44
39,81
53,04
49,38
25,98
40,67
28,63
35,07
34,04
25,80
20,61
37,85
32,11
33,32
28,88
46,16
50,83
519
32,36
44,16
38,64
52,68
29,99
39,02
26,90
31,74
27,20
25,38
26,59
27,07
25,43
26,39
33,12

Peso Cer.

2,06863
1,90620
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
2,13827
1,94415
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
2,03424
1,83504
1,95579
1,93700
2,05290
2,06864
1,83465
1,80799
2,00425
2,11429
1,87135
1,68961
1,75947
1,86489
1,78409
1,77304
1,73172
1,99455
2,17822
2,28766
2,04724
2,02358
2,10986
1,88133
2,05137
2,15137
1,95133
2,26061
2,17607
2,26765
2,03857
1,98522
2,19280
1,98149
1,99465
1,88501

P Cer./100
0,94029
1,16945
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,94614
1,14362
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
0,00000
1,07065
0,99191
1,08655
1,01947
1,09781
0,97119
1,04241
0,78608
0,92362
1,05715
0,89112
0,95458
1,03498
0,99727
0,99116
0,95325
0,91143
0,99231
1,11704
1,08936
1,24075
1,34905
1,03425
1,10666
1,13965
1,02446
1,21201
1,02755
1,03622
0,96496
1,27411
1,01806
0,93311
1,02668
1,04982
1,17081

Anexos
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