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Tua Caminhada

Tua caminhada ainda n&o terminou....
A realidade te acolhe

dizendo que pela frente

o horizonte da vida necessita

de tuas palavras

e do teu siléncio.

Se amanhaé sentires saudades,
lembra-te da fantasia e

sonha com tua préxima vitoéria.

Vitéria que todas as armas do mundo
jamais conseguir&o obter,

porque € uma vitéria que surge da paz
e n&o do ressentimento.

E certo que ir&s encontrar situacées
tempestuosas novamente,
mas havera de ver sempre

o lado bom da chuva que cai
e ndo a faceta do raio que destrai.

Tu és jovem.

Atender a quem te chama é belo,
lutar por quem te rejeita

€ quase chegar a perfeigdo.

A juventude precisa de sonhos

e se nutrir de lembrancas,

assim como o leito dos rios
precisa da agua que rola

e 0 coracgdo necessita de afeto.

Né&o facas do amanhé

o sinénimo de nunca,

nem o ontem te seja 0 mesmo

gue nunca mais.

Teus passos ficaram.

Olhes para trés...

mas va em frente

pois hd muitos que precisam

que chegues para poderem seguir-te.

Charles Chaplin
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Resumo

RESUMO

AMERICO, M.F. Desenvolvimento de método para o estudo da
motilidade gastrintestinal no cio empregando a Biosusceptometria de Corrente
Alternada (BAC). 2008. 111 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

A motilidade colonica ¢ pouco compreendida quando comparada a do TGI (trato
gastrintestinal) superior. A utilizacdo de metodologias, sem radiacdo ionizante e de
baixo custo em modelos animais, pode contribuir para o entendimento da atividade
colonica. O objetivo desse trabalho foi validar a BAC (Biosusceptometria AC), por
meio da EMG (Eletromiografia), em um modelo em caes para avaliar a motilidade
do TGI. Conjuntos eletrodo/marcador magnético foram implantados na serosa
colonica e gastrica de sete cdes saudaveis. Trés protocolos foram utilizados: a)
controle, Prostigmina® e Buscopan®; b) controle, eritromicina (EM) em trés doses
(0,4; 2,0 e 10 mg/Kg) e pos-droga; c) jejum e alimentado sem anestesia. A atividade
colonica nas faixas de baixa e de alta freqiiéncia e a faixa tipica do estdbmago foram
quantificadas em freqiiéncia e amplitude. Apenas a EMG registrou alta freqiiéncia,
no entanto, a BAC e a EMG tiveram alta correlagdo em baixa freqiiéncia. O
protocolo empregando Prostigmina® e Buscopan® demonstrou que a BAC é capaz de
registrar o aumento e a diminui¢do da motilidade, respectivamente. O efeito pro-
cinético da eritromicina sobre o estobmago e sobre o colon ¢ dependente da dose
administrada. O aumento da dose de EM diminuiu o intervalo entre administracao e
resposta maxima, ao contrario do que ocorreu com a duracao da resposta. Na faixa de
alta freqiiéncia, tanto a Prostigmina® quanto a dose de 10 mg/kg da EM provocaram
diminui¢do da atividade. A resposta colonica a refei¢do foi registrada em cdes ndo
anestesiados. Houve interferéncia elétrica e mecanica do estobmago sobre o colon e
vice-versa com alta correlagdo temporal. A correlagdo entre EMG e BAC permitiu
caracterizar os efeitos colonicos de drogas tradicionais, pro-cinéticos e refeicoes. A
BAC ¢ uma técnica capaz de registrar as contragdes, contribuindo para o
entendimento da motilidade do TGI, inclusive a colonica.

Palavras-chave: Eritromicina, Prostigmina, Colon, Eletromiografia.



Abstract

ABSTRACT

AMERICO, M.F. Development of method to study gastrointestinal motility in
dogs employing AC Biosusceptometry (ACB). 2008. 111 f. Thesis (Doctoral) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,

2008.

The colonic motility is poorly understood when compared to superior GI
(gastrointestinal) tract. Animal model employing radiation free and low cost
methodologies can be used to evaluate the effects of several stimuli and drugs. The
aim of this work was to validate the ACB (AC Biosusceptometry) through EMG
(Electromyography) in a dog model to evaluate the GI motility. Pairs of
electrode/magnetic marker have been implanted in colonic and gastric serosa in
seven healthy dogs. Three protocols were carried out: a) control period, Prostigmine®
and Buscopan®; b) control period, erythromycin (EM) in three different doses (0.4;
2.0 and 10 mg/Kg) and post-drug; c) fast and fed without anesthesia. Colonic activity
of low and high frequency and gastric motor activity were quantified in frequency
and in amplitude. High frequency was registered only by EMG, although ACB and
EMG presented good correlation for low frequency. Prostigmine” and Buscopan®
protocol showed that ACB was able to record increases and decreases in colonic
motility, respectively. Dose-dependent effects of EM on canine colon and stomach
were shown. Higher EM doses have decreased the interval between drug
administration and maximal effect, in opposition to duration of response. In the high
frequency, Protigmine” and 10 mg/Kg of EM reduced activity. Colonic response to
meal was recorded in awaked dogs. There was interference in the electrical and
mechanical recordings of the stomach on the colon and vice versa, presenting high
temporal correlation. The correlation between EMG and ACB allowed characterizing
the effects of traditional and prokinetic drugs and meal. ACB is a technique able to
register motor activity, contributing to understand the gastrointestinal motility, even

colonic.

Keywords: Erythromycin, Prostigmine, Colon, Electromyography.
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1. INTRODUCAO

O colon ¢ um segmento do trato gastrintestinal (TGI), presente em varias
espécies, que obedece a uma divisao funcional e apresenta diversidades estruturais
entre as espécies, como as haustragdes e as faenia coli, por exemplo, que estdo
presentes no homem, mas nao no cdo (HUIZINGA & DANIEL, 1986). No entanto, a
despeito das diferengas morfologicas, diversos estudos sugerem expressiva
similaridade quanto a organizacdo da atividade elétrica e ao acoplamento
eletromecanico colonico, que sdo compartilhadas entre o0 homem e outras espécies,
como o cao e o gato (EL-SHARKAWY, 1983; RAE et al., 1998; SCOTT et al., 1995;
SMITH; REED; SANDERS, 1987). O TGI de caes ¢ considerado, portanto, um bom
modelo de estudo, pois possui conformacdes anatdmica e fisiologica razoavelmente
analogas a do homem (DRESSMAN, 1986) e uma grande quantidade de estudos da
motilidade ja foi realizada nessa espécie (RAE et al., 1998; YOU & CHEY, 1984).

Dentre as propriedades funcionais do colon destaca-se a motilidade, que ¢ a
capacidade de contrair e relaxar a sua musculatura para misturar e propelir o material
fecal ao longo do seu comprimento. O ceco e o colon ascendente sdo chamados de
colon direito ou proximal, enquanto o cdlon descendente e o sigmoide sdo
conhecidos como colon esquerdo ou distal; o colon dispde ainda de uma regido
denominada anoretal. No célon proximal, e em menor grau nos demais segmentos, 0s
padrdes motores estdo amplamente vinculados a sua fun¢do de propulsdo, absor¢do
de dgua e eletrolitos. Esse segmento apresenta movimentos lentos e coordenados que

facilitam a absor¢do, além de propiciar o crescimento, no limen colonico, de
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microorganismos capazes de facilitar a absor¢ao de certos nutrientes para os proprios
colonocitos (CHRISTENSEN, 1987; CAMILLERI & FORD, 1998).

A motilidade colonica ¢ pouco compreendida, quando comparada a do TGI
superior, devido a fatores como complexidade resultante de seu arranjo muscular,
inacessibilidade do o6rgdo, auséncia de um modelo animal verdadeiramente
apropriado, além da necessidade de se efetuar longas observacdes impostas por suas
caracteristicas circadianas (CHRISTENSEN, 1987; FREXINOS & DELVAUX,
1993). Sarna (1991) classificou a motilidade colonica em: a) contracdes fasicas
individuais; b) contragdes organizadas em grupos como, por exemplo, os complexos
motores migratorios; ¢) contragdes propulsivas especiais, como os movimentos de
massa. Dois tipos de contracdes fasicas individuais foram registradas no célon do
homem, do cdo, do gato, do porco, do rato e do coelho: as de curta duracdo e as de
longa duracdo. No coélon do homem e no de cdes as contracdes de curta duragdo
duram menos de 15 segundos enquanto as de longa duracdo persistem por 40-60
segundos (SARNA, 1991a). In vivo, os dois tipos de contracdo foram registrados na
camada circular do musculo liso, enquanto in vitro as contracdes de longa duragdo
foram observadas exclusivamente na camada longitudinal do musculo liso (EL-
SHARKAWY, 1983). Cada tipo de contragdo pode ocorrer de modo independente e
as de longa duragdo podem se sobrepor as de curta durag@o. Tal sobreposicao torna o
formato de onda desse sinal altamente complexo, visto que contém varios
componentes de freqiiéncia e que variam no tempo (HUIZINGA et al.,, 1985;
SARNA, 1991a; SHEARIN; BOWES; KINGMA, 1978).

Essa complexidade da atividade colonica pode ser, ao menos em parte,

explicada pelo fato dos musculos longitudinais e circulares do colon apresentarem
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diferentes atividades mioelétricas (HUIZINGA et al., 1985). Estudos in vitro
mostraram uma atividade elétrica global altamente variavel e, portanto, dificil de ser
interpretada em registros in vivo, que sdo constituidos por uma composicao dessas
duas atividades (EL-SHARKAWY, 1983; HUIZINGA & DANIEL, 1986).

No estdmago existe uma atividade elétrica ritmica, que ocorre de modo
onipresente e coordenado nas camadas musculares lisas circular e longitudinal. Essa
atividade, conhecida como atividade elétrica de controle (ECA), ou onda lenta, ¢
gerada e propagada pelas células intersticiais de Cajal (HORIGUCHI et al., 2001;
SANDERS; KOH; WARD, 2006). A ECA existe em todo o TGI, embora cada
segmento apresente uma freqiiéncia especifica. A contragdo muscular s6 acontece
quando um potencial de a¢ao (atividade elétrica de resposta — ERA), disparado por
um neurotransmissor, incide sobre o platd de uma onda lenta de controle (REDDY;
COLLINS; DANIEL, 1987). Assim, cada segmento do TGI tem o nimero maximo
de contragdes associado a sua freqiiéncia de ondas lentas. O acoplamento entre as
células musculares lisas permite que atuem em unissono, gerando uma contragdo
mecanicamente efetiva e que se propaga aboral e circunferencialmente (RAO &
SCHULZE-DELRIEU, 1993). No homem a freqiiéncia de contracdo gastrica ¢ de
aproximadamente 3 cpm (ciclos por minuto), enquanto no cao ¢ de 5 cpm.

No coélon, a atividade mielétrica parece apresentar-se sob duas formas:
atividade elétrica de controle (ECA) e complexo elétrico de contragdo (CEC)
(SARNA, 1991a). As contragdes de curta duragdo estdo associadas a ECA, enquanto
as contracdes de longa duracdo estdo relacionadas ao CEC, um tipo de atividade
elétrica que consiste de grupos intermitentes de oscilagcdes no potencial de membrana.

A ECA tem freqiiéncia de 2-13 cpm no homem e 4-6 cpm no cdo, enquanto o CEC
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apresenta freqiiéncia de 13-40 cpm no homem, porcos, gatos e caes (SARNA, 1986;
EL- SHARKAWY, 1983). Sarna (1991a) propos que a freqiiéncia das contragdes de
curta duragdo no homem e no cao varia de 2-13 cpm e 4-6 cpm, respectivamente. Ja
a freqiiéncia das contracdes de longa duragdo, em ambas as espécies, varia entre 0,5 e
2 cpm. Nesse sentido, as contragdes estao diretamente associadas a ECA para
freqliéncias menores do que 12 cpm e ao CEC para freqiiéncias acima de 12 cpm,
onde grupos de atividade elétrica estdo associados geralmente a uma Unica contragdo
(HUIZINGA & DANIEL, 1986). No cao a classificacdo da freqliéncia contratil
colonica mais tradicional, define dois perfis com valores altamente varidveis: baixas
e altas freqiiéncias (HUIZINGA & DANIEL, 1986). Baixas freqiiéncias, entre 4 € 6
cpm, registradas na camada circular e altas freqiiéncias, entre 15 e 20 cpm, obtidas na
camada longitudinal, foram relatadas por varios autores (KEEF et al., 1992, 2002;
LANGTON et al., 1989; SABOURIN; KINGMA; BOWES, 1990; SMITH; REED;
SANDERS, 1987). Outros estudos consideraram que freqiiéncias menores do que 3
cpm sao registros espurios e relacionados ao baixo espectro de freqiiéncia do ruido
biolégico no colon (STODDARD, et al., 1979). Alguns grupos sugeriram apenas as
baixas freqiiéncias entre 7 ¢ 9 cpm (FIORAMONTI et al., 1980a) e entre 3 e 4 cpm
(SHEARIN; BOWES; KINGMA, 1978) como sendo realmente produzidas pelo
colon, enquanto freqiiéncias da ordem de 18-19 cpm seriam artefatos produzidos
pelo intestino delgado, pela respira¢do ou ainda harmonicos dos ritmos mais lentos.
Os padrdes de motilidade do colon também sdo dependentes do estado
prandial. Nesse contexto, merece destaque a resposta colonica a alimentacdo, pois a
contratilidade aumenta por longos periodos e o fendmeno abrange tanto o estdmago

quanto o intestino (SARNA, 1991b). Os diferentes estudos da resposta coldnica a
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refeicdo, investigada em caes, produziram resultados contraditorios (FIORAMONTI
& BUENO, 1983; FLOURIE et al., 1989; SARNA & LANG, 1989; SETHI &
SARNA, 1995).

Drogas com potencial pro-cinético, como a eritromicina, t€ém também
despertado muito interesse ¢ uma numerosa quantidade de trabalhos enfocou sua
atuacdo no TGI superior (ITHO et al., 1984; MATHIS & MALBERT, 1995). A
eritromicina (EM) ¢é um antibiotico macrolidio que induz efeitos similares aos da
motilina no aumento da atividade contratil do TGI (FEIGHNER et al., 1999). Os
efeitos pro-cinéticos da EM no TGI superior, dependem da dose administrada,
embora seus mecanismos de a¢do ainda ndo estejam completamente esclarecidos
(COULIE et al., 1998; SARNA et al., 1991). Os efeitos da EM sobre a motilidade
coldnica ainda sdo discrepantes (CHIEPA et al., 2000).

Os métodos manométricos tradicionais, empregando dispositivos como
baldes e cateteres de perfusdo de dgua, sdo muito invasivos, podendo interferir e
influenciar os eventos mecanicos (AZPIROZ & MALAGELADA, 1985;
HUIZINGA & DANIEL, 1986). Particularmente, os registros mecanicos do célon
constituem-se em um problema, devido a presenca de conteudos semi-solidos no
limen, que podem interferir, por exemplo, com registros de pressdo (HUIZINGA &
DANIEL, 1986). Além de demandarem limpeza colonica (SARNA & LANG, 1989),
os resultados dos estudos manométricos com cateteres perfundidos ndo tém boa
correlacdo com os transdutores de pressdo “strain-gauge”, pois parecem detectar
apenas as contragdes oclusivas (SARNA, 1991a). Outro aspecto que dificulta a
avaliagdo dos padrdes motores, empregando-se técnicas convencionais, ¢ 0 acesso

aos segmentos proximais do colon em razdo de sua forma e posi¢do anatomicas,
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complicando a utilizagdo de métodos que empregam radiacao ionizante e tornando
extremamente desconfortaveis os que demandam a utilizacao de sondas.

Transdutores de pressdo “strain-gauges” implantados na serosa das algas
intestinais constituem-se no método mais utilizado, embora apresentem desvantagens,
como uma possivel insensibilidade a pequenas contragcdes (HUIZINGA & DANIEL,
1986). Caes com “strain-gauges” implantados cronicamente na serosa sdo o método
de escolha para estudos de motilidade colonica, porque podem detectar e permitir o
registro da atividade do 6rgdo inteiro, sem preparacdo prévia (SARNA & LANG,
1989). As outras técnicas tradicionalmente utilizadas na pratica clinica para
determinar o esvaziamento gastrico e o tempo de trinsito gastrintestinal, como a
cintilografia e as radiografias seriadas com marcadores radiopacos, sdo semi-
quantitativas, apresentam baixa resolucdo espacial e demandam elevadas doses de
radiagdo ionizante (CAMILLERI & FORD, 1998).

Em razdo do conhecido acoplamento da atividade elétrica com a motora, nos
musculos intestinais, a eletromiografia (EMG) tem sido estudada na tentativa de
maior entendimento da motilidade intestinal. As medidas das atividades elétricas
fornecem informacdes sobre os potenciais elétricos propagados na musculatura
gastrintestinal e que podem culminar em contragdes, dependendo do acoplamento
eletromecanico. As EMGs agrupam-se de acordo com o local de posicionamento dos
eletrodos: a) serosa do musculo liso, por meio de implantagdo cronica do eletrodo; b)
mucosa do 6rgdo, por meio da passagem intraluminal dos eletrodos e c) superficiais,
por meio da colocacdo cutdnea dos eletrodos, como na eletrogastrografia (EGG). O
formato das ondas obtido pela EMG também depende da configuracdo com que os

eletrodos sdo dispostos, ou seja, na forma monopolar ou bipolar. Tecnicamente, a
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implantacao de eletrodos na serosa ndo interfere com a fisiologia normal do 6rgao e
os eletromiogramas assim obtidos s3o menos susceptiveis as interferéncias e
artefatos (SUNSHINE et al., 1989). Devido a infima magnitude do sinal elétrico do
TGI, em relagdo ao cardiaco, um minucioso trabalho de filtros deve ser efetuado
antes ¢ depois da digitalizagdo dos sinais para eliminar esses ruidos dos registros
(REDDY; COLLINS; DANIEL, 1987).

Considerando o estdmago, a eletrogastrografia, ja proporciona subsidios para
a compreensdo da atividade de contracdo gastrica (PARKMAN et al., 2003; QIAN;
PASRICHA; CHEN, 2003). No entanto, medidas de potencial de superficie no colon
ainda esbarram em uma série de dificuldades, em decorréncia, principalmente, da
baixa intensidade e complexidade dos sinais, o que prejudica avaliagdo e
padronizagdo  adequadas (CHEN; SCHIRMER; McCALLUM, 1993).
Aparentemente, a freqiiéncia e a amplitude da ECA e do CEC dependem de certos
estimulos e na auséncia destes, podem tornar-se indistinguiveis dos ruidos
registrados (HUIZINGA & DANIEL, 1986). Além disso, medidas de potenciais de
superficie ndo se restringem as atividades de uma Unica regido e o registro de
fendmenos elétricos do colon ¢ altamente dependente do lugar de registro (SMITH;
REED; SANDERS, 1987). Estudos eletromiograficos do colon de caes foram
correlacionados com pressdo intraluminal registrada por transdutores externos
conectados a cateteres perfundidos (FLOURIE et al., 1989), bem como, com os
dados obtidos com transdutores de pressdo “strain-gauge” colocados diretamente na
serosa (COOK et al., 1988; SARNA, 1986). A associacdo entre esses métodos
propiciou um maior entendimento a respeito da relacdo entre a atividade elétrica

(ECA e CEC) e a mecanica (contragdes) (SARNA, 1991a). No entanto, apesar dos
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avangos obtidos por meio das metodologias disponiveis para o estudo da motilidade
gastrintestinal, ainda persistem contradigdes na avaliagdo da motilidade coldnica
tanto no homem, como no cao (EL-SHARKAWY, 1983; RAE et al., 1998).

