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Louzada M, Meneses FS, Fernandes LC, Kim SB, Mora OA, Egami, MI, Stavale, JN, Silva, MRR, Matos D.
Avaliacdo histopatoldgica e morfométrica intestinal dos efeitos da administragdo prolongada de corticosteréide
em caes. Acta Cir Bras [serial online] 1999 Jan Mar; 14(1). Available from: URL: http://www.scielo.br/acb.htm

RESUMO: Corticosterdides sdo de largo uso na pratica médica. Porém, apresentam efeitos colaterais, que
condicionam um fator de risco para procedimentos cirlrgicos gastrointestinais. O presente estudo visou avaliar
as alteracdes da mucosa e submucosa em cdlon de cdes submetidos a administracdo prolongada de
corticosteroides.

Quinze caes machos, sem raca definida, 15 kg, randomizados, 6 de grupo controle e 9 de grupo experimental,
foram submetidos a aplicacdo intramuscular de hidrocortisona, 35 mg/Kg/dia, 30 dias. Foi realizada ressecgao
do segmento distal do cdélon, fixado em Bouin, com cortes corados pelos métodos: PAS, alcian blue e HE. Na
analise morfométrica, foi realizada contagem de: células caliciformes (CAL), células absortivas (ABS), células
totais (TOT = CAL+ABS), mitoses (MIT) e linfécitos (LINF) presentes em cada cripta; mastécitos (MAST) na
submucosa.

A avaliagdo histopatoldgica revelou infiltrado linfoplasmocitario, desorganizacdo das criptas, presenca de células
picndticas, ulceragdes na mucosa; edema, congestdo vascular e linfatica na submucosa. Houve diminuicdao
significante do niumero de CAL, ABS, TOT e LINF, aumento de MIT no grupo experimental e ndo alteracdo do
ndmero de MAST.

Conclui-se que a administragdo prolongada de corticosterdides em cdes induziu alteracGes histopatologicas e
morfométricas significantes na mucosa coélica, que podem se constituir em importante fator de risco cirdrgico.
DESCRITORES: Corticosterodides. Hidrocortisona. Mucosa intestinal. Linfocitos. Mastécitos.
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INTRODUCAO

Os corticosterdides constituem um grupo de substancias de relevante importancia e de largo uso na pratica
médica. Entretanto, além de seus efeitos terapéuticos, podem vir a apresentar efeitos colaterais importantes,

capazes de proporcionar risco para procedimentos cirﬂrgicoslf 6,7,

Em estudos experimentais tem sido demonstrado um aumento de incidéncia de complicacGes pds-operatoérias
em espécimes submetidos a administracdo prolongada de corticosterdides, como por exemplo: infeccles e
deiscéncias de ferida operatéria e fistulas em anastomoses digestivasl:8. Encontram-se sob continua
investigacdo os mecanismos através dos quais os corticosterdides podem provocar tais intercorréncias, nao
estando claros, ainda atualmente, todos os efeitos desencadeados pelos corticoides nos tecidos do organismo

humano ou de animais de experimentagéo3. Os mecanismos pelos quais os corticosterdides alteram os tecidos
do aparelho digestivo prejudicando sua cicatrizagao sao ainda controversos e incertos?:11,

Avaliam-se neste estudo, qualitativa e quantitativamente, as alteracdes histoldgicas da mucosa e submucosa
intestinal de cdes submetidos a administragdo parenteral prolongada de corticosterdides, para que seja possivel
verificar algumas das alteragbes teciduais induzidas por corticdides que poderiam provocar prejuizo nos
processos de cicatrizagdo intestinal.