O biomagnetismo tem se apresentado como um modelo alternativo as
metodologias vigentes, despontando como uma ferramenta promissora € em
expansdo para estudos da motilidade do TGI. A técnica de Biosusceptometria de
Corrente Alternada (BAC) emprega um sensor magnético formado por dois
conjuntos de bobinas, sendo cada conjunto composto de uma bobina excitadora e
outra detectora. O arranjo gradiométrico de primeira ordem consiste no uso de duas
bobinas em série, separadas por uma distancia denominada linha de base, e enroladas
em sentidos contrarios de modo que os fluxos magnéticos concatenados em cada
bobina sejam subtraidos, eliminando os ruidos ambientais e tornando-as mais
sensiveis (MIRANDA et al., 1992). O sensor, disposto em um arranjo coaxial,
permite que a bobina detectora seja interna e a excitadora externa. Materiais
ferromagnéticos apresentam alta susceptibilidade magnética (y), ou seja, respondem
intensamente a aplicacdo de um campo magnético. As ferritas (MnFe;04), por
exemplo, possuem baixa condutividade elétrica e alta susceptibilidade magnética ().
Freqiientemente, os materiais ferromagnéticos, quando empregados em medidas
biomédicas, sdo agrupados em marcadores ou tragadores magnéticos, de acordo com
a sua forma de apresentacdo. Os tracadores magnéticos sdo definidos como particulas
de material magnético dispersas em um meio, enquanto nos marcadores as particulas
estdo contidas em uma forma farmacéutica solida, como comprimidos ou céapsulas
(CORA et al., 2003). Além disso, fragmentos maiores, solidos de ferrita podem,

também, ser considerados excelentes marcadores magnéticos. A ferrita ¢ um material
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inerte que quando submetido a testes fisico-quimicos nao teve suas propriedades
modificadas na presenca de 4cido ou de base (CORA et al., 2006b). Quando nenhum
material com essas propriedades magnéticas encontra-se proéximo do sensor, este
permanece balanceado e nenhuma voltagem ¢ detectada. Porém, a aproximagao de
qualquer material magnético provoca um desbalanceamento do fluxo magnético,
devido a uma maior concatenacao desse fluxo sobre a bobina detectora mais proxima,
e produz uma forga eletromotriz (fem) de saida proporcional a massa e a distancia
entre o material e o sensor. Essa fem pode ser medida, digitalizada e adquirida
continuamente com o auxilio de um amplificador sensivel a fase "Lock-in", uma
placa analogico/digital e um computador. E possivel acompanhar a atividade motora
de contragcdo através da BAC, uma vez que o sinal detectado por essa técnica ¢
altamente dependente da distdncia e muda seu perfil conforme a distancia entre o
material magnético e o sensor. Por principio, as contragdes mecanicas afastam o
material do sensor posicionado na superficie abdominal, reduzindo a fem registrada.
Do mesmo modo, o relaxamento aproxima o marcador magnético dos sensores, 0
que, conseqlientemente, aumenta a deteccdo da fem. A fixacdo de um marcador
magnético a serosa do TGI constitui-se em uma abordagem inédita e possibilita o
registro direto dos movimentos da parede do tubo digestivo, ou seja, das contracdes.
A Biosusceptometria de Corrente Alternada (BAC) merece destaque pelos
bons resultados obtidos nas comparagdes com as técnicas padrdo em estudos de
esvaziamento gastrico (MIRANDA et al., 1992), tempo de transito orocecal (BAFFA
et al., 1995), tempo de transito esofagiano (DAGHASTANLI et al., 1998), tempo de
transito faringeano (MIQUELIN et al., 2001), atividade contratil do estdbmago no

homem (AMERICO et al., 2007; MIRANDA et al., 1997) ¢ em cdes (MORAES et
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al., 2003), distribuicdo intragastrica de refeicdes (AMERICO et al., 2007),
motilidade coldnica no homem (ROMEIRO et al.,, 2006) e a desintegragao de
comprimidos magnéticos (CORA et al., 2003, 2006a). As vantagens da BAC sobre
as demais técnicas consistem, basicamente, na auséncia de radiacdo ionizante, no
fato de ndo ser invasiva, apresentar baixo custo, boa relagdo sinal/ruido e
portabilidade. No cdo, as dimensdes do sistema de BAC também permitem detectar
simultaneamente as atividades motoras do estomago e do coOlon proximal,
possibilitando analises comparativas e de superposi¢do pouco exploradas entre eles
(AMARIS et al., 2002).

Muitos modelos diferentes foram utilizados para monitorar a motilidade
colonica, porém, a comparagao entre os resultados ¢ muito dificil (COOK et al., 1988;
HUIZINGA & DANIEL, 1986). E imprescindivel o desenvolvimento de novos
modelos menos invasivos, acurados e de baixo custo capazes de melhor estudar essas
inter-relacdes e discrepancias, seja no estado funcional normal, ap6s determinados
estimulos ou nas alteracdes decorrentes de doencas como a sindrome do intestino
irritavel, diarréia funcional, constipac¢do cronica e colite ulcerativa (HUTCHINSON
et al.,, 1995; WINGATE et al., 2002). Além disso, o novo modelo deve permitir a
aquisi¢ao de conhecimentos especificos sobre a atividade motora de cada segmento
do TGI, pois os padrdes motores, normais ou patolégicos, podem variar entre os
segmentos. Nesse sentido, a utilizacgdo de metodologia com animais de
experimentacdo ¢ de grande relevancia para o avango do conhecimento cientifico,
fisiologico, farmacoldgico, médico e veterinario do TGI.

A BAC associada a eletromiografia, com registros obtidos por meio de

marcadores magnéticos e eletrodos, implantados no mesmo ponto da serosa, pode
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tornar-se um modelo experimental capaz de trazer grandes contribui¢des para o
entendimento dos fenomenos elétricos e mecanicos do TGI. A comparagdo entre os
dados obtidos pelas duas técnicas permitira, também, corroborar a BAC como uma
inovadora metodologia capaz de avaliar a motilidade gastrintestinal, especialmente a

atividade contratil coldnica, em cdes.
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passos curtos.”
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2. OBJETIVOS

e Demonstrar a capacidade do método magnético (BAC) de registrar a
contragdo gastrintestinal por meio de implantacdo de marcador magnético na

serosa de caes;

e Validar o método pela comparagdo de seus resultados com os obtidos por

meio de eletromiografia (EMG);

e Demonstrar o potencial do método para o estudo das respostas de drogas a

diferentes doses de eritromicina sobre as motilidades do célon e do estomago;



MATERIAIS E
METODOS

"Quando vocé tem uma meta, o que era
um obstaculo passa a ser uma
das etapas do seu plano."

Gerhard Erich Boehme
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3. MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental utilizado nesse trabalho foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Pesquisa Animal do Instituto de Biociéncias de Botucatu -
Universidade Estadual Paulista (UNESP). Os experimentos foram realizados no
Departamento de Fisica e Biofisica do Instituto de Biociéncias (UNESP-Botucatu).
Os procedimentos cirirgicos foram realizados em ambiente estéril gentilmente
cedido pelo Departamento de Cirurgia e Ortopedia da Faculdade de Medicina de

Botucatu (UNESP).

3.1. Animais

Sete cdes, fémeas, da raca Beagle, pesando entre 9 e 12 Kg foram adquiridas
junto ao Biotério da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e declarados
isentos de doencas fisicas e infecto-contagiosas por um médico veterindrio. Antes e
depois do procedimento cirargico aplicado, os animais foram mantidos no biotério
do Laboratorio de Biomagnetismo, em baias individuais. Apds um periodo de
adaptacdo de 10 dias recebendo ragdo comercial (Kanina® - Purina) e agua ad
libitum, os caes foram submetidos a implantagdo, na serosa, de conjuntos compostos
por um eletrodo € um marcador magnético. Cada animal permaneceu no laboratorio
por 45 dias ap0s a cirurgia realizando os experimentos. Apos esse periodo, os fios
dos eletrodos foram cortados e os pontos por onde se exteriorizavam cicatrizaram,
enquanto os marcadores magnéticos permaneceram implantados. Cerca de dois
meses depois do procedimento cirurgico, os animais foram doados em perfeitas

condicoes de saude.
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3.2. Implantacéo cirargica de eletrodos e marcadores magnéticos

A cirurgia de implantacdo de eletrodo e marcador magnético foi sempre
precedida de 12 h de jejum alimentar e 3 h de restri¢do hidrica, além de cuidadosa
tricotomia da regido ventral do abdome. Os caes, ap6s serem anestesiados com
pentobarbital sodico (30 mg/Kg, IV), foram colocados em decubito dorsal em uma
mesa tipo calha e submetidos a laparotomia mediana com incisdo, de
aproximadamente 5 cm, para implantacdo dos conjuntos de eletrodo e marcador
magnético na camada serosa do célon ascendente.

Um eletrodo tipo marcapasso cardiaco (Ethicon®, Johnson & Johnson) (F ig.
1) e um fragmento de marcador magnético (MnFe,0,) pesando aproximadamente 0,8
g, com didmetro de 1,0 cm e espessura de 0,04 cm, foram fixados em um mesmo
ponto (Fig. 2). A implantagdo, de cada conjunto de eletrodo/marcador magnético,
seguiu dois protocolos distintos: a) apenas dois conjuntos, distantes 5 cm um do
outro, e fixados na serosa coldnica, sendo que o primeiro conjunto foi colocado a 3
cm da juncado ileo-cecal; b) além dos dois conjuntos coldnicos, um terceiro conjunto

foi implantado no estomago distal.

Agulha Curva Eletrodo

Fio recoberto com
polietilenc azul

Bgulha para exteriorizagic

Figura 1: Ilustracdo do eletrodo implantado na serosa. .
g ¢ P Figura 2: Dois fragmentos de marcadores

magnéticos com aproximadamente 0,8g
cada antes da implantagao.
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O procedimento cirtrgico encontra-se ilustrado na seqiiéncia de fotos
apresentada nas Figuras 3-11. Para garantir uma comparagdo efetiva entre os
resultados das duas técnicas, sobre cada marcador magnético fixou-se um eletrodo,
exatamente no mesmo ponto da serosa. Os marcadores magnéticos eram envolvidos
pela serosa do colon proximal por meio de uma sutura em bolsa, sendo que o fio do
eletrodo era utilizado para arrematar firmemente essa sutura por meio de um no. A
inser¢do do eletrodo era feira por meio de uma agulha curva, que, em seguida, era
cortada. Os fios dos eletrodos foram exteriorizados através da parede abdominal, as
agulhas para exteriorizacdo foram cortadas para evitar riscos desnecessarios aos
animais e a incisdo foi fechada por planos. A seguir, foi aplicado curativo
compressivo. Durante a recuperagdo da cirurgia, os cdes eram vestidos com uma
roupa apropriada e os fios dos eletrodos fixados nessa roupa com esparadrapo. Todos
0s animais recuperaram-se rapidamente apos a cirurgia e retomaram suas atividades
normais, embora tenham permanecido com um dispositivo limitador de movimentos
cefélicos (colar elizabetano), para impedir seu acesso as feridas cirtrgicas e aos fios
exteriorizados.

O curativo foi removido apdés o 3° dia, enquanto a limpeza da ferida
continuou a ser efetuada com iodo até a completa cicatrizagdo. Além disso, os
animais receberam antibidtico profilatico (Amoxicilina - 500 mg) durante os 7 dias
apos a cirurgia. Ao final desse periodo foram avaliados por um médico veterinario e
considerados aptos para as sessdes de medidas. Vale ressaltar que durante todo esse
periodo de recuperagdo as evacuagdes desses animais foram normais, ocorrendo,

geralmente, uma ou duas vezes ao dia.
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Cada animal permaneceu no laboratorio por 45 dias ap6s a cirurgia realizando
experimentos que intercalaram protocolos com anestesia € sem anestesia. Apds esse
periodo, os fios dos eletrodos foram cortados e os pontos por onde se exteriorizavam
cicatrizaram, enquanto os marcadores magnéticos permaneceram implantados. Cerca
de dois meses depois do procedimento cirtrgico, os animais foram doados em

perfeitas condigdes de saude.
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Figura 3: Céo anestesiado com pentobarbital Figura 4: Incisdo medial de aproximadamente 5 cm
(IV), tricotomizado e posicionado na calha no inicio do procedimento cirurgico empregando
antes do inicio da cirurgia. bisturi elétrico.

Figura 5: Apresentagdo dos segmentos intestinais de interesse para localizagdo da regido
colonica ascendente.
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Figura 6: Sutura em forma de bolsa para fixagdo do Figura 7: Colon antes do fechamento completo da
marcador magnético na serosa colonica. sutura, sendo possivel visualizar o marcador.

"~ 'Fiodo
Eletrodg

Figura 8: Colon proximal apds o fechamento Figura 9: A agulha curva foi cortada apos o né do
completo da sutura e fixagio do marcador magnético.  eletrodo para a completa oclusdo do marcador.

Figura 10: Exposi¢do do
segmento proximal do colon,
ap6és a implantagdo do
segundo conjunto (marcador
magnético e eletrodo).
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Figura 11: Sutura externa apds o final
da cirurgia e apresentagdo dos fios
exteriorizados, em que o mais proximal
a sutura refere-se ao conjunto situado
mais proximo do ceco.

Um dos animais foi submetido a um exame por raio X abdominal. Na

radiografia, os marcadores magnéticos sdo claramente visualizados, assim como os

fios dos eletrodos (Fig. 12).

Figura 12: Radiografia de abdome de um dos
animais implantados onde é possivel observar os
dois marcadores magnéticos.
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3.3. Delineamento experimental

Os procedimentos realizados, e agrupados em quatro protocolos para avaliar a
motilidade gastrica e colonica, estdo delineados na Figura 13. Utilizando caes
anestesiados foram testadas as acdes das drogas: (A) prostigmina® e buscopan®; e
(B) eritromicina nas doses de 0,4, 2,0 e 10,0 mg/Kg. Utilizando animais acordados
(C) foram testados os efeitos de uma refeicdo padronizada em 350 Kcal. Implantes
de conjuntos de eletrodo/marcador magnético no célon e no estdbmago (D) foram
empregados para validar a BAC e para avaliar a interferéncia elétrica e mecénica da
atividade gastrica sobre a coldnica e vice-versa.

Cada um dos protocolos empregando anestésico foi separado por um
intervalo minimo de uma semana, ja que o uso continuado do pentobarbital pode
levar ao obito. Os cdes foram colocados em uma mesa tipo calha e anestesiados com
pentobarbital sédico (30 mg/Kg, IV). O plano anestésico consistiu de administracao
de 70% da dose total calculada, seguida dos preparativos para o inicio do
experimento (ligacdo dos eletrodos aos cabos e posicionamento da BAC) e da
administracdo dos 30% restantes. Cerca de 1 minuto apds a finalizagcdo do plano
anestésico as sessdes de medida eram iniciadas. O acesso venoso foi obtido com
cateter (23 gauge) na pata dianteira e mantido com solugdo fisiolégica em
gotejamento lento, durante toda a sessdo de medida, para a administragdo das

drogas.
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A - Prostigmina® e Buscopan®

Registros dos animais foram adquiridos continuamente durante 40 minutos. A
injecdo de 1,0 ml de Prostigmina™ (Metilsulfato de Neostigmina; 0,5 mg/ml) in bolus
ocorreu ao final do 10° minuto no acesso venoso e 1,0 ml de Buscopan® (N-butil-

Escopolamina; 20 mg/ml) foi injetado, também in bolus, ao final do 22° minuto.

Conjunto de eletrodo e marcador magnético

I Implantagdo D
| |

Coldnica

Colbnica e gastrica
(2 cdes)

(5 cdes)

BAC, EMG coldnica, EGG BAC, EMG gastrica, EMG coldnica, EGG

. €

Cdo anestesiado
S timul
| Closnsco | | Cio acordado | -

Registros

Estimulo = droga Estimulo = refei¢do

A B 30 min
! ! Jejum 6h gﬂeleiﬁo-tesle
Prostigmina (P) Eritromicina (EM)
Buscopan (B) (0,4; 2,0; 10,0 mg/kg)

Jejum 12h
Registro Registro
| 10 min IDl 6h l
Al * B
vy Y ———
i
05V 5D3DF D Registros
Tempo (minutos)
A = anestesia

Figura 13: Delineamento dos experimentos agrupados em quatro protocolos principais.
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B — Eritromicina (EM)

Para estudar o efeito da EM sobre a motilidade do TGI em caes foram
realizados estudos em ordem randomizada com trés diferentes doses: 0,4 mg/Kg, 2,0
mg/Kg e 10,0 mg/Kg (IV). Neste trabalho utilizou-se o Tromaxil® (lactobionato de
eritromicina) fabricado por CURASAN-AG (Kleinostheim, Germany; importado e
distribuido no Brasil por OPEM Representagdo Importadora Exportadora e
Distribuidora Ltda — Sdo Paulo, que gentilmente doou o farmaco). Essa substancia ¢
um sal soluvel que libera a molécula basica de EM em solugdo, sendo que cada
miligrama de lactobionato de eritromicina corresponde a 0,6 mg de eritromicina. A
solucao de lactobionato de eritromicina era preparada pouco antes do inicio dos
experimentos, por meio de diluicdo em soro fisiologico, na razdo de 1,5 mg/mL.
Foram efetuados os registros dos animais em condigdes basais, durante 15 minutos, e
logo apds foi administrada a eritromicina, em infusdo lenta durante aproximadamente

5 minutos. Ap6s a administracdo da EM os registros continuaram por pelo menos 1h.

C — Animais acordados

Os caes foram treinados para permanecerem parados em dectbito dorsal em
uma mesa tipo calha por aproximadamente 30 minutos (Fig. 14). Dois protocolos
foram adotados utilizando esse treinamento: a) Registro de 30 minutos ap6s jejum de
6h e de mais 30 minutos apos a ingestdo de uma refei¢do teste padronizada; b)
Registro de 10 minutos efetuado ap6s jejum de 12h e repeti¢do de hora em hora apds
uma refeicdo teste padronizada, durante um periodo total de 6h. A refeicdo
padronizada era composta por 100g de pedagos de carne ao molho (Pedigree® -

Waltham, contendo: 81% de umidade; 8% de proteina bruta; 5% de extrato etéreo;
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2% de matéria fibrosa; 2,5% de matéria mineral; 0,4% de calcio e valor energético de

350 Kcal) e foi ingerida dentro de no maximo 5 minutos.

Figura 14: Animal posicionado na calha para os experimentos sem
anestesia.

D — Implante simultineo de conjuntos no célon e no estomago

Dois animais foram submetidos a cirurgia, em que foram implantados
conjuntos idénticos de eletrodo e marcador magnético no célon e no estomago
distal. Esse estudo compreendeu seis experimentos e pretendeu comparar os
registros simultaneos obtidos pela BAC e pela EMG, em um mesmo ponto do
estobmago, e corroborar a capacidade da BAC em registrar a atividade de contracao
gastrintestinal. Também foi examinada uma possivel interferéncia da atividade

gastrica sobre o registro coldnico e vice-versa, bem como comparados os registros
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dos eletrodos implantados no estomago com o EGG superficial realizado

simultaneamente.

3.4. Aquisicao de sinais

As Figuras de niimero 15 a 17 ilustram o esquema geral de aquisicdo dos
registros respiratorio, elétrico e magnético. O detector respiratorio, colocado em uma
das narinas, era um transdutor tipo termopar, sensivel as mudancas da temperatura do
ar. Os registros respiratorio, elétrico e magnético foram digitalizados na freqiiéncia
de 20 Hz por canal, utilizando uma placa analdgico/digital (MP100, Biopac Systems
Inc.) conectada a um computador. Os dados foram arquivados em formato ASCII

para posterior analise em ambiente MatLab (MathWorks Inc.).

3.5. Sistema para medidas magnéticas (BAC)

Neste trabalho, o sistema de BAC utilizado apresenta uma bobina de
excitacdo e sete outras de detec¢do, arranjadas de forma concéntrica. Os sete
sensores foram agrupados de forma tal que seis sensores ficaram dispostos nos
vértices de um hexdgono imagindrio e um no centro deste (Fig. 17). Esse sistema foi
fixado em um suporte cilindrico de PVC e posicionado sobre a proje¢do abdominal
dos caes para registraras sinais provenientes dos marcadores magnéticos implantados
cirurgicamente (Fig. 16). A aquisi¢do em sete pontos diferentes proporciona um
mapeamento razoavel da distribuicdo dos sinais nestas dreas. Um mapeamento
realizado com apenas um sensor de BAC permitia localizar na parede abdominal os
marcadores magnéticos implantados para o correto posicionamento do sistema

magnético.
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Figura 16: Detalhe dos eletrodos antes do Figura 17: Posicionamento da BAC com 7
posicionamento do sistema de BAC. sensores ¢ dos eletrodos coldnicos. A seta azul
Mapeamento prévio era marcado na pele mostra os fios exteriorizados dos eletrodos
(vermelho) para auxiliar no posicionamento da implantados no co6lon e conectados aos cabos.

BAC.
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3.6. Sistema para medidas da atividade mielétrica (EMG)

Um sistema para registrar sinais eletromiograficos foi desenvolvido no
proprio laboratorio para proporcionar uma flexibilidade de parametros que
geralmente ndo pode ser obtida nos equipamentos convencionais. O sistema de
registro mielétrico utilizado nesse estudo esta representado pelo diagrama de bloco
apresentado na Figura 18. O sistema de EMG empregou um amplificador diferencial
(A.D.) — modelo 623 — capaz de registros do tipo monopolar ou bipolar. A
configuracdo monopolar foi selecionada para todos os experimentos, visto que a
compara¢do com o marcador magnético, implantado no mesmo ponto, era almejada.
Outros componentes utilizados foram, sequencialmente, um filtro “passa-alta” (P.A.)
de 0,005 Hz e um filtro tipo Butterworth “passa-baixa” (P.B.) de 3 Hz antes da
digitalizacao.

Paralelamente, também foi registrado o EGG pelo sistema Biopac com filtro
“passa-banda” de 0,005 - 1 Hz e ganho de 1000, por meio de eletrodo superficial

colocado na parede anterior abdominal na projecdo do estdmago.

AD. >—>— P.A. —> P.B.

Figura 18: Diagrama de bloco do sistema utilizado para registros mielétricos, apresentando um

amplificador diferencial (A.D.), um filtro “passa-alta” (P.A.) e um filtro “passa-baixa” (P.B.).
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3.7. Processamento de Sinais

Um sinal pode conter informagdes sobre o estado ou sobre o comportamento
de um sistema, sendo que a melhor técnica para extrai-las depende do tipo de sinal e
da natureza dos dados que ele carrega (OPPENHEIM; SHAFER, 1999).

Nesse trabalho, a analise dos sinais foi realizada com ampla flexibilidade de
parametros ¢ totalmente no ambiente MatLab. Todos os dados foram submetidos a
uma avaliagdo inicial, que consistiu na inspe¢do visual dos sinais originais, ou seja,
sem qualquer tipo de filtragem e projetados em termos da intensidade em fun¢do do
tempo. Nessa analise, os perfis dos multiplos sensores posicionados sobre o abdome
do animal foram comparados de modo espacial e temporal e separados em regido
colonica e regido gastrica. Uma vez determinados os sensores de BAC
correspondentes a regido coldnica esses sinais mecanicos foram comparados aos
sinais elétricos (EMG). Uma andlise comparativa também foi efetuada entre os
sensores correspondentes ao estomago e o0 EGG adquirido.

Para a analise de dados temporais foi utilizada a Transformada Répida de
Fourier (FFT), que transforma um sinal no dominio do tempo em um sinal no
dominio da freqiiéncia e vice-versa sem nenhuma perda de informacdo. A analise
espectral ou RSA (Running Spectrum Analysis) foi empregada para verificar
freqliéncia do sinal e sua poténcia no decorrer do tempo de medida (REDDY;
COLLINS; DANIEL, 1987).

Um filtro tipo Butterworth de ordem 3 foi utilizado para selecionar, com
pouca ou nenhuma atenuacao, determinados componentes de freqiiéncia e rejeitar ou
remover todas os outros componentes indesejaveis de um sinal. Interferéncias

causadas por artefatos respiratdrios, ruidos ambientais ou mesmo por freqiiéncias de
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contragdo de 6rgaos adjacentes, como o coragdo, podem atrapalhar a interpretagao de
sinais gastrintestinais. Este filtro apresenta resposta em amplitude maximamente
plana e bidirecional para nao causar modificagdo na fase do sinal (MIRANDA et
al.,1992). Podem-se utilizar os seguintes tipos de filtros: “passa-baixa” (s6 permite a
visualizagdo de freqliéncias abaixo de uma pré-estabelecida), “passa-altas” (so
permite a visualizagdo de freqii€ncias acima de uma pré-determinada), “passa-banda”
(s6 permite a visualizagdo de freqiiéncias dentro de uma faixa pré-estabelecida),
“rejeita-banda” (ndo permite a visualizacdo de uma faixa de freqiiéncia pré-
determinada) e “passa tudo” (ndo altera as amplitudes dos componentes do sinal,
somente sua fase). Esses tipos de filtros sd@o de delineamento simples ¢ podem ser
associados, no intuito de realizar multiplas sele¢des de freqiiéncia em um sinal. O
ajuste dos filtros digitais e sua associagdo sdao muito importantes, sendo
determinados, principalmente, em razdo do que se deseja observar. As freqiiéncias
foram expressas em hertz (Hz) e posteriormente multiplicadas por 60 para refletir

também o tradicional com (ciclos por minutos).

3.7.1. Analise de freqiiéncia

Durante a inspegdo visual dos registros originais elétricos e magnéticos
constatou-se a existéncia de algumas freqiiéncias contracteis que podiam ser
agrupadas por faixas e que estavam presentes em quase todos os experimentos
realizados. Essas freqiiéncias foram agrupadas por meio de FFTs nas seguintes
faixas: 0,02-0,035 Hz (1,2-2,1 cpm) ou baixa freqiiéncia; 0,04-0,05 Hz (2,4-3 cpm);
0,07-0,1 Hz (4,2-6 cpm) ou freqiiéncia contratil do estomago; 0,12-0,135 Hz (7,2-8,1

cpm); 0,14-0,16 Hz (8,4-9,6 cpm); 0,18-0,2 Hz (10,8-12 cpm); 0,22-0,25 Hz (13,2-15
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cpm); 0,26-0,32 Hz (15,6-19,2 cpm) ou alta freqiiéncia. Foram quantificadas apenas
as freqliéncias com incidéncia maior ou igual a 90% do numero de estudos utilizados
em cada protocolo. Assim, quantificou-se a freqiiéncia gastrica, a baixa ¢ a alta
freqiiéncia colonica, além da faixa de 0,04-0,05 Hz (2,4-3 cpm) apenas nos
protocolos empregando eritromicina.

Um projeto de filtros passa-banda foi aplicado para quantificar cada uma
dessas quatro faixas de freqiiéncia. Para a baixa freqiiéncia foi utilizado um filtro
entre 0,01-0,035 Hz (1,2-2,1 cpm), para o estdmago entre 0,06-0,1 Hz (3,6-6 cpm) e
para a alta freqiiéncia entre 0,24-0,32 Hz (14,1-19,2 cpm), enquanto um projeto entre
0,035-0,055 Hz (2,1-3,3 cpm) foi aplicado para a faixa 0,04-0,05 (em torno de 3
cpm).

A quantificacdo das freqiiéncias foi efetuada para cada um dos seguintes
periodos: a) periodo de controle, pés-prostigmina”™ e pos-buscopan® no protocolo de
prostigmina” e buscopan®; b) periodos controle, EM (compreendendo a infusdo de 5
minutos mais os 5 minutos logo a seguir) e periodo pos-droga (abrangendo os
primeiros 20 minutos depois do periodo EM) para cada uma das trés doses de

eritromicina; ¢) durante o jejum e ap0ds a refei¢do teste em animais ndo anestesiados.

3.7.2. Analise da amplitude

As variagdes de amplitude, no decorrer de uma sessdo de medida, foram
avaliadas por um pardmetro denominado area sob a curva (AUC) ou area sob as
contracdes, conforme designado por alguns autores (SARNA et. al., 1991). AUC, em
volts por segundo (V.s), foi calculada em intervalos de tempo de 200 segundos para

cada um dos seguintes periodos: a) periodo de controle, pos-prostigmina® e pos-
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buscopan® no protocolo de prostigmina® e buscopan®; b) periodos controle, EM
(compreendendo a infusao de 5 minutos mais os 5 minutos logo a seguir) e periodo
pOs-droga (abrangendo os primeiros 20 minutos depois do periodo EM) para cada
uma das trés doses de eritromicina; c¢) durante o jejum e apos a refeicao teste em
animais nao anestesiados.

Inicialmente, determinou-se a AUC wusando filtro “passa-banda” na
freqiiéncia de 0,01-0,35 Hz (1,2-21 cpm), que foi associado dois filtros tipo “rejeita-
banda” na faixa de freqiiéncia de 0,07-0,09 Hz (4,2-6 cpm) e de 0,18-0,22 Hz (10,8-
13,2 cpm). Essa associacdo permitiu que as freqiiéncias do estobmago e da respiracao
fossem retiradas simultaneamente do sinal. Mais tarde, os mesmos projetos de
filtros descritos para a andlise de freqiiéncia foram utilizados para determinar a AUC
por faixa de freqiiéncia, ou seja, para a freqiiéncia géstrica, a baixa e a alta
freqiiéncia, bem como para freqiiéncia de 0,04-0,05 (em torno de 3 cpm) nos
experimentos empregando eritromicina.

Valores absolutos da AUC foram utilizados para apresentar os resultados dos
protocolos de estudo sem anestésico e dos registros empregando Prostigmina® e
Buscopan®. J& nos registros obtidos com a eritromicina foi determinada a AUC do
periodo controle e a AUC do periodo apds a eritromicina. Com esses valores foi
calculada a taxa de variacdo da AUC entre o controle e o periodo pds-eritromicina,

em porcentagem, para cada uma das trés doses.
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3.8. Outras abordagens

A andlise do efeito da eritromicina por meio de curvas “dose-resposta” foi
realizada no programa GrapPad Prism 4 usando o modelo de regressao nao linear de
curva dose-resposta com inclinacao variavel (FEIGHNER et. al., 1999). As curvas
dose resposta para eritromicina foram geradas a partir da AUC para o colon, com
exclusdo da freqliéncia contratil do estomago, amplitude colonica incluindo a
freqliéncia géstrica e amplitude apenas para a faixa de freqliéncia géstrica. Os
parametros determinados na curva dose-resposta corresponderam a concentragao da
eritromicina que produz metade do efeito maximo (ECsp) e a inclinagdo da curva.

Os intervalos de tempo entre a administra¢do da eritromicina e o seu efeito
maximo e a duragdo do efeito da droga sobre a contratilidade foram calculados com
base nos perfis temporais médios para a BAC, a EMG e o0 EGG.

A comparagdo entre a BAC e a EMG para o registro da motilidade gastrica
foi efetuada por meio de correlacdo temporal. Para efeito de comparagdo entre a
BAC e a EMG no registro da motilidade colonica foram realizadas correlagdes
lineares de freqiiéncia para as faixas mais frequentemente observadas. A correlagao
foi efetuada para a faixa de freqiiéncia gastrica, baixa e alta freqiiéncia, bem como
para a faixa de 0,04-0,05 Hz (2,4-3 cpm). Foram realizadas correlagdes entre as duas
técnicas para cada um dos periodos: a) periodo de controle, pos-prostigmina® e pos-
buscopan® no protocolo de prostigmina®™ e buscopan®™; b) periodo controle, periodo
EM e periodo pos-droga para as trés doses utilizadas, sendo que para o periodo
controle considerou-se uma correlagdo média dos registros. Os sinais da EMG,
obtidos pelo eletrodo implantado no estdbmago, foram correlacionados temporalmente

aqueles obtidos pela EMG por meio de eletrodo implantado no célon.
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3.9. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao (DP). Os
protocolos estatisticos adotados basearam-se na distribuicdo normal (Gaussiana)
apresentada pelos dados. Para analise da correlacdo em freqiiéncia entre a BAC e a
EMG foram calculados os coeficientes de correlagdo de Spearman. As correlagdes
temporais entre os sinais elétricos e os magnéticos provenientes do estdmago, bem
como entre os sinais elétricos gastricos e colonicos foram obtidas através de andlise
uma tipo “cross-correlation” implementada no MatLab. O protocolo estatistico
adotado foi o teste #-Student para duas médias dependentes que foi utilizado para
determinar a significincia das diferengas entre os valores médios obtidos nos
periodos analisados para cada protocolo. Apenas valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes, embora valores até¢ p<0,2 tenham sido

apresentados.
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"N&o é preciso ter olhos abertos para ver o sol,
nem é preciso ter ouvidos afiados para ouvir
o trové&o. Para ser vitorioso vocé precisa

ver o que ndo esta visivel."

Sun Tzu
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4. RESULTADOS

A — A motilidade gastrintestinal de cies anestesiados avaliada pela BAC e pelo

EMG. Atividade espontinea e efeitos da Prostismina® e do Buscopan®

A.1 — Efeitos da Prostigmina® e do Buscopan® sobre a motilidade coldnica
A Figura 19 mostra exemplos de registros simultaneos da atividade coldonica
obtidos pela BAC e pelo EMG e divididos em periodos: controle, ap6s administracdo

de Prostigmina® e apds a administracio do Buscopan®.

Intensidade (mV)

Tempo (min)

Intensidade (mV)

02 i i i i i i
0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min)

Figura 19: Registros da atividade coldnica obtidos pela BAC e pelo EMG. As setas indicam, da
esquerda para a direita, a administragdo in bolus da Prostigmina®™ do Buscopan® .

A andlise em amplitude, através do calculo da area sob a contragao (AUC),

, . . . ® ® ,
para os periodos definidos como controle, Prostigmina™ e Buscopan ™, estd apontada

na Figura 20.
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AUC Média
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BAC EMG

Figura 20: Amplitude dos periodos controle (o), Prostigmina®™ (m) e
Buscopan® (=). Houve diferenca significativa entre o periodo de
controle e o de Prostigmina (*p<0,01) e entre o periodo de Prostigmina®
e o de Buscopan® (**p<0,01). Os valores apresentados sio as
médias de resultados de 5 cdes e as barras verticais indicam o desvio
padrao (DP).

A Tabela 1 apresenta o perfil da atividade coldonica obtida nos experimentos

empregando Prostigmina® e Buscopan®.
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Tabela 1: Freqiiéncias contrateis encontradas no colon de cdes em experimentos
empregando Prostigmina® e Buscopan” para os periodos de controle (C),
Prostigmina (P) ¢ Buscopan (B). Casas preenchidas indicam a presenga da faixa de
freqiiéncia durante o periodo analisado e casas brancas indicam auséncia da

freqiiéncia.
0,02-0,035 Hz 0,04-0,055 Hz 0,12-0,22 Hz 0,25-0,32 Hz
1,2-2,1 cpm 2,4-3,3 com 7,2-13,2 cpm 15-19,2 cpm
BAC EMG BAC EMG BAC EMG BAC EMG

o |JP|B|C|P|B|fC|P|B|C|P|B|JC|P|B|C|P|BfC|P|B|C|P|B

Observa-se que contragdes de freqiiéncia entre 0,02-0,035 Hz (1,2-2,1 cpm)
foram registradas em todos os animais por meio da BAC e em 4 dos 5 animais por
meio da EMG (Fig. 21). Essa faixa de baixa freqiiéncia foi quantificada no periodo
controle, Prostigmina® e Buscopan®” (Tabela 2) e a AUC apenas dessa faixa foi
determinada (Fig. 22). Ja contracdes de freqiiéncia entre 0,25-0,32 Hz (15-19,2 cpm)
foram registradas nos 5 animais pela EMG, mas em nenhum deles pela BAC (Fig.
23). Essa faixa foi igualmente quantificada em freqiiéncia (Tabela 3) e amplitude

(Fig. 24).
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Figura 21: Atividade colonica de baixa freqiiéncia registrada. Em (A) observa-se o registro
do sinal, sua ampliacdo (B) e sua intensidade espectral por meio de FFT (C). Em (D)

observa-se a analise espectral dessa freqiiéncia no tempo.

Tabela 2: Baixas freqiiéncias contrateis registradas pela BAC e pelo EMG no célon

em experimentos empregando Prostigmina” e Buscopan®.

BAC

EMG

Controle Prostigmina® Buscopan® Controle Prostigmina® Buscopan®

Média Hz 0,021 0,016 * 0,022 0,023
cpm 1,26 0,96 1,32 1,38

SD Hz 0,002 0,003 0,009 0,002
cpm 0,12 0,18 0,54 0,12

0,018 **

1,08

0,002

0,12

0,020
1,20

0,009
0,54

*  p<0,02 entre controle e Prostigmina®
** p<0,03 entre controle e Prostigmina®
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Na Figura 22 nota-se que o aumento da atividade causado pela Prostigmina®™
e a redugdo da amplitude ap6és o Buscopan® foi semelhante nos registros de BAC e
de EMG. A Prostigmina® reduziu significativamente a atividade de baixa freqiiéncia
em relagio ao periodo controle, porém, apés o Buscopan® houve uma tendéncia de

volta aos valores do periodo controle (Tabela 3). A amplitude para baixa freqiiéncia

AUC

Figura 22: Efeitos da Prostigmina® e do Buscopan® na amplitude da
atividade contratil de baixa freqiiéncia nos periodos controle (o),
Prostigmina® (m) e Buscopan® (»). Houve diferenca significativa
entre o periodo de controle e o de Prostigmina® e entre o de
Prostigmina® e o de Buscopan® (*p<0,003) para a BAC. Na EMG
houve diferenca significativa entre o periodo controle ¢ o de
Prostigmina (**p<0,002) e entre o periodo de Prostigmina® e o de
Buscopan® (***p<0,004). Os valores apresentados sdo as
médias de resultados de 5 cles e as barras verticais indicam o DP.

apresentou o mesmo perfil da amplitude média (Figs. 22 e 20).

37
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Figura 23: Atividade colonica de alta freqiiéncia registrada apenas pelo EMG. Em (A)
observa-se o registro do sinal, uma ampliagao (B) e sua intensidade espectral por meio de FFT
(C). Em (D) observa-se a analise espectral e a constancia dessa freqiiéncia no tempo.
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Tabela 3: Atividade de alta freqliéncia registrada pelo EMG no colon em
experimentos empregando Prostigmina® e Buscopan”.

EMG
Controle Prostigmina® Buscopan®
Média Hz 0,28 0,25* 0,235 §t
cpm 16,8 15,0 14,1
SD Hz 0,019 0,024 0,02
cpm 1,14 1,44 1,2

* p<0,04 entre controle e prostigmina®
§ p<0,03 entre prostigmina® ¢ buscopan®
+ p<0,02 entre controle e buscopan®
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Observou-se uma reducao da alta freqiiéncia apods a administracdo da
Prostigmina® e uma queda ainda mais acentuada ap6s o Buscopan®. As duas drogas

também reduziram a amplitude nessa faixa de freqiiéncia (Fig. 24).

12 -
11
10
9
8
7]
6

AUC

5
4]
3]
2]
1]

0
EMG

Figura 24: Efeitos da Prostigmina® ¢ do Buscopan” na
amplitude da atividade de alta freqiiéncia nos periodos
controle (o), Prostigmina® (m) e Buscopan® ().
(*p<0,18). Os valores apresentados sdo as
médias de resultados de 5 cdes e as barras verticais
indicam o DP.