METODO

A investigacdo foi realizada nas dependéncias do Biotério e nos laboratdrios da Técnica Cirdrgica e Cirurgia
Experimental, Histologia e Patologia da Universidade Federal de S3do Paulo - Escola Paulista de Medicina
(UNIFESP-EPM), de janeiro de 1996 a julho de 1997. Foram utilizados 15 cdes do sexo masculino, sem raga
definida, com peso corpdreo entre 15 e 20 kg, selecionados aleatoriamente, manuseados conforme normas do

Colégio Brasileiro de Experimentacdao Animal (COBEA)10, Os espécimes foram divididos de modo randomizado,
por sorteio prévio ao experimento, em dois grupos, permanecendo 6 cdes no grupo controle e 9 caes no grupo
experimental, submetidos a administracdo intramuscular diaria de hemissuccinato de hidrocortisona, doses
padronizadas de 500 mg (25 a 33 mg/Kg de peso/ dia), durante 30 dias.

No 30° dia de administracdo de corticosterdides os espécimes foram submetidos a procedimento cirdrgico para
obtencdo de fragmento cdlico de espessura total para avaliagdo. Os cdes foram sedados com acepromazina a
0,2%, por via intramuscular, dosagem de 0,2 mg/kg de peso. A anestesia foi proporcionada pela administracao
endovenosa de tiopental sédico, na dose de 25 mg/kg, e os espécimes foram submetidos a intubacdo
orotraqueal e mantidos em ventilagdo controlada. Apds procedimentos de assepsia e anti-sepsia, procedeu-se a
laparotomia longitudinal mediana supra e infra-umbilical, seguida de resseccdo de segmento do célon esquerdo
de um centimetro de extensdo, a 10 cm da reflexdo peritoneal na pelve.

Os segmentos intestinais obtidos foram fixados em Bouin por 24 horas, incluidos em parafina e submetidos a
preparo histolégico. Foram obtidos 2 cortes de 5 u m de espessura, corados pelo método Hematoxilina-Eosina
para avaliacdo de alteragOes histopatoldgicas.

Cortes seriados de 5 p m de espessura foram utilizados em outros métodos de coloragdo para verificagdes
diversas. Laminas coradas pelo método de Acido Periddico de Schiff (PAS), seguida de coloracdo nuclear pela
Hematoxilina de Carazzi, foram utilizadas para a anadlise morfométrica na mucosa, com a verificacdo dos
seguintes parametros para cada cripta de mucosa intestinal: 1) células caliciformes ( CAL ); 2) células
absortivas ( ABS ); 3) células totais (TOT = CAL+ABS ); 4) figuras de mitose ( MIT ) e 5) linfocitos
intraepiteliais (LINF ). Foram avaliadas 10 criptas mucosas a partir de cada espécime do experimento.

Laminas foram preparadas pelo método de Alcian blue pH 2.5, com coloragdo nuclear pela Hematoxilina de
Carazzi, para contagem na submucosa de mastocitos ( MAST ) por campo. Foram analisados 10 campos
microscépicos nos tecidos obtidos de cada espécime do experimento, com aumento estabelecido para
observacao de 528x.

Duas laminas de cada espécime, coradas pelo método Hematoxilina-Eosina, foram observadas por 2
patologistas, de forma independente, sem conhecimento prévio dos animais componentes dos grupos de
experimentacdo, para avaliacdo histopatoldgica das amostras intestinais.

Os parametros CAL, ABS, TOT, MIT e LINF foram quantificados na mucosa de 10 criptas de cada espécime,
selecionadas aleatoriamente, totalizando 150 criptas. Somente foram consideradas as criptas cujo corte
longitudinal evidenciou toda a sua extensdo, da luz intestinal a submucosa, com estrutura totalmente
identificavel. Os mastdcitos (MAST) foram quantificados na submucosa, em 10 campos consecutivos para cada
caso, num total de 150 campos.

As contagens celulares nos tecidos foram realizadas por 2 pesquisadores, em imagens histoldgicas obtidas por
microscopia Optica e fornecidas por sistema de video.