A.2 — Efeitos da Prostigmina® edo Buscopan® sobre a motilidade gastrica

Além das freqiiéncias colonicas apontadas na tabela 1, todos os registros
apresentaram a faixa de 0,06-0,1 Hz (4-6cpm) mais caracteristica da atividade
motora do estdmago. Essas freqiiéncias, possivelmente, gastricas foram quantificadas

em freqiiéncia (Tabela 4) e amplitude (Fig. 25).
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Tabela 4: Freqiiéncias de contragdo, em faixa possivelmente gastrica, registradas
pelo EGG e pela BAC em experimentos empregando Prostigmina” e Buscopan®

EGG BAC
Controle Prostigmina® Buscopan® Controle Prostigmina® BuscopanF
Média Hz 0,083 0,0695 * 0,073 ** + 0,083 0,067 % 0,0728§
cpm 5,0 4,2 4,4 5,0 4,0 4,3
SD Hz (0,005 0,009 0,003 0,005 0,003 0,005
P 0,3 0,5 0,2 0,3 0,2 0,4

*  p<0,006 entre controle e prostigrnina<5
*% p<(),02 entre prostigmina” e buscopan®
¥ p<0,02 entre controle e buscopan®

£ p<0,04 entre controle e prostigmina®

§ p<0,04 entre prostigmina® e buscopan®

deokok

AUC

BAC EGG

Figura 25: Efeitos da Prostigmina® ¢ do Buscopan™ na amplitude da
atividade com freqii€ncia tipicamente gastrica nos periodos controle (O),
Prostigmina® (m) e Buscopan® (+). Houve diferenca significativa entre o
periodo de controle e o de Prostigmina® (*p<0,009) e entre o de
Prostigmina® e o de Buscopan® (**p<0,005) para a BAC. Valores médios
com barra vertical indicando o DP.

(***p<0,2)

A.3 — Correlacio em freqiiéncia
Uma correlagdo em freqiiéncia entre a BAC ¢ o EMG nos experimentos
empregando Prostigmina® e Buscopan® foi efetuada para a baixa freqiiéncia colonica

(Tabela 5). Observa-se que a Prostigmina® e Buscopan™ aumentam ligeiramente a
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correlagdo entre os métodos. A correlagdo para a faixa de alta freqiiéncia € zero, pois

foi detectada apenas pela EMG.

Tabela 5: Correlacdo entre a EMG e BAC para baixa freqliéncia contratil em
experimentos empregando Prostigmina” e Buscopan

Baixa Freqiiéncia

Controle Prostigmina® Buscopan®
Correlagdo (r) 0,821 0,840 0,984

B — Efeitos de diferentes doses de Eritromicina (EM) sobre a motilidade

oastrintestinal de caes anestesiados.

B.1 — Acio da Eritromicina sobre o c6lon

A Figura 26 ilustra os efeitos de trés diferentes doses de eritromicina sobre os
registros elétricos € mecanicos da motilidade colonica de um mesmo animal. Nos
tragados fica nitida a relagdo dose-resposta, ou seja, quanto maior a dose da droga,
maior o efeito eletromecanico que a mesma exerce. A dose de 0,4 mg/Kg provocou
aumento da atividade, que aumentou progressivamente com as doses de 2,0 mg/Kg e
10,0 mg/Kg, a qual provocou respostas mais rapidas e intensas registrada pelas duas

técnicas.
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Figura 26: Registros colonicos elétricos (EMG) e mecanicos (BAC) obtidos em um mesmo
animal mediante a administracdo das doses de 0,4 (A), 2,0 (B) e 10,0 mg/Kg (C) de EM. As setas

indicam o inicio € o término da infusdo de EM.
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A relagao entre a dose de eritromicina administrada e seu efeito sobre a
motilidade do célon, medida pela BAC e pela EMG ao longo dos 45 minutos apds a

administracao, encontra-se na Figura 27.

12

. BAC

AUC
o)}
1

Tempo (minutos)

. I EMG

'—‘

AUC
(0]
L |
|—>%

: 1/ \T
= A /? f L|_ \, I

4 ol O =
o i N

F 1
0 - - - Moo LA A A A
1 em |

0 5 10 16 20 25 30 35 40 45
Tempo (minutos)

Figura 27: Perfis temporais das respostas da contratilidade colonica as diferentes
doses de eritromicina para a BAC e a EMG. As curvas representam a dose de 0,4
mg/Kg (o), dose de 2,0 mg/Kg (¢) e dose de 10 mg/Kg (A) de eritromicina. As
setas indicam o inicio ¢ o término da administragdo da EM. Valores médios com
barra vertical de DP.
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O intervalo de tempo entre a administragdo da eritromicina € o seu efeito

maximo e a duragdo do efeito da droga sobre a contratilidade encontra-se na Figura

28.
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Figura 28: Intervalo entre o inicio da administragdo e o maximo da resposta
contratil (m) e duragdo da resposta contratil (©) para cada dose de EM conforme
os resultados de EMG e BAC.

O tempo necessario para que haja uma reposta méaxima para cada dose (Figs.
27 e 28) demonstra que colon responde com velocidades diferentes as trés doses de

EM. Este tempo de resposta maxima foi praticamente idéntico para a BAC e para o
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EMG, mas variou consideravelmente entre a menor dose e as outras duas. Entre as
doses de 2,0 e de 10,0 mg/kg praticamente ndo houve diferenga no tempo necessario
para apresentarem o maximo efeito (Fig. 28). A variagao da amplitude em reposta a
EM foi estabelecida para as trés doses com exclusao (Fig. 29) e inclusdo das
freqiiéncias gastricas na analise (Fig. 30).

1000 o

900 —
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700 —

600

500

400

300

200 —- T

Variagao da AUC em resposta a EM (%)

100
] BAC EMG

04 20 10,0 0.4 20 10,0

Dose de Eritromicina

Figura 29: Resposta mecanica (BAC) e elétrica (EMG) as doses de 0,4,
2,0 e 10,0 mg/Kg de EM. Houve diferenca significativa entre a dose de
0,4 e a de 10,0 mg/Kg *p<0,05 para a BAC. Essa analise de amplitude
excluiu as freqiiéncias gastricas. **p<0,2

1000
900 -
800 —
700 —
600 -

500 » s

400 — [
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300- “'
100—- “V T
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0
04 2,0 10,0 4,0 2,0 10,0
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Figura 30: Resposta mecénica (BAC) e elétrica (EMG) as doses de 0,4,
2,0 e 10,0 mg/Kg EM. Houve diferenca significativa entre a dose de 0,4
e a de 10,0 mg/Kg **p<0,05 para a EMG. Essa analise de amplitude ndo
excluiu as freqiiéncias gastricas. *p<0,08
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A partir da variagdo da amplitude no colon foram construidas curvas dose-
resposta para as trés doses de eritromicina incluindo-se ou ndo as freqliéncias

gastricas da analise (Fig. 31 e 32).

500+
400+
300+

200+

1004

AUC em resposta a EM (%)

-0.5 0.0 0.5 1.0
Log Dose

Figura 31: Curvas dose-resposta colonica, a partir da variagdo de
amplitude, com exclusdo da freqiiéncia gastrica.
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Figura 32: Curvas dose-resposta colonica, a partir da variagdo de amplitude,
sem exclusdo da freqiiéncia gastrica.
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As curvas dose-resposta construidas com dados da BAC e da EMG sao
diferentes entre as duas técnicas excluindo-se a influéncia da atividade do estdmago.
Nas curvas colonicas, metade do efeito maximo (EC50) determinada foi de 0,38 com
inclinagdo da curva de 2,1 para a BAC, enquanto para o EMG foi 0,68 com
inclina¢do de 1,3. J& nas curvas com influéncia do estdbmago a metade do efeito
maximo foi de 0,6 com inclinagdo da curva de 1,3 para a BAC, enquanto para o
EMG foi 0,5 com inclinacdo de 2,7. A Tabela 6 apresenta o perfil da atividade
coldnica obtida nos experimentos empregando as trés doses de eritromicina.

Tabela 6: Freqiiéncias contrateis encontradas no coélon de cdes em experimentos
empregando eritromicina. Casas preenchidas indicam a presenca da faixa de

freqiiéncia durante o periodo analisado e casas brancas indicam auséncia da
freqiiéncia.

0,02-0,04 Hz 0,04-0,05 Hz 0,12-0,135 Hz 0,14-0,16 Hz 0,18-0,2 Hz 0,22-0,25 Hz 0,26-0,32 Hz
1,2-2,4 cpm 2,4-3 cpm 7,2-8,1 cpm 8,4-9,6 cpm 10,8-12 cpm 13,2-15 cpm 15,6-19,2 cpm

EM
Dose BAC EMG BAC | EMG

(mg/Kg)
0,4
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Observa-se que a faixa de baixa freqiiéncia contratil entre 0,02-0,04 Hz (1,2-
2,4 cpm) esteve presente em 14 experimentos para a BAC e em 9 para o EMG (Fig.
33). Essa faixa de baixa freqliéncia foi quantificada no periodo Controle,
Eritromicina e Pés-droga (Tabela 7) e a amplitude determinada apenas para essa
faixa (Fig. 34).

Nesses experimentos também foi expressiva a presenca de uma faixa de
freqliéncia contratil entre 0,04-0,05 Hz (2,4-3 cpm) (Fig. 35). Essa faixa de

freqiiéncia foi quantificada em freqiiéncia (Tabela 8) e amplitude (Fig. 36).

Tabela 7: Atividade colonica de baixa freqliéncia registrada pela BAC e pelo EMG
nos experimentos empregando Eritromicina.

Dose Controle EM Pos-droga
BAC EMG BAC EMG BAC EMG
0,4 Média Hz 0,019 0,019 0,022 0,024 0,023 0,021
cpm 1,14 1,14 1,32 1,44 1,38 1,26
SD Hz 0,006 0,007 0,006 0,004 0,005 0,002
cpm 0,36 0,42 0,36 0,24 0,30 0,12
2,0 Meédia Hz 0,020 0,021 0,020 0,021 0,022 0,022
cpm 1,20 1,26 1,20 1,26 1,32 1,32
SD Hz 0,004 0,003 0,003 0,001 0,003 0,005
cpm 0,24 0,18 0,18 0,06 0,18 0,30
10,0 Média Hz 0,020 0026 0,023 0,024 0,020 * 0,023
cpm 1,20 1,56 1,38 1,44 1,20 1,38
SD Hz 0,003 0,004 0,004 0,005 0,006 0,004
cpm 0,18 0,24 0,24 0,30 0,36 0,24

*  p<0,08 entre o periodo de EM e o pos-droga



Resultados 49

0.02 T T
E QO oo ol e
@ 1 11
§ L il it l il | | B il | Al i \ ”
2 | I : '
R R IR ED ||(RRRREEL! || SEPIRCL STIIENTETRISPLREIFRL SPEIEEEIR L RRIER | SRR
= :

K 1 1

U‘Uzﬂ 5 10 15

Tempo (min)

uﬂzzifizi/g;'zf

Intensidade (mV)

1 2 3 4 5 B 7 g 9 10 1" 12 13 14 15
Tempo (min}

Intensidade (mV)

; :
0.05 01 015 0.2 025 0.3
Frequéncia (Hz)

o
o
B

Intensidade (mV)
o
2

Tempo (min)

0.1 015

Fregiiéncia (Hz) b.

Figura 33: Atividade de baixa freqiiéncia registrada no célon. Observa-se em (A) o registro do sinal,
sua intensidade espectral por meio de FFT (B) e a analise espectral dessa freqiiéncia no tempo (C). O
inset superior apresenta um trecho do registro original sem filtragem.
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Figura 34: Efeitos das trés doses de Eritromicina sobre a amplitude da
atividade de baixa freqiiéncia. Os valores representam a variagdo
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Figura 35: Atividade contratil com freqiiéncia de 0,04-0,05 Hz (2,4-3 cpm) registrada no
co6lon. Observa-se em (A) o registro do sinal, sua intensidade espectral por meio de FFT (B) e
a andlise espectral (C) onde nota-se a variabilidade da intensidade dessa faixa de freqiiéncia.
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Tabela 8: Atividade contratil do colon na faixa de 0,04-0,05 Hz (2,4-3 cpm)
registrada pela BAC e pelo EMG antes, durante e ap6s a administracdo da
Eritromicina.

Dose Controle EM Pés-droga
BAC EMG BAC EMG BAC EMG
0,4 Média Hz 0,040 0,047 0,055 0,040 0,047 0,040
cpm 240 2,80 3,30 2,40 2,82 2,40
SD Hz 0,004 0,006 0,001 0,009 0,005 0,010
cpm 0,24 0,36 0,06 0,54 0,30 0,60
2,0 Média Hz 0045 0050 0,046 0,047 0,049 0,048
cpm 2,70 3,00 2,80 2,82 2,95 2,90
SD Hz 0,005 0,008 0,008 0,007 0,007 0,005
cpm 0,30 0,48 0,48 0,42 0,42 0,30
10,0 Média Hz 0048 0,050 0,040 * 0,051 0,046 0,048
cpm 290 3,00 2,40 3,10 2,80 2,90
SD Hz 0,007 0,008 0,006 0,006 0,008 0,009
cpm 0,42 0,48 0,36 0,36 0,48 0,54

*  p<0,03 entre controle e EM
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Figura 36: Efeitos das trés doses de Eritromicina sobre a atividade
contratil da freqiiéncia de 0,04-0,05 Hz (2,4-3 cpm). Houve
diferenca significativa entre as doses de 0,4 e 10,0 mg/Kg
(*p<0,005) e entre as doses de 2,0 e 10,0 mg/kg (# p<0,02) para a
BAC. Houve diferenga significativa entre a dose de 0,4 e 10,0
mg/Kg para o EMG (**p<0,03). Os valores representam a variagdo
média obtida através da analise de 5 cdes e as barras verticais
indicam o DP.
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Ja a faixa de alta freqiiéncia entre 0,25-0,32 Hz (15-19,2 cpm) foi registrada

em 14 experimentos, embora apenas pelo EMG (Fig. 37). Essa faixa foi igualmente

quantificada em freqiiéncia (Tabela 9) e amplitude (Fig. 38).

Tabela 9: Atividade de alta freqliéncia coldnica registrada pelo EMG nos

experimentos empregando Eritromicina.

Dose Controle EM Pos-droga
0,4 Média Hz 0,276 0,263 * 0,276
cpm 16,56 15,78 16,56
SD Hz 0,024 0,024 0,027
cpm 1,44 1,44 1,62
2,0 Média . P{‘{f 0,288 0,281 0,290
P 17,28 16,86 17,40
SD Hz 0,020 0,035 0,022
cpm 1,20 2,10 1,32
10,0 Média . gz 0,272 0,232 0,235
P 16,32 13,92 14,10
SD Hz 0,020 0,030 0,028
cpm 1,20 1,80 1,68

*  p<0,04 entre periodo controle e EM
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Figura 37: Atividade de alta freqiiéncia registrada pelo EMG no colon.
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Em (A) observa-se o

registro do sinal de alta freqiiéncia colonica, sua ampliacdo (B) e sua intensidade espectral por
meio da FFT (C). Em (D) observa-se a analise espectral e a constancia dessa freqiiéncia. O
inset superior apresenta um trecho do registro original sem filtragem.
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Figura 38: Efeitos das trés doses de Eritromicina sobre a AUC da
atividade de alta freqiiéncia. O inset mostra os valores absolutos da
AUC para os periodos controle ¢ EM registrados para as trés doses. Os
valores representam a variagdo média obtida através da analise de 5 cdes
e as barras verticais indicam o DP.

*p<0,2; **p<0,2.

B.2 — Acdo da Eritromicina sobre a contratilidade do estomago
A Figura 39 ilustra o efeito das trés diferentes doses de eritromicina sobre o

registro elétrico e mecanico do estbmago de um mesmo animal.
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Figura 39: Registros elétrico (EGG) e mecéanico (BAC) da contratilidade gastrica obtidos em um
mesmo animal antes, durante e depois da administragdo das doses de 0,4 (A), 2,0 (B) ¢ 10,0 mg/Kg
(C) de EM. As setas indicam o inicio e o término da infusdo de EM.

A relagdo entre a dose de eritromicina administrada e seu efeito sobre a

contratilidade gastrica medida pela BAC e pela EMG ao longo dos 45 minutos apos a
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administracao encontra-se na Figura 40. O intervalo de tempo entre a administracao

da eritromicina ¢ o seu efeito maximo e a duragdo do efeito da droga sobre a

contratilidade encontra-se na Figura 41.

8 -
BAC
64
4 -
O T
2 Il M
a ?ijl ]
 ATN T2,
O] 1 | ‘o |- I_‘
0 B-o0-0-0-0-0-8 Bg-0-0-0-0-0-8:-&:4-8-0C
I J |l E'M ll I J I I I J I I
0 ) 10 15 20 29 30 35 40 45
Tempo (minutos)
12 =
10 i EGG
11 l Il
8 C 1L II—L" 1[
J l%}lln' 1 ’ J I i
6 .
o |1 \ JL%
2 :
4
.
1T ] .
2 T | 4 b-dp-go- A
AT % T L1 %— NS i
O-LAAAA}I = l e ¢7B- A-A
0 ' é 1IO ' 1I5 2IO ' 215 3I0 3]5 ' 4[0 4]5

Tempo (minutos)

Figura 40: Perfis temporais das respostas da contratilidade gastrica as
diferentes doses de eritromicina para a BAC e a EGG. As curvas
representam a dose de 0,4 mg/Kg (0), dose de 2,0 mg/Kg (¢) e dose de 10
mg/Kg (A) de eritromicina. As setas indicam inicio e o término de
administracdo da EM. Valores médios com barra vertical de DP.
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A atividade contratil entre 0,06-0,1 Hz (3,6-6¢cpm), encontrada em todos os
registros e caracteristica do estdmago, foi quantificada (Tabela 10) e a AMPLITUDE

calculada nos periodos de controle, aplicagdo da eritromicina e pos-droga (Fig. 42).

Tabela 10: Freqiiéncia de contragdo gastrica registradas para cada dose de EM

Dose Controle EM Po6s-droga

BAC EGG BAC EGG BAC EGG
0,4 Média Hz 0,089 0,087 0,067 * 0,065%* 0,088 0,080 %

cpm 534 5,22 4,02 3,90 5,28 4,80

SD Hz 0,009 0,006 0,012 0,005 0,010 0,005

cpm 0,54 0,36 0,72 0,30 0,60 0,30

2,0 Média Hz 0,080 0,085 0,074 § 0,0808 0,081 0,081

cpm 4,80 5,10 4,44 4,80 4,86 4,86

SD Hz 0,010 0,011 0,010 0,007 0,081 0,010

cpm 0,60 0,66 0,60 0,42 4,86 0,60

10,0 Meédia Hz 0,083 0,082 0,074 + 0,075%% 0,072 0,074

cpm 498 4,92 4,44 4,50 4,32 4,44

SD Hz 0,007 0,007 0,008 0,008 0,010 0,011

cpm 0,42 0,42 0,48 0,48 0,60 0,66

*  p<0,004 entre controle ¢ EM
*% p<0,0008 entre controle e EM
1 p<0,001 entre EM e po6s-droga
§ p<0,06 entre controle e EM
1 p<0,001entre controle e EM
11 p<0,02 entre controle e EM
1000 -
900
800
700
600 —
500 - *

400 w

300

200 - I w

bl BAC EGG
0

Variagdo da AUC em resposta a EM (%)

0.4 2,0 10,0 0,4 2,0 10,0
Dose de eritromicina

Figura 42: Efeitos das trés doses de Eritromicina sobre a amplitude de
contragdo gastrica. Os valores representam a variacdo média obtida através
da andlise de 5 caes e as barras verticais indicam o DP. *p<0,06.
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A partir da variacdo da amplitude, obtiveram-se as curvas dose-resposta do
estdbmago para as trés doses de eritromicina para o EGG e¢ a BAC (Fig. 43). Nas
curvas gastricas a metade do efeito maximo foi 0,48 com inclinacao da curva de 1,3

para a BAC ¢ 0,49 para o EMG com inclinagao de 1,5.

500-
400+
300- BAC

200- EGG

100+

AUC em resposta a EM (%)

c ] ) J
-0.5 0.0 0.5 1.0

Log Dose

Figura 43: Curvas dose-resposta a partir da variagdo de amplitude das
contragdes gastrica obtidas para as duas técnicas.

B.3 — Correlacdo em freqiiéncia

J& a correlagdo entre a BAC e o EMG para experimentos empregando
eritromicina foi realizada para a baixa freqiiéncia (Tabela 11), freqiiéncia de 0,04-
0,05 Hz (2,4-3 cpm) (Tabela 12) e alta freqiiéncia para as trés doses. Para a baixa
freqiiéncia houve uma alta correlagao no periodo de controle, que diminuiu durante o
periodo EM conforme a dose de eritromicina foi aumentada. No periodo pds-droga
houve uma relagdo inversa entre correlagdo ¢ dose de eritromicina administrada, ou

seja, o aumento da dose de EM diminuiu a correlacao entre os métodos.
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Tabela 11: Correlagao entre a EMG e BAC, para baixa atividade colonica, para as
trés doses de eritromicina

Baixa freqiiéncia

Controle EM Pos-droga
Média Dose 0,4 Dose2,0 Dosede 10,0 Dose0,4 Dose2,0 Dose 10,0

Correlagéo (r) 0,950 0,661 0,560 0,470 0,926 0,689 0,387

Para a freqiiéncia de 0,4-0,5 Hz houve uma correlagdo razoavel no periodo de
controle, que diminuiu para a dose de 0,4 mg/Kg, e aumentou para as outras duas
doses durante o periodo EM. No periodo Pos-droga houve uma relagdo direta entre
correlacdo e dose de eritromicina administrada, isto é, conforme aumentou a dose,
aumentou a correlacao. Nesses experimentos a correlagao para a alta freqiiéncia foi

nula.

Tabela 12: Correlacdo entre a EMG e BAC, para atividade colonica entre 0,04-0,05
Hz (2,4-3 cpm), para as trés doses de eritromicina

Freqiiéncia entre 0,04-0,05 Hz

Controle EM Pos-droga
Média Dose 0,4 Dose2,0 Dosede 10,0 Dose0,4 Dose2,0 Dose 10,0
Correlagdo (1) 0,717 0,440 0,875 0,906 0,397 0,795 0,908

A eritromicina, praticamente, ndo interferiu com a correlagao entre o EGG e a

BAC para as freqiiéncias gastricas (Tabela 13).

Tabela 13: Correlagdo entre EGG e BAC, na faixa de freqliéncia gastrica, para as
trés doses de eritromicina

Freqiiéncia gastrica

Controle EM Pés-droga
Média Dose 0,4 Dose2,0 Dosede 10,00 Dose0,4 Dose2,0 Dose 10,0

Correlagio (r) 0,985 0,91 0,93 0,91 0,99 0,97 0,9
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C — Efeitos de uma refeicio padronizada sobre a motilidade gastrintestinal de

caes nao anestesiados.

C.1 — Atividade motora gastrica ap6s uma refeicao padronizada

A Tabela 14 apresenta as freqiiéncias de contracdo caracteristicas do
estobmago durante o jejum e 25 minutos depois de uma refei¢do padronizada. Fica
evidente o aumento de freqiiéncia registrado para ambas as técnicas. Para essa faixa
de freqiiéncia gastrica também foi calculada a amplitude (Fig. 44) do periodo jejum e

do periodo alimentado.

Tabela 14: Freqiiéncias de contragdo gastricas registradas pela BAC e EGG
simultaneamente durante o jejum e apds a alimentagao.

BAC EGG
Jejum Alimentado Jejum Alimentado
Média  Hz 0,082 0,087 0,072 0,085
cpm 4,92 5,22 4,32 5,10
SD Hz 0,011 0,008 0,009 0,014
cpm 0,66 0,48 0,54 0,84
18 *%

16 -
14 4

12

10 4

BAC EGG

Figure 44: Efeito de uma refeicdo padronizada sobre a amplitude da
atividade gastrica. *p<0,1 e **p<0,18 entre periodo de jejum (O0) e
alimentado (m). Os valores representam a média dos resultados de 5 cées
e as barras verticais indicam o DP.
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C.2 — Resposta colonica imediata a uma refeicao
A Figura 45 mostra o efeito, em um mesmo cao, de uma refeicdo padronizada
sobre as atividades elétrica e mecanica do colon. A amplitude média apds refeigao,

excluindo-se as freqiiéncias gastricas, foi maior para a BAC do que para o EMG,

comparada ao jejum (Fig. 46).
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Figura 45: Registro da atividade elétrica (EMG) e mecénica (BAC), em um mesmo cdo, durante
periodo de jejum (J) e alimentado (A).
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Figura 46: Efeito de uma refei¢do sobre a amplitude colonica média.
Houve diferenga significativa (¥*p<0,05), para a BAC, comparando-se
o periodo jejum (O0) com o periodo alimentado (m). Os valores
representam a média dos resultados de 5 cles e as barras verticais
indicam o DP. **p<0,2.

A Tabela 15 apresenta o perfil da atividade colonica registrada antes e apds a

refeicdo em cada um dos caes.

Tabela 15: Freqiliéncias contrateis encontradas no colon de cdes em experimentos
antes e apos a refeicdo em cada um dos cdes. Casas preenchidas indicam a presenga
da faixa de freqiiéncia durante o periodo analisado e casas brancas indicam auséncia

da freqiiéncia.

63

0,02-0,035 Hz 0,035-0,055 Hz 0,12-0,15 Hz 0,18-0,24 Hz 0,27-0,35 Hz
1,2-2,1 cpm 2,1-3,3 cpm 7,2-9,0 cpm 10,8-14,4 cpm 16,2-21 cpm
Cao | ESTADO BAC | EMG | BAC EMG BAC | EMG | BAC | EMG | BAC | EMG
PRANDIAL
1 JEJUM
ALIMENTADO
2 JEJUM
ALIMENTADO
4 JEJUM
ALIMENTADO
5 JEJUM

ALIMENTADO
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Observa-se que a faixa de baixa freqiiéncia contratil entre 0,02-0,035 Hz (1,2-
2,1 cpm) esteve presente em todos animais € em ambas as técnicas. A faixa de baixa
freqiiéncia foi quantificada em freqiiéncia (Tabela 16) e amplitude (Fig. 47) para os
periodos de jejum e alimentado. Ja a faixa de alta freqiiéncia entre 0,27-0,35 Hz
(16,2-21 cpm) foi registrada em todos os experimentos, embora apenas pelo EMG.

Essa faixa foi igualmente quantificada (Tabela 17 e Fig. 48).

Tabela 16: Atividade de baixa freqiiéncia contratil registrada pela BAC e pelo EMG
no colon antes e apos a refeigao

BAC EMG
Jejum Alimentado Jejum Alimentado
Média Hz 0,018 0,020 * 0,017 0,021 **
cpm 1,08 1,20 1,02 1,26
SD Hz 0,003 0,003 0,002 0,003
cpm 0,18 0,18 0,12 0,18

*  p<0,04 entre jejum e alimentado
*% p<0,02 entre jejum e alimentado

AUC

BAC EMG

Figura 47: Efeito de uma refei¢do sobre a amplitude da atividade de
baixa freqiiéncia. Houve diferenga significativa (*p<0,02), para a BAC,
comparando-se o periodo jejum (O0) com o periodo alimentado (m). Os
valores representam a média dos resultados de 5 cdes e as barras
verticais indicam o DP. **p<0,08.
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Tabela 17: Atividade de alta freqiiéncia contratil registrada pela EMG no célon
antes e apo6s a refei¢ao

EMG
Jejum Alimentado
Média  Hz 0,310 0,315
cpm 18,6 18,9
SD Hz 0,014 0,013
cpm 0,84 0,78

0
EMG

Figura 48: Efeito de uma refeicdo sobre a AUC
da atividade de alta freqiiéncia. Ndo houve
alteracdo significativa entre o periodo jejum (O0)
e o periodo alimentado (m). Os valores
representam a média dos resultados de 5 cées e
as barras verticais indicam o SD.

C.3 — Correlaciao em freqiiéncia

A correlacdo em freqiiéncia entre a BAC e o EMG, nos experimentos em
jejum e apo6s a alimentacdo, foi efetuada para a baixa freqii€ncia coldnica. Observa-
se uma alta correlagdo entre os métodos durante o periodo de jejum (r = 0,95),

comparado ao periodo alimentado (r = 0,70).
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C.4 — Resposta colonica da atividade motora colonica a refeicao

A motilidade do colon respondeu de modo bifasico a ingestdo de uma
refeicdo padronizada (Fig. 49). Um pico precoce, seguido de gradual redugao da
atividade, que foi mais nitido no registro de EMG do que no de BAC, e uma segunda
elevacao tardia, cerca de 5 horas apds a refeicao. Nota-se a semelhanga no perfil dos

registros obtidos pelas duas técnicas.

14 -

AUC Média

o+tr—4r-rrr-r-r-—rrr
-05 00 05 1.0 1.5 20 25 3.0 35 40 45 50 55 6.0 65

Tempo (horas)

Figura 49: Resposta colonica a refeicdo (AUC), registrada pela BAC (o) e pela EMG
(m), durante 6h. A seta indica o inicio da ingestdo da refeigdo teste que durou cerca de 5
min. Observa-se o aumento da AUC da motilidade col6nica entre o jejum e 25 min apo6s
a refeigdo para o EMG (**p<0,06). O segundo aumento da AUC apo6s Sh de refei¢do foi
significativo em relagdo ao jejum para a BAC (##p<0,05). *p<0,1 e #p<0,2. Os valores
representam a média dos resultados de 5 caes e as barras verticais indicam o DP.

D — Registros gastricos e colonicos obtidos com conjuntos implantados no célon

€ no estomago




Resultados 67

D.1 — Correlagao entre a BAC e a EMG por meio de implanta¢io no estomago
distal.

A correlacao temporal entre a BAC e a EMG obtida por meio de implantagao
de marcador magnético e eletrodo no estdomago foi de 0,86+0,08. Na Figura 50
observa-se, inclusive, a diferenca de fase entre o sinal elétrico (EMG — azul) e o sinal

mecanico (BAC — vermelho).
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Figura 50: Correlagdo entre os registros da BAC (vermelho) ¢ da EMG (azul) obtidos através
de implantagdo de marcador magnético e eletrodo no estdmago, respectivamente. Em (A) os
sinais registrados simultancamente, em (B) os dois espectros de poténcias obtidos por meio de
FFT e em (C) a correlagdo temporal entre os dois métodos.
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D.2 — Registros obtidos por eletrodos gastricos e EGG

As comparagdes, durante protocolo empregando EM, entre o eletrodo
implantado no estdmago e o EGG realizado simultaneamente estdo quantificados na
Tabela 18. Exemplos de registros realizados, durante o periodo controle, estdo

apresentados sem filtragem pela Figura 51 e filtrados pela Figura 52.

Tabela 18: Freqiiéncias de contracdo gastrica registradas pelo eletrodo implantado e
pelo EGG simultaneamente

Controle EM Pos-droga
Implantado EGG Implantado EGG Implantado EGG
Média Hz 0,089 0,086 0,078 0,073 * 0,083 0,083 §
cpm 5,34 5,16 4,68 4,38 4,98 4,98
SD Hz 0,008 0,005 0,009 0,002 0,007 0,007
cpm 0,48 0,30 0,54 0,12 0,42 0,42

* p<0,02 entre EGG controle e EGG na EM
§ p<0,05 entre EGG na EM e p6s-droga

Os dados mostraram diferenca significativa apenas entre os periodos

analisados, mas ndo entre as duas técnicas de registro elétrico (Tabela 18).

Intensidade (mV)

1 i
a0 5 10
Tempo (min)

Intensidade (mV)
o

] 3 10
Tempo (min)
Figura 51: Registros elétricos do estdmago de um mesmo animal durante o periodo controle. O painel

superior apresenta um registro proveniente de eletrodo implantado na serosa gastrica, enquanto o
painel inferior mostra o EGG simultaneo.
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o

Intensidade (mV)

Tempo (min)

T T T T T T T T

0 0.02 0.04 01 0.12 0.14 0.16 0.18 0.2

Freguéncia (Hz)

Intensidade (mV)

Intensidade (mV)

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18 0.2

Frequéncia (Hz)

Figura 52: Registros elétricos do estomago de um mesmo animal durante o periodo controle. Em
(A) o sinal registrado pelo eletrodo implantado na serosa gastrica e sua intensidade espectral por

meio de FFT (B). Em (C) o registro obtido pelo eletrodo superficial (EGG) e sua intensidade
espectral por meio de FFT (D).

D.3 — Interferéncia entre os registros gastricos e os colonicos
A Figura 53 apresenta registros elétricos de eletrodos implantados gastricos
(freqiiéncia de 0,08 Hz ou 4,8 cpm) e coldnicos (freqiiéncia de 0,32 Hz ou 19,2 cpm)

obtidos simultaneamente, onde nota-se a nitida interferéncia de um registro no outro.
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Figura 53: Registros elétricos obtidos simultaneamente por eletrodos implantados no estdmago e no
colon. O painel esquerdo apresenta o registro, a intensidade espectral por meio de FFT e a analise
espectral de um eletrodo implantado no c6lon. O painel direito mostra o registro, a intensidade
espectral por meio de FFT e a analise espectral de um eletrodo implantado no estdmago.

O detalhe que caracteriza a interferéncia ¢ que no eletrodo gastrico a
freqiiéncia que apresenta maior intensidade ¢ a freqliéncia gastrica enquanto a
freqiiéncia colOnica apresenta uma menor intensidade e vice-versa para o eletrodo
colonico.

A Figura 54 apresenta freqiiéncia caracteristica do estdbmago (em torno de
0,08 Hz ou 4,8 cpm) obtida pela BAC em um animal com um marcador magnético
implantado no estdmago (A e E) e em um animal sem marcador implantado no

estomago (C e G). Observa-se a nitida interferéncia de um registro no outro.
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Figura 54: O painel esquerdo representa um sensor de BAC posicionado sobre a projecdo géstrica,
enquanto o painel direito representa sensor posicionado sobre a projegdo colonica durante registro
simultaneo. Em (A e E) estdo representados os registros de um animal com marcador magnético
implantado no estdmago ¢ suas respectivas intensidades espectrais por meio de FFT (B e F). Em (C e
G) estdo representados os registros em um animal sem marcador magnético implantado no estomago e
suas potencias espectrais por meio de FFT (D e H), respectivamente.

No que concerne a comparagdo entre técnicas um dado importante ¢ que a

relagdo sinal/ruido média obtida pela BAC de 30+3,6 foi maior do que a do EMG de

25+3,0 durante periodos de controle.

D.4 — Correlacdo Temporal entre freqiiéncias elétricas gastricas e colonicas

A Figura 55 mostra a correlagdo temporal, da atividade elétrica de alta

freqliéncia coldnica, entre os registros provenientes do eletrodo implantado no c6lon

e do eletrodo implantado no estdmago. A correlagdo para alta freqiiéncia colonica

apresentou um r = 0,88 para um p<0,05. Observa-se o deslocamento temporal da

atividade elétrica, que se origina co6lon, e depois de alguns segundos ¢ registrado pelo

eletrodo gastrico.
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A Figura 56 mostra a correlacao temporal, da atividade elétrica do estomago,
entre os registros provenientes do eletrodo implantado no colon e do eletrodo
implantado no estobmago. A correlagdo para a freqiiéncia gastrica apresentou um r =
0,76 para um p<0,05. Observa-se o deslocamento temporal da atividade elétrica, que

se origina estdmago, € depois de alguns segundos ¢ detectada pelo eletrodo coldnico.
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Figura 55: Correlacdo temporal da atividade elétrica de alta freqiiéncia entre registros
provenientes do eletrodo implantado no colon (verde) e do eletrodo implantando estdmago (azul).
Em (A), sem ajuste de fase, observa-se que o tracado colonico (verde) antecede temporalmente o
gastrico (azul). Em (B) os sinais foram ajustados em fase ¢ (C) representa a correlagdo temporal.
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fase, observa-se que o tragado em azul antecede temporalmente o verde. Em (B) os sinais foram ajustados em
fase e a correlag@o temporal (C).
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E — Outros resultados

E.1 — Exemplos de freqiiéncias esporadicas
Todos os experimentos apresentaram freqiiéncias variaveis como, por
exemplo, 30 mHz (Fig. 57), 50 mHz (Fig. 58), 120 mHz (Fig. 59), 150 mHz (Fig.

60), 190 mHz registradas pela BAC (Fig. 61) e pelo EMG (Fig. 62).
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Figura 57: Atividade com freqiiéncia de 0,03 Hz (1,8 cpm) registrada no colon. Em (A)
observa-se o registro do sinal dessa freqiiéncia colonica, sua ampliagdo (B) e sua
intensidade espectral por meio de FFT (C). Observa-se na andlise espectral durante o
tempo (D) sua caracteristica temporaria.
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Figura 58: Atividade com freqiiéncia de 0,05 Hz (3 cpm) registrada no coélon. Em (A)
observa-se o registro do sinal, sua ampliagdo (B) e sua intensidade espectral por meio de

FFT (C). Observa-se na analise espectral durante o tempo (D), que no inicio do registro essa
freqiiéncia ndo foi observada.
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Figura 60: Atividade com freqiiéncia de 0,15 Hz (9 cpm) registrada no célon. Em (A)
observa-se o registro do sinal, sua ampliacdo (B) e sua intensidade espectral por meio de FFT

(C). Observa-se na andlise espectral no tempo (D) que a freqii€ncia, praticamente, desapareceu
depois de 25 minutos de registro.
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Figura 61: Atividade com freqiiéncia de 0,19 Hz (11,5 cpm) registrada pela BAC no célon. Em
FFT (C). Observa-se na analise espectral (D) um aumento de intensidade no decorrer do tempo.
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E.2 — Permanéncia dos marcadores magnéticos implantados

Trés animais foram novamente reconduzidos ao laboratério, para um
mapeamento da intensidade de campo magnético registrado, seis meses apds a
cirurgia. Os marcadores magnéticos continuavam implantados, sem prejuizo a saude
do animal, indicando que este modelo experimental elétrico e magnético cronico foi
bem sucedido. A Figura 63 apresenta registros colonicos obtidos pela BAC, em um

mesmo animal, 10 dias apos a implantacdo cirargica do marcador magnético e apds

seis meses.

=
£
-4
=
0
-
Fi
1]
£
0.15 0.2
Freqiiéncia (Hz)
00010,
= 0.0005 I o
< : .
= E |
g D pmamme e
2 .
= 50
45

40

35

30

Tempo (min) 25

0.3

0.15 02

Freqiiéncia (Hz)

Figura 63: O painel A representa um sensor de BAC posicionado sobre o colon 10 dias apos a
implantagdo do marcador magnético, enquanto o painel B representa o mesmo sensor seis meses apos a
cirurgia. As setas vermelhas indicam (da direita para a esquerda): freqiiéncia caracteristica da respiragao,
freqiiéncia temporaria (diferentes perfis nos dois registros), freqiiéncia caracteristica do estomago e baixa
freqiiéncia de atividade colonica.
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*N&o ha fatos, apenas interpretagoes!

Nietzsche
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5. DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho mostram que a BAC ¢ uma técnica capaz de
avaliar atividade motora do TGI de caes. Os experimentos, empregando
Prostigmina® e Buscopan®, foram utilizados para testar a capacidade da BAC em
registrar a motilidade do TGI, sobre a qual essas drogas tém agdo rapida e efeitos
bem conhecidos e consistentes (Fig. 19). Assim, apesar de esperados, os resultados
foram plenamente satisfatorios para a validagdo desse modelo animal utilizando a
BAC, a EMG e a EGG. A Prostigmina®, quando utilizada em estudos in vitro,
apresentou efeitos potentes sobre o colon (YELLIN; NEWMAN; DONAVAN, 1973),
sendo que, nossos dados adicionam mais informagdes sobre sua acdo na motilidade
colonica in vivo.