As variaveis foram analisadas por testes estatisticos ndo paramétricos, com homogeneidade de cada grupo
verificada por teste para médias independentes de Kruskall-Wallis, complementado, quando necessario, pelo



teste de comparacdes multiplas; diferencas entre os grupos controle e experimental foram avaliadas segundo
teste de Mann-Whitney. Em todos os casos, fixou-se em 0,05 ou 5% (o <0,05) 0 nivel para a rejeicao da hipétese
de nulidade, assinalando-se os valores significantes.

RESULTADOS

A andlise histopatoldgica, os segmentos célicos dos animais do grupo controle apresentaram: mucosa com
revestimento epitelial preservado, constituido por células prismaticas de aspecto habitual; I&mina propria tipica
com poucos linfécitos e plasmécitos e, eventualmente, presenca de placas de Peyer (Fig.1A). Na submucosa,
observou-se aspecto habitual com vasos sanglineos e linfaticos preservados. As camadas muscular e adventicia
apresentaram-se com aspecto usual.

Fig. 1. A. Folprmicrografia da mucosa do cilon oe clo conbole mostrando ciplas com epitélio
preservado, B, Mucosa cilica de o do grapo experimental, caom aumento da celulandade na
lamina propria {Setas) & crptas foruosas. Mitods hamatoxiline-ecsina, surmeno 1523

No grupo experimental observou-se alteracdo na lamina propria da mucosa, com aumento da infiltracdo
linfoplasmocitaria e predominancia de plasmécitos. Na mucosa, em alguns casos, foram identificados: colite
ulcerativa com pseudomembrana de fibrina, agressdo do epitélio das criptas, presenca de neutrofilos e
ulceragdo superficial (Figs.1B e 2A). Na submucosa, também alterada, foram verificados edema com dilatagdo
linfatica e vascular e aumento do infiltrado linfoplasmocitario (Fig. 2B). A camada muscular e os plexos
nervosos nao apresentaram alteracoes, assemelhando-se as amostras do grupo controle.



Fig. 1. A Mucosa do ctlon de oo submelide ao uso de hidrocorisona, com solugho de
conlinuidade (selas) do epildlio @ reacdo inflamaldria agudac pseudormembrana de flbrina com
polimorfonucieanas (setag maicres). B. Viasoacongestio de submucosa. Método hematoxllina-acsing,
aumente 132,

A andlise quantitativa das variaveis CAL, ABS, LINF, MIT e MAST evidenciou heterogeneidade em ambos os
grupos, predominante no grupo experimental.

A quantificagdo das células caliciformes (CAL), absortivas (ABS) e totais (TOT) mostrou reducdo
estatisticamente significante no grupo experimental em relagao ao grupo controle (Fig. 5 e Tabela I).

N.” de
células/

cripta
250+
200+
O Cel. Cal.
1504 m Cel. Abs.
m Cel. Tot.
1004

G. G. Experi- Cel. AbS

Controle mental Cal.

Fig. 5. Média do numero de células caliciformes (Cal), absortivas (Abs) e totais (Tot) por cripta intestinal em
cdes dos grupos controle e teste. (p< 0,05)



Tabela I. Média de células caliciformes, absortivas, totais, linfécitos e mitoses por cripta da mucosa
intestinal e média de mastocitos por campo em submucosa dos cdes dos grupos controle e

experimental.

Variavel Grupo Grupo A % (G.exp. -
analisada controle experimental G.cont.)
Células 119 91 -23,5
caliciformes*

Células 121 103 -14,9
absortivas*

Células totais* 240 194 -19,2
Linfécitos* 17 11 -35,3
Mitoses* 14 43 +207
Mastdcitos 12 17 +41,7
campo

* - diferenca com significancia estatistica (p<0,05).

Pela comparagcdo entre os grupos experimental e controle, através do percentil de células caliciformes
(CAL/TQT), observou-se que houve equivaléncia na reducdo de células, tanto absortivas quanto caliciformes , no

grupo submetido a acdo de corticoides.