A amplitude da atividade colonica mostrou um significativo aumento apos a
Prostigmina®, comparado ao controle, e uma redugdo, também significativa, entre a
Prostigmina® e o Buscopan® (Fig. 20). Ndo houve diferenca entre o periodo de
controle ¢ o de Buscopan®, provavelmente, por ter sido administrado apos a
Prostigmina®, que por sua vez, apresentou efeitos muito intensos. Todas essas
alteragdes foram registradas pela BAC e pela EMG. A atividade colonica de baixa
freqiiéneia foi significativamente reduzida pela Prostigmina®, efeito que foi
parcialmente diminuido pela administracdo de Buscopan® (Tabela 2), sendo que
essas variagoes foram igualmente detectadas pela BAC e pela EMG. Nessa faixa de
freqiiéncias, a amplitude das contragdes foi significativamente aumentada pela
Prostigmina® (Fig. 22), esse efeito foi detectado com mais nitidez pela BAC do que

pela EMG. Esse efeito da Prostigmina foi anteriormente demonstrado por Sarna
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(1980). Vale ressaltar, que o aumento da &rea sob a curva estd diretamente
relacionado a diminuicdo da freqiiéncia, pois esta reducdo torna a area sob essa
atividade maior.

A Prostigmina® reduziu a atividade colénica de alta freqiiéncia, enquanto, o
Buscopan” parece néo ter apresentado efeito (Fig. 24). Considera-se, que a atividade
desta faixa de freqiliéncia teria origem da camada muscular longitudinal, enquanto as
atividades de baixa freqiiéncia seriam provenientes da camada circular (SARNA
1991a; HUIZINGA & DANIEL, 1986). Assim, pode-se inferir uma duragdo maior
dos efeitos da Prostigmina™ sobre a camada longitudinal e com uma poténcia que,
talvez, tenha impedido a agdo do Buscopan®™. A correlagdo entre a BAC ¢ a EMG
para a atividade colonica de baixa freqiiéncia, nos experimentos empregando
Prostigmina® e Buscopan®, foi razoavel, durante o periodo controle, ¢ aumentou
durante a acdo da Prostigmina® permanecendo elevada apos o Buscopan® (Tabela 5).

Os efeitos das duas drogas sobre a amplitude de contragdo do estomago
foram semelhantes, em linha geral, aos observados no célon (Fig. 25). A amplitude
da EGG, apos a Prostigmina®, ndo apresentou aumento significativo, embora a
redugiio provocada pelo Buscopan® tenha sido. A BAC revelou tanto um aumento de
amplitude pela Prostigmina®, quanto uma redugdo pelo Buscopan®, conforme
descrito anteriormente (MORAES et al., 2003).

Os efeitos da eritromicina (EM) sobre o colon, especialmente in vivo, sdo
pouco caracterizados (COSTA et al., 1997) e muito controversos, variando entre um
efetivo aumento na motilidade (FEIGHNER et al., 1999; SHARMA; BHARGAVA;
MATHUR, 1995) e uma aparente auséncia de efeitos significativos (BRADETTE;

POITRAS; BOIVIN, 1993; DELVAUX et al., 1994; JAMESON et al., 1992), ao
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menos nas mesmas doses utilizadas no TGI superior (BASSOTTI et al., 1998). Uma
possivel agdo pro-cinética da EM no colon seria de particular interesse para
aplicagdes clinicas, como o tratamento da constipacio (NISSAN; FREUND;
HANANI, 2002).

Nossos dados (Fig. 26) confirmaram trabalhos anteriores sobre a existéncia
dos efeitos pro-cinéticos da EM no célon de caes (CHIBA et al., 2000), além dos ja
comprovados efeitos no célon do homem e de coelhos (BRADETTE; POITRAS;
BOIVIN, 1993; COSTA et al., 1997). Estudos no célon de coelhos mostram a agdo
da EM aumentando a motilidade coldnica aparentemente de modo dose-dependente
(COSTA et al., 1997; HASLER; HELDSINGER; OWYANG, 1992; KOUTSOVITI-
PAPADOPOULOU; KOUNENIS; ELEZOGLOU, 1994). Os resultados obtidos por
alguns estudos coldnicos em caes, no entanto, dificilmente poderiam ser comparados,
j& que as doses utilizadas sdo muito varidveis. Considerando o co6lon de caes, por
exemplo, Otterson e Sarna (1990) empregaram 1, 10 e 25 mg/kg, enquanto Chiba et
al. (2000) utilizaram 0,05, 0,5 e 2,0 mg/kg de EM e Holle, Steinbach e Forth (1992)
empregaram apenas uma dose de 10 mg/kg de EM. Deve-se considerar ainda um
limite na dose méaxima a ser utilizada, pois doses altas de EM estdo associadas a
nausea, vomito e diarréia (DIBAISE et al., 2001; VARANNES et al., 1995). Por
essas razoes, neste estudo, foram utilizadas doses dentro da faixa citada
anteriormente. A dose maxima adotada foi de 10 mg/kg, quando os efeitos colaterais
comecariam a inviabiliza os experimentos, pois alguns cdes apresentaram colicas e,
em alguns casos, defecaram.

A relacdo entre dose e efeito ¢ avaliada pela constatagdo referente a

velocidade com que o colon responde as diferentes doses administradas, ou seja,
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quanto maior a dose mais rapida, intensa e duradoura ¢ a resposta (Fig. 27). As
variacoes de atividade motora ao longo do tempo, causadas pelas diferentes doses de
eritromicina e registradas pela BAC, guardam grande semelhanca com aquelas
registradas pela EMG; ambas revelam claramente a relagao entre dose e resposta. Ha,
entretanto, diferengas ligeiras, mas nitidas, entre os perfis de atividade motora
registrados apds a dose mais elevada de eritromicina (Fig. 28). Nota-se que a
elevagdo de atividade motora durante a injecdo ¢ mais rapida e a reducdo de
atividade, que se segue a maxima ¢ mais lenta, conforme o registro de EMG.
Percebe-se, também, pela inclinagdo da curva “dose-resposta” que o colon respondeu
a dose de 10,0 mg/kg da EM com grande intensidade, logo no inicio da infusdo. Nao
houve resposta imediata a administracdo da dose de 0,4 mg/kg, ao contrario do que
ocorreu com as doses de 2,0 e de 10,0 mg/kg.

E interessante notar que a duragdo total da resposta a eritromicina também foi
dependente da dose utilizada, como descrito anteriormente (JARVIE et al., 2007).
Nossos dados mostram que para a dose de 10,0 mg/kg a duragdo total foi de 17
minutos para BAC e 18 minutos para a EMG (Fig. 28 e 29). Em contrapartida, varios
estudos in vitro mostraram que a EM ndo ¢ capaz de evocar contragdo de longa
duracdo (DASS et al., 2003), razdo pela qual se considera que a atividade pro-
cinética dos receptores de motilina ¢ de curta duracdo (THIELEMANS et al., 2005).

A amplitude registrada pela BAC e pela EMG no cdélon, sem a freqiiéncia
caracteristica do estdbmago, mostrou um significativo aumento apés a dose de 10,0
mg/kg de eritromicina comparada a dose 0,4 mg/kg (Fig. 29 e 30). No entanto, o
perfil das curvas dose-resposta colonicas mostra certa diferenca entre as técnicas (Fig.

31). Quando se incluem as freqiiéncias gastricas na andlise, observa-se uma redugio
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da variagdo da AUC entre as doses e, também, entre as duas técnicas, tornando
ambas as respostas muito semelhantes (Fig. 32). Isso parece significar que a
atividade motora do estdmago tem grande influéncia sobre os sinais coldnicos,
reforgando a necessidade de retirar as freqii€ncias tipicamente gastricas das analises.
Nesse sentido, convém confrontar essas curvas dose-resposta, que incluem as
freqliéncias gastricas, com aquelas obtidas apenas para a faixa tipica do estdmago
(Fig. 43). No estdmago e no intestino delgado as atividades elétricas e mecanicas
podem ser registradas em fase entre a camada muscular circular e a longitudinal
(SMITH; REED; SANDERS, 1987). O perfil das curvas dose-resposta do estomago
¢ o mesmo para a EGG e para a BAC evidenciando um acoplamento eletromecanico
muito alto. Para o coélon, o registro elétrico e mecanico simultdneo ¢ extremamente
dificil, pois além do pobre acoplamento entre a atividade elétrica e motora das
camadas musculares, tem-se uma acentuada diferenca na freqiiéncia de oscilagdo
dessas duas camadas (HUIZINGA & DANIEL, 1986).

A inclinagdo da curva “dose-resposta”, freqiientemente, ¢ usada para medir a
sensibilidade de um sistema aos aumentos de dose. Em uma curva dose resposta
padrdo espera-se um fator de inclinagdo igual a 1,0 devido a uma relagdo homogénea
entre a resposta e a ocupagdo de receptores (CARPENTER, 1986). Um fator de
inclinagdo maior reflete uma curva mais ingreme e pode ser observado nas curvas
dose-resposta colonicas, registradas pela BAC, onde pequenas variagdes na dose
administrada representam grande variagdo na amplitude. Para as curvas dose-
resposta colonicas registradas pela EMG o fator de inclinacdo ¢ préoximo de 1,0
indicando homogeneidade entre a dose administrada e a resposta registrada. Para o

estomago o fator de inclinacdo ¢ muito proximo de 1,0, tanto para a BAC, quanto
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para o EGG indicando variagdes proporcionais entre o aumento de dose e a resposta.
O ECsp indica a concentragdo da droga que produz metade da resposta maxima. Nos
resultados observa-se, para as curvas colonicas da EMG, que o ECsy ¢ quase o dobro
daquele obtido para a BAC. Nas analises que incluiram o estdmago, de forma isolada
ou associada ao colon, tém-se valores muito semelhantes de ECsy, mais uma vez
sinalizando para a forte articulacao entre atividade elétrica e motora que ocorre no
estomago (Figs. 32 e 43).

O perfil de freqiiéncia contractil nos experimentos com EM, foi agrupado em
oito faixas principais (Tabela 6), sendo que, devido a grande quantidade de estudos
desse protocolo, foi possivel quantificar a faixa entre 0,04 ¢ 0,05 Hz (2,4-3 cpm). A
quantificagdo da atividade colonica de baixa freqliéncia mostrou que a EM,
independente da dose administrada, tem pouco efeito nessa faixa (Tabela 7). Houve
uma reducdo da atividade entre o periodo EM e o pos-droga na dose de 10,0 mg/kg
para a BAC, indicando que os efeitos dessa dosagem persistem durante o periodo
pos-droga. No entanto, na dose de 10,0 mg/kg a variacdo da amplitude aumenta para
a BAC e diminui para a EMG. A a¢do da EM em reduzir a freqiiéncia das contragdes
do estdmago ¢ bem conhecida (HOLLE; STEINBACH; FORTH, 1992), e os nossos
resultados indicam que o mesmo ocorre no célon. Esse fendmeno ocorreu, também,
para a Prostigmina® (Fig. 25). Um estudo anterior, comparando os efeitos da
eritromicina aos da Prostigmina®, foi realizado no TGI superior de cdes ndo
anestesiados (HOLLE; STEINBACH; FORTH, 1992). Nesse trabalho uma unica
dose de eritromicina (10,0 mg/kg), administrada durante um longo periodo, foi
comparada a administragio de 2 ml de Prostigmina®. Os resultados mostraram que a

Prostigmina® tem efeito mais lento e menos potente em aumentar a motilidade
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gastrica de caes (HOLLE; STEINBACH; FORTH, 1992). Convém ressaltar que, a
dose de 10 mg/kg de EM foi comparada ao dobro da Prostigmina® utilizada em
nosso estudo. Nossos dados mostraram que o efeito de 1 ml de Prostigmina® foi
semelhante aquele obtido ap6s a dose de 10 mg/kg de EM, inclusive provocando
diminui¢do na atividade coldnica de alta freqiiéncia. Infere-se que na faixa de
atividade coldonica de baixa freqiiéncia o aumento na motilidade, provocado pela
dose de 10,0 mg/kg, e observado apenas na anélise da amplitude para a BAC, decorre
de alteragcdes na relacdo entre a atividade elétrica ¢ a mecanica.

A freqiliéncia na faixa entre 0,04 ¢ 0,05 Hz (2,4 e 3 cpm) (Fig. 35), caiu
significativamente entre o controle e periodo de EM, para dose de 10,0 mg/kg, e
aumentou para o periodo pos-droga, comparado com o periodo EM, apenas para a
BAC (Tabela 8). A amplitude para a mesma faixa de freqiiéncia apresentou aumentos
significativos entre a dose de 0,4 e a de 10,0 mg/kg para as duas técnicas (Fig. 36).
Nessa faixa de freqiiéncia, a EMG responde a varia¢ao na dosagem de EM de modo
semelhante a BAC, ao contrario do que ocorreu para a baixa freqiiéncia. A EM
reduziu significativamente a atividade colonica de alta freqiiéncia durante o periodo
EM na dose de 0,4 com a mesma tendéncia para a dose de 10,0 mg/kg (Tabela 9).
Outra tendéncia ¢ a volta da freqiiéncia aos valores de controle durante o periodo
poés-droga, exceto para a dose de 10,0 mg/kg. Nesta dosagem, os animais ainda
apresentaram alta freqiiéncia menor do que no periodo controle, indicando um efeito
mais duradouro da droga (Fig. 38).

As variacdes de amplitude observadas, analisando-se a atividade de baixa
freqiiéncia, parecem ser comparativamente maiores na BAC do que na EMG (Fig.

34). Sarna (1986), utilizando conjuntos compostos por “strain-gauge” e eletrodos
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implantados, constatou que as contragdes de longa duracao (0,008-0,03 Hz ou 0,5-2
cpm) estavam associadas ao complexo elétrico de contragdo (CEC com oscilagdes
elétricas entre 0,28 ¢ 0,6 Hz ou 17 e 40 cpm), enquanto as contragdes de curta-
duragdo (0,06-0,1 Hz ou 4-6 cpm) associavam-se a atividade elétrica de controle
(ECA) na mesma freqiiéncia das contracdes (EL-SHARKAWY, 1983). A freqliéncia
de oscilagdo do CEC pode ser alta para a capacidade do musculo de relaxar entre
cada despolarizacdo, resultando em acumulativas adi¢des de amplitude sobre uma
contracdo de longa duracdo (SARNA, 1991a). Além disso, diversos estudos apontam
para o fato de que as oscilagdes elétricas até 12 cpm teriam uma correspondéncia de
1:1 com as contragdes motoras colonicas. Acima dessa freqiiéncia, as oscilagdes
elétricas teriam como contrapartida 1-3 contracdes por minuto (HUIZINGA &
DANIEL, 1986; SARNA, 1991a). Pode-se presumir que na faixa de baixa freqiiéncia
a contragdo mecanica, proveniente da atividade elétrica de baixa freqiiéncia (camada
circular), sobrepde-se aquela proveniente da atividade elétrica de alta freqiiéncia
(camada longitudinal).

A EM parece exercer sua atividade pro-cinética facilitando a fungao
colinérgica entérica, ou seja, aumentando a liberacdo de acetilcolina por meio de
estimulacdo pré-juncional (JARVIER et al., 2007). Nesse sentido, Keef et al. (1992)
demonstraram que o colon responde ao aumento de acetilcolina com freqiiéncia
contractil de 1-3 cpm. Isso explicaria porque os pro-cinéticos aumentaram mais a
variagdo de amplitude na atividade de baixa freqiiéncia registrada pela BAC do que a
da EMG. Essas inferéncias advém do fato de apenas a EMG detectar freqiiéncias
colonicas acima de 0,2 Hz (12 cpm) e da BAC apresentar uma variagdo em

amplitude da atividade de baixa freqiiéncia maior. Freqliéncias colonicas abaixo de
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0,2 Hz (12 cpm) foram registradas pela BAC e pela EMG (Figs. 58, 59 e 60). Todos
esses dados estdo em conformidade com os trabalhos de Huizinga e Daniel (1986) e
Sarna (1991a) e com as classificagdes das atividades eletromotoras, propostas para
cada camada muscular citada acima. Vale ressaltar, que a BAC registrou freqiiéncias
maiores do que 0,3 Hz nos experimentos, como as provenientes da atividade
respiratoria. Dessa forma, descartando, uma possivel incapacidade da técnica em
registrar altas freqiiéncias.

Os registros comparativos entre a EGG e a BAC da Figura 39 devem ser
encarados com cautela, visto que, nesse caso, a medida realizada pela BAC foi
indireta, j4 que, o marcador magnético estava implantado apenas no colon.
Entretanto, observa-se a nitida a relacdo de dependéncia entre a dose de eritromicina
administrada e seus efeitos no estdmago. Diversos estudos demonstraram essa
relacdo no homem e no cdo, embora empregando doses diferentes de EM (COULIE
et al., 1998; HOLLE; STEINBACH; FORTH, 1992). Interessante observar, que a
duragdo total da resposta gastrica para a dose de 10,0 mg/kg ¢ maior do que aquela
registrada no colon (Figs.40 e 27). Para as doses de 2,0 e 0,4 mg/kg a duracdo da
resposta gastrica ¢ menor na BAC e maior na EGG, em relagdo ao célon (Fig. 41).
Esses resultados parecem reforgar a hipdtese de que essa dependéncia da dose para
induzir efeitos provavelmente reflete a ativacdo de vias diferentes colinérgicas
diferentes (COULIE et al., 1998; PARKMAN et al., 1995). O tempo necessario para
que ocorra a resposta maxima, registrado pela BAC para a dose de 10,0 mg/kg, ¢
praticamente idéntico no estomago e no colon (Fig. 41 e 28). Para as outras doses, o
tempo ¢ menor no estdbmago, confirmando a no¢do de que doses menores t€ém agdo

gastrica rapida, sem efeitos colaterais visiveis e de curta duracao (JANSSENS, 1990;
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COULIE et al.,, 1998). As trés doses de EM reduziram significativamente a
freqiiéncia gastrica entre o periodo controle € o periodo EM (Tabela 10). A
freqiiéncia s6 aumentou no periodo pds-droga, em relacdo ao periodo EM, apods a
dose de 0,4 mg/kg, confirmando a transitoriedade do efeito sobre a motilidade
gastrica nessa dosagem. Nesses experimentos a correlacdo, entre a EMG e a BAC,
em relagdo as freqiiéncias, mostrou-se fortemente dependente da dose de EM
utilizada. Analisando a atividade colonica de baixa freqiiéncia, durante o periodo de
controle, tem-se uma alta correlacdo (Tabela 11). Nessa faixa de freqiiéncia, durante
a EM, a correlacao entre BAC ¢ EMG depende da dose administrada, enfatizando o
efeito da droga nas relacdes elétricas e mecéanicas. Para essa faixa, no periodo pos-
droga, essas relagdes entre BAC e EMG ainda encontram-se sob efeito da dose de
EM aplicada. Para a faixa de 0,04-0,05 Hz (2,4-3 cpm) ha uma correlacdo mediana
durante o periodo controle (Tabela 12), enquanto a dose de 10 mg/kg de EM associa-
se uma alta correlacdo entre as técnicas, tanto no periodo EM, quanto no periodo
pos-droga. Nesta faixa de freqiiéncia, durante e apds a dose de 0,4 mg/kg, ocorre
exatamente o contrario do descrito para a dose maior. Parece pertinente supor, nesse
caso, que altas doses de EM diminuem a correlagdo entre a BAC ¢ a EMG na
atividade colonica de baixa freqiiéncia, enquanto melhoram a correlagdo para a faixa
de 0,04-0,05 Hz. Esses efeitos podem ser observados em véarios registros, onde ¢
possivel observar que essa faixa de freqiiéncia foi refor¢ada pela administracdo da
EM (Fig. 57). Concluindo, e considerando apenas o periodo de controle, tem-se uma
alta correlagdo entre BAC e EMG para a atividade de baixa freqiiéncia, valores
intermediarios de correlagdo para a atividade com a freqiiéncia entre 0,04 ¢ 0,05 Hz e

auséncia de correlacdo para a atividade de alta freqiiéncia, que nao foi detectada pela
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BAC. Essas correlagcdes parecem enfatizar as relagdes eletromecanicas descritas
anteriormente, pois reforcam a capacidade da BAC em registrar a atividade motora
coldnica.

Protocolos empregando cdes nao anestesiados foram exeqiiiveis devido a
docilidade dos animais e ao treinamento repetitivo (Fig. 14). Tal condicionamento
permitiu que fossem realizados registros sem a utilizacdo de anestésicos, variando-se
o estado prandial dos animais. A ingestdo da uma refeicdo teste causou uma
prolongada alteracdo nos padrdes de motilidade colonica observados no jejum (Fig.
45), o que foi consistente com estudos anteriores (SCOTT et al., 1995;
FIORAMONTI & BUENO, 1983). Em resposta a alimentag¢do, houve aumento da
freqiiéncia de contragdo gastrica registrada pela EGG e uma tendéncia de aumento
registrada pela BAC (Tabela 14). A amplitude da atividade motora géstrica
aumentou apds a refeicdo teste para as duas técnicas (Fig. 44). A amplitude coldnica
e a amplitude para a atividade de baixa freqiiéncia apresentaram o mesmo perfil de
aumento significativo da motilidade apos a refei¢do, enquanto na atividade de alta
freqliéncia esse aumento ndo passou de uma pequena tendéncia (Figs. 46 e 47).
Considerando-se a atividade colonica de baixa freqliéncia, observou-se uma
correlacdo maior entre os métodos durante o periodo de jejum do que durante o
periodo alimentado.

Em estudos prévios, a resposta colonica a alimentagao difere da resposta do
estomago e do intestino delgado por duas razdes principais: 1) a refeicdo entra em
contato direto com o TGI superior poucos minutos depois da ingestdo, enquanto
demora, no minimo, 2 h para alcangar o c6lon; 2) quando o quimo chega ao cdlon

pode levar varias horas para atravessa-lo inteiramente, tornando as respostas
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diferentes para cada segmento (SARNA, 1991b). Em diferentes estudos prévios, a
resposta colonica a alimentacdo em caes foi dividida em periodos, com duragdo
muito variavel, de acordo com o protocolo experimental empregado (SARNA, 1991b;
SCOTT et al., 1995). A primeira fase pos-prandial comeca logo apos a ingestdo da
refeicdo com aumento da motilidade e duragdo entre 5 minutos e 1 hora (SARNA,
1991b; SCOTT et al.,, 1995). A segunda fase inicia-se logo na seqiliéncia, com
duragdo de cerca de 2 h, e inibi¢do da motilidade colonica (FLOURIE et al., 1989;
SCOTT et al., 1995; FIORAMONTI & BUENO, 1983). Ha uma terceira fase com
duracdo de varias horas e aumento significativo da amplitude e da freqiiéncia
contractil (FIORAMONTI & BUENO, 1980b; SARNA & LANG, 1989). Em nosso
estudo, a resposta colonica a alimentacao (Fig. 49), avaliada no tempo, mostrou dois
interessantes aumentos da amplitude, comparados ao periodo de jejum: durante a
primeira medida (30 minutos ap6s a ingestdo da refeigao teste) e durante a pentltima
medida (5 horas ap6s a ingestao da refeicdo). Nossos dados podem ser corroborados
pelos estudos de Atassanova, Noeva e Gachilova (1991), que registraram um
aumento da atividade motora coldnica imediato € um aumento entre 4 e 5 horas apds
a refeicdo. O primeiro aumento significativo da motilidade colonica apos a refeigao,
em nossos resultados, reflete a primeira fase pos-prandial, entretanto com duragdo
maior do que a relatada em alguns estudos (SARNA & LANG, 1989). O segundo
aumento da motilidade parece refletir a terceira fase pos-prandial com a chegada da
refeicdo ao colon, considerando um transito orocecal de 2-6 horas. Além disso, uma
duragdo mais curta ou mais longa das fases pode estar associada ao tamanho ou a
composicao da refeicdo (SCOTT et al., 1995). A refeicdo teste de 350 Kcal, utilizada

em nosso estudo, foi capaz de provocar uma resposta colOnica, apesar de



Discussédo 93

relativamente pouco caldrica. Segundo alguns autores, a ingestao de refeicdes pouco
caloricas nao desencadearia nenhuma resposta colonica (SARNA & LANG, 1989).
Em relagdo as freqiliéncias contracteis, alguns investigadores tém desprezado
os eventos de baixa freqiiéncia (HUIZINGA & DANIEL, 1986). Contracdes em
torno de 1 cpm estiveram presentes na maioria dos nossos registros ¢ podem ser
observadas em varios exemplos (Fig. 21 e 32). Ha grande interesse em verificar se a
freqliéncia em torno de 1 cpm registrada reflete verdadeiramente uma atividade
mielétrica proveniente do colon (CHANG et al., 2007). A existéncia de freqiiéncias
entre 0,008 e 0,042 Hz (0,5 e 2,5 cpm) foram relatadas em alguns estudos
(PEZZOLLA et al., 1989) e descartadas por outros (KAIHO et al., 2000). Como essa
freqliéncia também foi registrada no estdmago, sua presenca na andlise espectral
seria um artefato inerente ao registro, ja que o TGI ndo teria condi¢des de produzir
uma freqiiéncia de contragdo tdo baixa (VERHAGEN et al., 1999; CHANG et al.,
2007). Neri, Phillips e Fich (1991) avaliaram o tonus colonico de caes empregando
um baldo acoplado a um sistema barostatico (AZPIROZ & MALAGELADA, 1985).
Nesse trabalho fica nitida a presenga das denominadas ondas de volume, com
freqiiéncia em torno de 0,016 Hz (1 cpm), e consideradas atividade tonica do TGI
(NERI; PHILIPS: FICH, 1991). Recentemente, essas “ondas de volume” foram
detectadas por outras técnicas, além do barostato, evidenciando-se sua condi¢do de
atividade fasica (ALLOCA & PENAGINI, 2004). Estudos recentes confirmaram a
presenca de contragdes de baixa freqiiéncia no estdmago humano (ALLOCA &
PENAGINI, 2004; AMERICO et al., 2007; SIMREN et al., 2003), através de
diferentes técnicas de registro e de andlise, tornando verossimil o conceito de que os

orgaos do TGI seriam capazes de produzi-las.
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Apesar de muito variavel, a faixa de atividade colonica de alta freqiiéncia,
detectada em nossos registros (Fig. 23 e 37), ¢ relatada na maioria das classificacdes
adotadas em caes para os estudos colonicos (EL-SHARKAWY, 1983; KEEF et al.,
2002; LANGTON et al., 1989; LORD; HUTTON; WINGATE, 1980; LIU et al.,
1998; REDDY; COLLINS; DANIEL, 1987; SABOURIN; KINGMA; BOWES,
1990; SMITH; REED; SANDERS, 1987; WANG & CHEN, 2001). Alguns autores
levantaram a hipotese dessa alta freqiliéncia contréatil ter origem no intestino delgado
(FIORAMONTT et al., 1980a). No entanto, isso parece improvavel considerando
nossos experimentos. A configuracdo muscular do intestino delgado ¢ muito parecida
com a do estdmago (SMITH; REED; SANDERS, 1987), de modo que, se essa
atividade de alta freqiiéncia fosse proveniente desse segmento provavelmente
responderia como o estdmago aos estimulos apresentados. Nossos resultados, com a
Prostigmina® e com a dose de 10,0 mg/kg de eritromicina, mostraram que essa
atividade de alta freqiiéncia responde de modo totalmente diferente do estobmago, ou
seja, com redu¢do da freqiiéncia contractil e da amplitude (Figs. 37, 38 e 42). Apenas
estudo do efeito da refeicdo, e empregando uma refeicdo pouco caldrica como
estimulo, essa atividade colonica de alta freqliéncia teve perfil ligeiramente
semelhante ao géstrico (Fig. 48 e 42). Diversas hipoteses podem ser lancadas para
explicar as respostas dessa atividade colonica de alta freqiiéncia as drogas. Na
auséncia de estimulacdo, as duas camadas musculares sdo independentes, mas apos
uma estimulagdo colinérgica, ambas parecem aumentar sua atividade coordenada
(SABOURIN; KINGMA; BOWES, 1990). Entretanto, ha estudos in vitro mostrando,
que agonistas colinérgicos reduzem a freqliéncia de contragdo, sem alterar o

acoplamento entre as camadas musculares (SHEARIN; BOWES; KINGMA, 1978).
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Animais que tiveram conjuntos de eletrodos e marcadores magnéticos
implantados no estdmago distal e no colon concomitantemente, tornaram possivel
diversas comparag¢des. Devido a caracteristicas do colon, descritas anteriormente,
que tornam o acoplamento eletromecanico complexo, elegeu-se o estobmago para
verificar a capacidade de BAC em registrar a atividade motora diretamente através
do movimento da parede do TGI. A alta correlagdo temporal e em freqiiéncia obtida
entre a BAC e a eletromiografia gastrica permitiu validar a técnica magnética para
registro da atividade mecanica gastrintestinal (Fig. 50). Nota-se, no exemplo da
Figura 51 a diferenca no tragado dos sinais, onde o eletrodo implantado oferece,
mesmo sem nenhuma filtragem, um registro mais limpo, € com a presenga nitida de
spikes, do que a EGG. Entretanto, ambos apresentam o mesmo perfil e
principalmente a mesma freqiiéncia contratil. A intensidade do pico de freqiiéncia
registrado pela FFT do eletrodo implantado ¢ 10 vezes maior do que a registrada pelo
EGG (Fig. 52). A relagdo entre eletromiografia géstrica e a eletrogastrografia,
também denominados EGG interno e externo, respectivamente, ja foi muito
controversa (MINTCHEV; KINGMA; BOWES, 1993; FAMILONI et al., 1991;
AMARIS et al., 2002). O EGG tem alta correlagdo com a eletromiografia géastrica em
freqiiéncia, entretanto a origem das variagdes em amplitude apos uma refei¢do, ainda
¢ discutivel (ABELL & MALAGELADA, 1988; CHANG, 2005). Assim, ¢
interessante comparar os dois tipos de registros a luz de outros experimentos para
reforgar a aplicabilidade do EGG na pesquisa e na pratica clinica (ABELL &
MALAGELADA, 1988).

Alguns dos nossos resultados (Fig. 53) indicam que fendmenos elétricos

gerados no estdmago podem ser registrados no colon e vice-versa, confirmando
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dados de outros autores (AMARIS et al., 2002). Assim, freqiiéncias de contragao em
torno de 5 cpm, tipicas do marca-passo gastrico no cao, foram registradas, tanto pelo
eletrodo implantado no estdmago distal, quanto pelo eletrodo implantado no célon
proximal. O mesmo ocorreu com a freqiiéncia coldnica de 19 cpm registrada pelos
dois eletrodos. E relevante frisar que, no caso da EMG, ambos os registros foram
eletricamente isolados durante sua aquisicao através de eletrodos de referéncia (terra),
independentes para cada 6rgdo, e posicionados inclusive em patas traseiras diferentes.
Essa configuracdo descarta a possibilidade de que esse fenomeno deva-se a uma
interferéncia durante a aquisi¢do dos sinais. As freqliéncias maximas observadas
também descartam a hipotese de harmoénicos ou sub-harmonicos um do outro, ou de
outra freqliéncia contractil, como a cardiaca. A explicacdo mais plausivel ¢ a
propagacao dos sinais elétricos pelo tecido, que se constitui em meio ndo homogéneo
e condutor, tornando-os mensuraveis em outras partes do corpo. Esse fenomeno
ocorre com a freqiiéncia cardiaca, que pode ser registrada na superficie do corpo
como se os detectores estivessem proximos ao coracdo (HOBBIE, 1997; HUIZINGA
& DANIEL, 1986). Assim, a bradigastria, que vem sendo historicamente
negligenciada e considerada um artefato ou um oscilador gastrico anormal, pode ser
na verdade, uma contribui¢do coldnica presente nos registros gastricos (AMARIS et
al., 2002). Por outro lado, a faixa de atividade entre 4 e 6 cpm, considerada por
muitos autores uma freqiiéncia proveniente do célon (KEEF et al., 1992;
SABOURIN, KINGMA, BOWES, 1990), pode ser, na verdade, uma contribui¢ao do
estomago. Os resultados apresentados demonstraram claramente essa interferéncia do
estomago no colon, sendo que, as alteragdes provocadas pelas drogas nessa faixa de

freqiiéncia foram, inclusive, registradas pela EGG.
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Uma alta correlacdo temporal, entre os registros provenientes de eletrodos
implantados no colon e no estobmago, foi obtida tanto para a freqiiéncia tipicamente
gastrica quanto para a atividade colonica de alta freqiiéncia. Observa-se a nitida
interferéncia entre os dois registros elétricos (Fig. 55 e 56), onde ¢ possivel, inclusive,
acompanhar a propagacao da onda do seu 6rgao de sua origem até o 6rgao onde foi
registrada, através do atraso em relagdo a fase do registro. Na interferéncia mecénica,
quando um marcador magnético foi implantado no estdbmago e outro no colon, tanto
o sensor posicionado no abdome sobre a area de projecdo géstrica, quanto o sensor
posicionado na projecdo coldnica registraram a atividade gastrica, ainda que com
menor intensidade neste Ultimo (Fig. 54). Entretanto, o0 mesmo fendmeno ocorreu
com a implantacdo apenas do marcador magnético no célon, devido a propagacdo
mecanica da atividade gastrica sobre o marcador colonico. Assim como esse
marcador magnético estd sujeito a contracdo da parede colonica, também sofre
influéncia dos movimentos provenientes das contragcdes gastricas e da respiragao.

Convém destacar, também, os exemplos das varias faixas de freqiiéncias
esporadicas, que mostram periodos onde a intensidade do sinal ¢ maior e periodos
onde o sinal praticamente desaparece ou fica menos intenso. Esse “aparecimento” ou
“desaparecimento” das freqiiéncias dessas faixas aparentemente independe de
estimulos externos, como drogas administradas e estado prandial (Figs. 55 e 57). A
intensidade do sinal, em certos momentos, ¢ tdo baixa que a atividade coldnica pode
ser confundida com ruidos (Figs. 57, 58 e 60) (REDDY; COLLINS; DANIEL, 1987).
Muitas técnicas elétricas, como a EEG (eletroencefalografia) e a ECG
(eletrocardiografia), estdo completamente padronizadas com analise apropriada e

completa interpretacdo dos sinais. Ja a EGG e, especialmente a EMG colonico, ainda
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estao longe de uma padronizagdo adequada (CHRISTENSEN, 1987; VERHAGEN et
al., 1999). A proposta de agrupar as freqiiéncias em faixas e quantificar essas faixas
em freqiiéncia e amplitude foi conseqiiéncia de processo cuidadoso de analise, que
acarretou em resultados interessantes e objetivos. Além disso, os dados coletados
podem ser abordados por outras formas de analise ainda nao exploradas, ampliando a
quantidade de informacgdes obtidas a partir de um mesmo protocolo experimental.

A associagdo entre as técnicas, neste trabalho, mostrou que, de maneira geral,
os registros obtidos pela BAC sdo similares aos da EGG e EMG géstricas, além de
muito semelhantes aos da EMG coldnica para atividade de baixa freqiiéncia. Nossos
dados também mostraram que a implantagdo de um marcador magnético foi bem
sucedida, sendo que, registros mecanicos e totalmente fisiologicos podem ser
realizados por, no minimo seis meses apos a cirurgia (Fig. 63). Esse fato possibilita
diversos tipos de abordagens experimentais, inclusive aquelas com caracteristicas
cronicas, para estudo de diversas caracteristicas do TGI. Além disso, esse tipo de
estudo, totalmente fisioldgico, tem a vantagem de ndo requerer preparacdo colonica
como, por exemplo, a manometria. A preparagdo colonica pode alterar a motilidade
devido ao produto quimico utilizado ou a auséncia de material fecal no limen
coldonico (SARNA & LANG, 1989).

Esse modelo empregando a BAC e a EMG, para acompanhar,
simultaneamente, o registro mecanico e elétrico do célon ascendente de caes, tem
cardter invasivo e exclusivamente experimental. Entretanto, com a ingestdo de
material magnético (AMERICO et al., 2007; CORA et al., 2005) e a colocagdo de
eletrodos superficiais, tanto o sistema magnético quanto o elétrico podem ser

utilizados para registros ndo invasivos e com baixo custo. Além disso, com o
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aprimoramento dessa associagdo entre técnicas ha potencial para sua utilizagdo na
investigacao clinica no estudo de varias doencas envolvendo anormalidades motoras
do estdmago e do colon.

Sintetizando, metodologias compativeis com as caracteristicas do TGI
constituem-se em ferramentas imprescindiveis para a compreensao da fungdo
colonica (CAMILLERI & FORD, 1998). O modelo proposto, por separar em faixas
as freqiiéncias de atividade, permitiu estudar algumas manifestacdes das atividades
elétricas e mecanicas gastrintestinais. A implantagdo de eletrodos e marcadores
magnéticos foi inédita e decisiva para validacdo da BAC como técnica habilitada
para registro das contragdes do TGI. Esse modelo permitiu caracterizar os efeitos
colonicos de drogas tradicionais como a Prostigmina® e o Buscopan®, de drogas com
potencial pro-cinético como a eritromicina e de outros estimulos como as refei¢des

em cdes anestesiados ou nao.
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"Embora ninguém possa voltar atrés e fazer
um novo comecgo, qualquer um pode comecar
agora e fazer um novo fim"

Chico Xavier
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6. CONCLUSOES

A BAC, quando comparada a eletromiografia gastrica, foi capaz de medir diretamente

da parede gastrintestinal os movimentos contracteis do estomago.

O método foi validado no estdmago e no colon pela eletromiografia, apresentando
bons resultados para registrar os efeitos de drogas tradicionais e de outros estimulos

sobre a motilidade gastrintestinal;

A intensidade dos efeitos da eritromicina foi dependente da dose administrada, embora
todas as doses tenham provocado um aumento, tanto na motilidade géstrica, quanto na

colonica de caes anestesiados,

Os resultados evidenciaram a presenca de uma atividade elétrica de alta freqiiéncia e
de uma atividade de baixa freqliéncia elétrica e mecanica no coélon. Foi possivel

demonstrar, também a interferéncia da atividade géstrica sobre a coldnica e vice-versa.
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Abstract

The colonic motility is poorly understood when compared to superior GI
(gastrointestinal) tract. Animal model employing radiation free and low cost
methodologies can be used to evaluate the effects of several stimuli and drugs. The
aim of this work was to validate the ACB (AC Biosusceptometry) through EMG
(Electromyography) in a dog model to evaluate the GI motility. Pairs of
electrode/magnetic marker have been implanted in colonic and gastric serosa in
seven healthy dogs. Two protocols were carried out: a) control period, Prostigmine®
and Buscopan”; b) fast and fed without anesthesia. Colonic activity of low and high
frequency and gastric motor activity were quantified in frequency and in amplitude.
High frequency was registered only by EMG, although ACB and EMG presented
good correlation for low frequency. Prostigmine® and Buscopan® protocol showed
that ACB was able to record increases and decreases in colonic motility, respectively.
Colonic response to meal was recorded in awaked dogs. There was interference in
the electrical and mechanical recordings of the stomach on the colon and vice versa,
presenting high temporal correlation. The association between EMG and ACB
allowed characterizing the effects of traditional drugs and meal. ACB is a technique
able to register motor activity, contributing to understand the gastrointestinal motility,

even colonic.

Key words: scopolamine, neostigmine, electromyography.
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Introduction

Electromechanical activity of the stomach and small bowel has been
extensively studied (Chang et al 2007, Kim and Malagelada 1988, You and Chey
1984). In contrast, colonic motility it is still little understood mainly due to
complexity of muscular arrangement and inaccessibility of the proximal segment by
current techniques (Huizinga et al 1985). Thereby, technical difficulties involved in
simultaneous monitoring of mechanical and electrical function are emphasized in
colon.