A anadlise dos linfécitos (LINF) mostrou reducdo significante no grupo experimental quando comparado ao grupo

controle (Tabela I).

Foi observado significante aumento do nimero de mitoses (MIT) no grupo experimental (Fig. 3 e Tabela I).

s

4
e

Fig. 3. Mucosa do edlan de clio do grupo experimental mostrando vérias figuras de mitoses na bage

da cripta. Método do PAS+hematoxiling de Cararsi, aumento G2E%

A analise estatistica demonstrou que o grupo experimental

ndo apresentou diferenca estatisticamente



significante em relagdo ao grupo controle, quanto ao nimero de mastdcitos presentes na submucosa. (Fig. 4 e
Tabela I).
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Fig. 4. Submucssa do cdlon de oo submetide ao uso de higrocorisona com masldcios fordemenies
reativos 80 alclan bive.  Mélodo do Alcian Blue, pH 2.5 + hematoxiling de Carazzl; aumento 528,

DISCUSSAO

Numerosas pesquisas tém procurado avaliar a influéncia da administracdo de compostos corticosterdides em
cobaias e em seres humanos, analisando as repercussées sobre diversos grupos celulares, 6rgdos e sistemas
3

organicos-.
A analise qualitativa da mucosa intestinal dos grupos em estudo demonstrou evidentes e danosas alteragdes nos
tecidos dos espécimes do grupo experimental. Observou-se, de modo geral, presenca de ulceracées, reacao
inflamatoéria aguda, fen6menos necréticos e abscessos na mucosa. Na submucosa, camada tissular fundamental
a cicatrizagdo intestinal?, evidenciou-se vasocongestdo, edema e infiltrado linfoplasmocitario em submucosa.
Nos animais do grupo controle tais eventos nao foram identificados. Serosa, camadas musculares e plexos
nervosos apresentaram-se preservados e semelhantes nas amostras obtidas dos espécimes de ambos os grupos
sob experimentacao.

E possivel que os eventos identificados na submucosa intestinal nos espécimes do grupo experimental
prejudiqguem as condicbes locais e sejam fator importante no prejuizo da cicatrizagdo intestinal. As alteragoes
de mucosa identificadas, por sua vez, sdo passiveis de levar a deficiente cicatrizagdo pelo agravamento das
condigdes teciduais locais. Sdo escassas descricbes sobre a histopatologia intestinal na vigéncia de
administracdo de corticosterdides; ha resultados controversos, com relato de infiltrado polimorfonuclear

abundante!! coexistindo com descricdes de tecidos intestinais sem alteracdes provocadas pelo uso de
corticéides?.

Nas avaliagbes quantitativas celulares efetuadas foi observada heterogeneidade importante no grupo
experimental em relagdo ao grupo controle, o que pode significar resposta individual dos espécimes frente a
administracdo dos corticoides, apesar da constancia das doses ministradas.

Ndo tém sido analisados os aspectos histoldgicos quantitativos detalhados da mucosa intestinal de cdes
submetidos a administracdo prolongada de corticosterdides, tornando-se nado factivel a realizacdo de
comparacdes dos dados encontrados com os relatos de outros pesquisadores.

O estudo quantitativo das células caliciformes (CAL) nas criptas intestinais evidenciou redugdo significante nos
tecidos obtidos dos espécimes do grupo experimental. O mesmo foi observado para as células absortivas (ABS)
e totais (TOT), em intrinseca correlagdo. Apesar de ndo terem sido efetuadas medidas lineares abrangendo o
comprimento das criptas intestinais, é possivel que a reducdo do nimero de células totais observada no grupo
experimental traduza redugao real na altura das criptas intestinais dos espécimes, fato que foi subjetivamente
registrado na observacdo das amostras histoldgicas.

Houve um aumento significante do nimero de mitoses presentes nas células das criptas dos espécimes do
grupo experimental. Tal fato deve decorrer de acelerada tentativa de regeneragao tecidual, para reparagao dos
danos histolégicos verificados.