Many different devices are used to evaluate the colonic motor activity and the
comparison between results it is complicate (Cook ef al 1988, Huizinga and Daniel
1986). Traditional manometric methods as balloons and water perfusion catheters are
invasive and could interfere in physiological events (Azpiroz and Malagelada 1985,
Huizinga and Daniel 1986). Dogs with pressure transducers "strain-gauges"
implanted chronically are the choice method for studies of colonic motility because
can register the activity of the whole organ without previous preparation (Sarna and
Lang 1989). However, the disadvantages include the need for surgery and a possible
insensibility to small contractions (Huizinga and Daniel 1986).

Electrogastrography (EGG) is a measurement of surface potential and had
already provided subsidies about gastric electrical activity (Parkman et a/ 2003; Qian
et al 2003). Nevertheless, recordings of surface potential from colon it is
impracticable due to low intensity and complexity of the signals (Chen ef al 1993). In
the attempt to minimize those problems, electrodes can be implanted chronically in
the serosa of the colon. Electromyography (EMG) is a well-established method to
monitor GI (gastrointestinal) electrical activity in various species because serosal
recordings should be least susceptible to interference and artifacts (Sunshine et a/
1989).

Canine GI tract is considered a very useful model and the association of
electrodes with strain gauge at the same location has been used in several motility
studies (Rae ef al 1998, You and Chey 1984). Despite morphological differences,
these studies suggest expressive colonic similarities in electromechanical activity
between man and dog (El-Sharkawy 1983, Rae et al 1998, Scott et al 1995, Smith et
al 1987). Colonic motility recordings are variable and there is a disagreement about

the frequency in both species, due to a lack of a gold standard method and some



characteristics of the registration technique (Cook et al 1988, Rae et al 1998). Thus,
no ideal method has been established and is indispensable the development of new
approaches to the clinical practice and research (Fioramonti and Bueno 1983, Sarna
et al 1984, Sarna 1986, Huizinga and Daniel 1986).

Alternating Current Biosusceptometry (ACB) is a harmless and non-
expensive method that has been validated with standard techniques to study several
GI functions in humans (Cora et al 2006, Romeiro et al 2006, Cora et al 2005,
Oliveira et al 1996) and in dogs (Moraes et al 2003). Additionally, the colonic
activity contraction of rabbits recorded simultaneously by ACB and manometry
showed good agreement (Romeiro et al 2006). In previous studies a magnetic
material was ingested, but with the implantation of magnetic marker in the serosa is
possible to record mechanical activity directly through movements of the GI tract
wall.

The monitoring of motility is useful in evaluating the effect of drugs and
other stimulants such as meals (Sarna 1980). The immediate colonic response to
meal investigated in dogs seems to promote an increase in the contractility, but this
phenomenon is still contradictory and continues to attract attention (Fioramonti and
Bueno 1983, Flourie et a/ 1989, Sarna and Lang 1989, Sethi and Sarna 1995). Also
could be interesting to apply a more objective quantification of effects of drugs with
well-know mechanism of action as prostigmine (neostigmine methylsulfate) and
buscopan (hyoscine-n-butylbromide) administered to an animal model (Law et a/
2001, Bova et al 1993, Misiewicz et al 1966).

ACB and EMG recordings can acquire data on colonic mechanical and
electrical events simultaneously. Thus, associated techniques could provide a novel
and powerful tool for the study of GI motility. Also it can consolidate ACB as a
method for detection of the colonic motor activity and lead to a physiological model
in intact dogs for researches in the gastroenterology area. The aims of the present
study were to validate ACB through EMG in a novel canine model to investigate the

colonic motility in anesthetized and in awake dogs before and after stimuli.



Methods
ACB

ACB provides non-invasive and real-time data acquisition for GI motility
studies. The multi-sensor ACB system is an assembly of one pair of excitation coils
(6 = 11cm) and seven pairs of detection coils (¢ = 3.5 cm) separated by a fixed
baseline and coaxially arranged in a first order gradiometric configuration. The
system works as a double magnetic flux transformer with air nucleus, one side
(excitation/detection coils) to record magnetic signals and other acting as reference.
The presence of a magnetic material causes an unbalancing in the magnetic flux and
the signal can be monitored. Magnetic signal depends on the distance between sensor
positioned on the canine abdominal surface and magnetic marker implanted in
serosa. Thus, the movements of the gastrointestinal wall generated by muscle
contraction and relaxation promote modulations in the signal recorded by the
sensors. A more detailed description of ACB device has been published (Cora et al

2005).

Animal Preparation

Five female beagle dogs weighting 10 & 2 kg were used in the study. Animals
were subjected to laparotomy in midline incision under pentobarbital sodium (30
mg/kg, Abbott Laboratories, Chicago, USA) anesthesia. An electrode/ferrite pair
consists of one monopolar electrode with an external reference placed in right hind
leg and a magnetic marker (fragment of 0.8 g of ferrite, MnFe,O4) implanted in
colonic serosa. One pair was placed approximately 3 cm and the other 8 cm from the
ileocolonic junction. A purse-string suture was tied to fix the magnetic marker in the
serosa. After that, an electrode was attached in the same point where magnetic
marker was inserted (Fig. 01). Colonic electrodes were the same designed for
implantation into the myocardium during open-heart operations (Ethicon®, Johnson
& Johnson, Brussels, Belgium). The electrodes were exteriorized by needle puncture
through abdomen and fixed in the canine vest. At the completion of the study,
electrodes were removed by direct traction and no complications were related to
electrode placement or removal. The animals were followed for at least 6 months
after surgery by periodic magnetic mapping and the magnetic marker remained

implanted without interfering with dog’s quality of life.



<Figure 1>

Experimental Procedure

The dogs were allowed to recover for 10 days after surgery, during which
they have been trained to stand quietly in dorsal decubitus. Colonic motility has been
studied after two stimuli applied to each dog on different days and in randomized
order: 1) drugs with traditional effect on GI motility and 2) standardized meal. Both
studies protocol were approved by the local Animal Ethics Committee and dogs were
fasted overnight before each experiment.

In animals anesthetized with pentobarbital sodium (30mg/kg) were studied
drugs that have recognized effects on the GI motility. It was utilized neostigmine
from the commercial solution of neostigmine methylsulfate (Prostigmine®, 0.5
mg/ml; Roche, Madrid, Spain) and hyoscine n-butylbromide (Buscopan®, 20 mg/ml;
Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Germany). The control motility was recorded for a
period of 15 minutes. An i.v. injection of 1 ml of prostigmine was given then and,
after an interval of 12 minutes an injection of 1 ml of buscopan was administered.

In unanesthetized dogs were studied fasting and postprandial patterns of
colonic motility. The fasting motility was recorded for 30 minutes and at the end of
this period the dogs ate the test meal with energy content of 350 Kcal. The test meal
consisted of a commercial dog food (100g of chopped beef; Pedigree® - Mars Inc.,
Vernon, USA) and was ingested into 5 minutes. Postcibal activity was measured in

the half-hour immediately following the meal.

Recordings

To accurately evaluate colonic motility four types of recordings were
acquired simultaneously: colonic mechanical activity by ACB, colonic electrical
activity by EMG, respiration and EGG. Respiratory frequency and EGG were
recorded to allow differentiation of peaks in the colonic signal that could be a
respiratory artifact or a gastric contraction. One needle electrode was inserted
through the skin in the abdominal gastric projection to record monopolar EGG with
respect to the reference electrode attached to the left hind leg.

Electrical signals (EMG and EGG) were amplified by a Biopac EGG100C
amplifier (set to 1000 gain, low pass filter at 1 Hz, high pass filter at 0.005 Hz) and



ACB system employed lock-in amplifiers (Stanford Research System, Sunnyvale,
USA). Abdominal surface was scanned with a magnetic sensor in order to locate the
colon for positioning ACB system. Magnetic, electric and respiratory signals were
acquired at the sampling rate of 20 Hz/channel, digitized using a multi-channel

recorder (MP100 System; Biopac Inc., Santa Barbara, USA) and stored in ASCII.

Data analysis

All raw signals were analyzed in MatLab (Mathworks, Inc., Natick, USA)
through visual inspection and using bi-directional Butterworth band-pass filters by
Fast Fourier Transform (FFT) and by Running Spectrum Analysis (RSA). Different
frequency ranges were observed in colonic recordings such as 0.02-0.035 Hz (1.2-2.1
cpm), 0.04-0.05 Hz (2.4-3 cpm), 0.07-0.1 Hz (4.2-6 cpm), 0.12-0.135 Hz (7.2-8.1
cpm), 0.14-0.16 Hz (8.4-9.6 cpm), 0.18-0.2 Hz (10.8-12 cpm), 0.22-0.25 Hz (13.2-15
cpm) and 0.26-0.32 Hz (15.6-19.2 cpm). For the purpose of analysis, the colonic
frequency range that appeared in less than 90% of the experiments it was not
quantified. Two frequency ranges present in 90% or more of the experiments were
quantified for control period and after stimuli period. A lower frequency range of
0.02-0.035 Hz (1.2-2.1 cpm) and a higher frequency range of 0.26-0.32 Hz (15.6-
19.2 cpm) were quantified in amplitude and frequency for each period. Band-pass
filter was projected between 0.01-0.035 Hz (1.2-2.1 cpm) for low frequency and
0.24-0.32 Hz (14.1-19.2 cpm) for high frequency. The selection of a band-pass filter
with these cutoff frequency results in the removal of spikes from the tracing.

Area under contraction (AUC) was calculated for all evaluated periods
employing the same filter projects descript above. A comparison of all evaluated
periods was performed for both techniques. To compare the power of both stimuli
the results were expressed as a difference (in percentage) from the basal value.

Nonparametric Spearman rank correlation test was used to determine
correlation at frequency between ACB and EMG. The statistical significance of
differences between ACB and EMG before and after stimuli was determined with the
paired Student’s t-test. Differences were considered statistically significant at P<

0.05. The data are presented as mean + SE (standard error).



Results

A 35-minutes length of a colonic motility record from a dog is shown in
figure 02. All dogs exhibited an intense colonic activity after the administration of
prostigmine while buscopan reducing signals amplitude for ACB and EMG. Both
techniques were able to acquire the range of 0.02-0.035 Hz (1.2-2.1 cpm) whereas
only EMG achieved a frequency range of 0.26-0.32 Hz (15.6-19.2 cpm). Multiple
frequency peaks were present in the lower and the higher frequency ranges. The
mean of dominant frequency component in the control period in the lower frequency
range was 1.26+0.12 cpm for ACB and 1.38+0.12 for EMG, and in the higher
frequency range it was 16.8+1.14 cpm for EMG (Table 1). The mean frequency
determined for prostigmine and buscopan periods is shown in table 1. AUC also was
calculated for lower and higher frequency range (Fig. 3). The correlation at lower
frequency between ACB and EMG was 0.82 in control, 0.84 in prostigmine and 0.98

in buscopan period.

<Table 1>
<Figure 2>

<Figure 3>

The colonic response to the ingestion of a meal was an immediate increase of
motor activity. An example of the colonic recording obtained from the same dog in
fasting and after meal test is shown in figure 4. The most relevant frequency
findings between the fasting and the postprandial states are displayed in table 2.
AUC was measured during both the fasting and the fed (Fig. 5). The correlation at
lower frequency range between ACB and EMG was 0.95 for fasting and 0.70 for
postprandial period.

<Table 2>
<Figure 4>
<Figure 5>

The magnitude of the response in low frequency range to prostigmine was
greater than those induced by meal for ACB (582 + 204.4 % vs. 93.0 £ 49.8 %;
P<0.04) and for EMG (238.8 = 38.6 % vs. 52.8 £ 16.0 %; P<0.002).



Another interesting finding was the overlapping between electrical activity
from the stomach and colon (Fig. 6). It was identified a gastric frequency of 0.08 Hz
or 4.8 cpm and a colonic frequency of 0.32 Hz or 19.2 cpm in both EGG and EMG

recordings.

<Figure 6>

Discussion

Our study indicates that the assessment of canine colonic motility by ACB
yields results significantly similar to those obtained by EMG at lower frequency
range. ACB and EMG were able to record the frequency in the range of 0.02-0.035
Hz (1.2-2.1 cpm), but only EMG technique achieved the range of 0.26-0.32 Hz
(15.6-19.2 cpm). The results suggest a colonic electromechanical coupling at lower
frequency range. Direct comparison of lower frequency range assessed by ACB and
EMG showed a correlation with an r value of 0.82 for anesthetized and 0.95 for
awaked dogs, which indicates a clear relationship. In contrast, the absence of higher
frequency range in ACB recordings indicates that this electrical activity could be
related to long-duration contractions (Sarna 1986, Huizinga and Daniel 1986).

Previous recordings using electrodes and strain gauges implanted in colon
revealed consistent differences between electrical and mechanical activity (Sarna
1986, Huizinga 1986). In the colon have been identified at least two types of
electrical activities: ECA (electrical response activity) and CEC (contractile electrical
complex) (Sarna 1991). ECA has presented frequency of 2-13 cpm in human and 4-6
cpm in dog, while CEC has frequency of 13-40 cpm in man, pigs, cats and dogs
(Sarna 1986, El-Sharkawy 1983). There are two types of mechanical activities either:
short-duration contractions associated to ECA and long-duration contractions with
CEC. Sarna (1991) has proposed that the frequency of short-durations contractions in
the man and in the dog it varies of 2-13 cpm and 4-6 cpm, respectively. The
frequency of the long-duration contractions in both species varies among 0.5-2 cpm.
It is considered that contractions are associated with ECA on 1:1 basis with
frequencies below 12 cpm. Frequencies higher than 12 cpm were presuming CEC
activity and seem to be related with only one contraction (Sarna 1991, Huizinga and

Daniel 1986).



However, the frequency of colonic contractions cited above is still
controversial and a careful data analysis was required. An objective method of
analysis was adopted to separate the results into frequency ranges. In this context, the
peaks of respiration and EGG frequency, as determined from RSA of the signal, were
rejected.

Our data showed an interesting overlapping between electrical activity from
stomach and colon. In the EGG the gastric frequency intensity was higher than the
colonic frequency intensity whereas in the EMG the gastric frequency intensity was
smaller than the colonic intensity. It was observed in humans a contribution of
electrical activity arising from the colon and affecting EGG recordings (Amaris ef al
2002). Electrical activities were propagated because body is an electrically
conductive tissue.

To clarify some of the controversy about colonic motility it is useful to
investigate the effects of drugs with well-known mechanism of action on GI activity.
By increasing the availability of an acetylcholine, prostigmine (neostigmine
methylsulfate) and other acetylcholinesterase inhibitors strongly stimulate GI motor
activity. Intravenous muscle relaxants such hyoscine n-butylbromide (Buscopan)
causes a generalized reduction in peristalsis throughout the GI tract (Stacher, 1984;
Moraes et al 2003). It is possible to note in lower frequency range that the stimulant
effect of prostigmine on colonic motility is associated with a reduction in contraction
frequency. In addition, buscopan reduced colonic motility and normalized the
contraction frequency. These are not surprising but the quantification approach in
frequency ranges provides new insights about their effects on colonic motility. At
higher frequency ranges the effects of both drugs on colonic motility were little
different from the control period, but not from each other.

Comparing the fasting state with the first half postprandial hour, in both
techniques, food increased significantly the colonic motility. It is important to
emphasize that food has increased colonic motility as well frequency of contractions
in both frequency ranges analyzed. Sarna and Lang (1989) reported an increase in
canine colonic motor activity for at least 8 h after a meal. Thus, this response
probably has lasted longer, but our experiment ended at this time for evaluating only
immediate response (Scott et al 1995, Flourie et al 1989, Fioramonti and Bueno

1983).



These experiments also compared the effects of a cholinesterase inhibitor
(prostigmine) with a physiological stimulus such as meal on colonic motor function
in healthy dogs. The effect of food on the proximal colon in the anesthetized dog was
a modest rise in activity compared to the prostigmine (Misiewicz et al 1966).
Prostigmine has more prominent colonic motor effect even when considering the
effects of general anesthesia on canine motility.

The canine model is necessary since electrodes when implanted in humans
can be used only in short period of time (Sunshine et al 1989). Also in vitro reports
have not provided an explanation of all the patterns of activity observed in vivo
(Huizinga 1986). Often, the synchronous recording of electrical and mechanical
activity presents serious technical difficulties.

The canine model described here should be wuseful for further
pharmacological studies of electromechanical colonic activity and may enhance our
understanding about GI motility. Additionally, there were confirmed that parameters
related primarily to skills of ACB in recording wall movement of GI tract. ACB has
a number of advantages over existing technologies such as low cost and harmless
characteristics. On the basis of this study, further characterization of colonic motility
through ingestion of magnetic material instead of its implantation would be possible
by using ACB method. In conclusion, our results are similar to those previously
described and support an innovative and promising method of recording mechanical

and electrical activity of the colon in anesthetized and awake dogs.
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Table 1: The mean of dominant frequency component in the lower and higher

frequency ranges in the control period and after the administration of prostigmine

and buscopan.

ACB EMG
Control Prostigmine Buscopan Control Prostigmine Buscopan
Low 0.021+0.002  0.016+0.003*  0.022+0.009 0.023+£0.002  0.018+0.002**  0.020+0.009Hz
Frequency 1.26+0.12 0.96+0.18* 1.32+0.54 1.38+0.12 1.08+0.12** 1.20+0.54 cpm
High - - - 0.280+0.019  0.250+0.024 §  0.235+0.020 Hz §§+
Frequency - - - 16.8+1.14 15.00+1.44 § 14.10+1.20 cpm §§7

Values are mean = SD in Hz (Hertz) and cpm (cycles per minute).
*  p<0.02 between control and prostigmine

**  p<0.03 between control and prostigmine

§ p<0.04 between control and prostigmine

8§ p<0.03 between prostigmine and buscopan

T  p<0.02 between control and buscopan



Table 2: The mean of dominant frequency component in the lower and higher

frequency ranges in fasting and postprandial period.

ACB EMG
Fasting Postprandial Fasting Postprandial
Low 0.018 +£0.003 Hz 0.020 + 0.003 Hz* 0.017 +0.002 Hz 0.021 + 0.003 Hz**
Frequency 108 +0.18 cpm 1.20 £ 0.18 cpm* 1.02+0.12 cpm 1.26 £ 0.18 cpm**
High — — 0.310+0.014 Hz 0.315+0.013 Hz
Frequency — —_ 18.60 = 0.84 cpm 18.90 = 0.78 cpm

Values are mean + SD in Hz (Hertz) and cpm (cycles per minute).
*  p<0.04 between fasting and postprandial period
*% p<0.02 between fasting and postprandial period

Legends

Figure 1: Diagram showing the dog in dorsal decubitus position. It is observed in
colon two pairs (magnetic marker and monopolar electrode) placed in the serosa at 3
cm and 8 cm from the ileocolonic junction (1J). Solid lines represent lead wires from
electrodes that brought out through the abdominal wall. Open circles (dashed line)
shows the ACB system with seven sensors positioned on abdominal surface.

Figure 2: An example of the ACB and EMG signal shows the effects of prostigmine
and buscopan administration (indicate by arrows) on colonic motility. Note that
prostigmine increased and buscopan decreased amplitude motility, respectively.
Figure 3: Area under contractions in control (open bars), prostigmine (gray bars)
and buscopan period (hatched bars). Area under contraction was calculated for low
frequency detected by ACB (A), low frequency registered by EMG (B), and high
frequency detected only by EMG (C).

* p<0.003; ** p<0.002; *** p< 0.004.

Figure 4: An example of colonic motility in fasting (F) and after meal (P) for ACB
and EMG. It is possible to observe a different pattern of motility in the same

intensity scale.



Figure 5: Area under contractions in fasting (crosshatched bars) and postprandial
period (solid bars). AUC was calculated for lower frequency range detected by ACB
(A), lower frequency range registered by EMG (B), and higher frequency range
detected only by EMG (C).

* p<0.02; ** p<0.08.

Figure 6: An example of electrical activity interference obtained from colon and
stomach simultaneously. The left panel shows signal, FFT and RSA of electrode
implanted in colon (EMG). The right panel shows signal, FFT and RSA of a needle

electrode inserted in abdominal gastric projection (EGG).
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( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica
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Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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