Foi registrada reducdao do nimero de linfocitos intraepiteliais, células de defesa imune com acdao semelhante as
células NK ( natural killer )® na mucosa intestinal dos animais do grupo experimental. Nas doses em que foram
administradas, substdncias corticosterdides sdo conhecidos agentes imunossupressoresi4. A diminuicdo do



namero linfocitdrio na mucosa intestinal dos espécimes pode constituir um dos mecanismos de
imunocomprometimento provocado pelos corticdides ministrados.

Ndo ocorreu reducdo ou incremento do nimero de mastdcitos identificados na submucosa da parede intestinal
dos espécimes do grupo experimental em relacdo aos animais do grupo controle. Fato ndo concordante com
outros estudos semelhantes, em que o uso de corticosterdides foi importante para a reducdo de fendmenos
inflamatdrios intestinais e diminuicdo da concentracdo local de mastocitos2:13, Tal discrepancia com tais
relatos pode se dever a restricdo da amostra do presente estudo ou ao fato de existir intensa variabilidade na
contagem de mastdcitos em diferentes protocolos na dependéncia do método histolégico para avaliagao

utilizado?.

Em suma, as alteragdes histopatoldgicas identificadas evidenciaram importante processo destrutivo da mucosa
e da submucosa intestinal nos espécimes submetidos a administracdo prolongada de corticosterdides. As
andlises quantitativas demonstraram reducdo quantitativa das células das criptas e de defesa imune, com
aumento de mitoses a indicar acelerada tentativa de reparacao tecidual.

CONCLUSAO

Conclui-se que corticoides administrados em cdes, em elevadas doses, por periodo de tempo prolongado, levam
a importantes alteracGes deletérias na mucosa intestinal, possivel fator de prejuizo em processos de
cicatrizagao tecidual em experimentagao.
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Louzada M, Meneses FS, Fernandes LC, Kim SB, Mora OA, Egami, MI, Stavale, IN, Silva, MRR, Matos D.
Intestinal histopathological and morphometric evaluation of effect of extended administration of corticosteroids
in dogs. Acta Cir Bras [serial online] 1999 Jan Mar; 14(1). Available from: URL: http://www.scielo.br/acb.htm

SUMMARY: Corticosteroids are largely used in the medical practice. However, they present side effects, that
condition a risk factor for gastro-intestinal surgical procedures. The present study seeks to evaluate the
histologycal changes of the mucosa and submucosa in colon of dogs submitted to the extended administration of
corticosteroids.

Fifteen male dogs with no defined pedigree, weighing 15 kg, randomized, being 6 dogs of the control group and
9 dogs of the experimental group, were submitted to the intramuscular application of hydrocortisone, 35
mg/kg/day for 30 days. The colonic distal segment was resected, fixed in Bouin and the courts were stained by
the methods: PAS, alcian blue and HE. In the morphometric analysis, was accomplished the counting of: globet
cells (GLO), absorptive cells (ABS), total cells (TOT= GLO+ABS), mitosis (MIT) and lymphocytes (LYMP) in each
crypt; mast cells (MAST) in the submucosa.

The histopathologycal evaluation revealed lymphocytic and plasma cells infiltrated, disorganization of the crypts,
presence of pictotic cells, ulcerations in the mucosa; edema, vascular and lymphatic congestion in the
submucosa. Analysis revealed: significant decrease of the number of GLO, ABS, TOT and LYMP, increase of MIT
in the experimental group and non alteration of the number of MAST.

It was concluded that the extended administration of corticosteroids in dogs induced significant
histopathologycal and morphometric alterations in the colonic mucosa, that can be constituted important factors
of surgical risk.

SUBJECT HEADINGS: Adrenal cortex hormones. Hydrocortisone. Intestinal mucosa. Lymphocytes. Mast cells.
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