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RESUMO

Estudo realizado com o objetivo de avaliar a translocacdo bacteriana (TB) do
trato gastrointestinal para 6rgaos viscerais em ratos submetidos a ligadura do
ducto colédoco e submetidos a administracdo por via oral (gavagem) de E.coli
marcada com 9MTecnécio (**"Tc-E.coli). Quatro grupos de ratos foram
estudados: grupo | (n=10) ligadura do colédoco, grupo Il (n=10) controle ou
“sham operation”, grupo Il (n=12) ligadura do colédoco e gavagem com %™Tc-
E.coli e grupo IV (n=5) controle ou “sham operation”e gavagem com %°™Tc-E.coli.
Usando técnica asséptica e sob anestesia, os ratos foram submetidos a
laparotomia. Nos ratos dos grupos | e Il realizou-se ligadura do colédoco com
fio de seda n° 3 zeros e nos ratos dos grupos Il e IV apenas manipulacdo do
colédoco com pinca de Adison (sham operation). Apés sete dias de observacao,
0s animais dos grupos | e Il foram mortos e ressecados figado, baco, linfonodos
mesentéricos e pulmdes para exame microbiolégico (meios Agar-sangue e Agar
Mac Conkey) e exame histopatolégico (coloracédo H.E. e Tricrébmico de Masson)
por analise morfométrica. O nivel de bilirrubina nos grupos ictéricos foi elevado
em relacdo aos do grupo controle. A incidéncia de bactérias translocadas foi
maior no grupo | comparada ao controle p< 0,05. Nos animais dos grupos lll e
IV, apds sete dias de observacao, foi administrada por via oral (gavagem) *"Tc-
E.coli e apls 24 Hs, os ratos de ambos os grupos foram mortos e seus 6rgaos
retirados para contagem da radioatividade em cintilador gama. Os resultados néo
mostraram diferenca estatisticamente significativa na captacéo da -E.coli entre
os dois grupos (p< 0,05). Porém a analise das intera¢gfes grupo x érgdo mostrou
diferenca entre os grupos ictérico e controle para os érgaos: figado e pulméo. Os

dados disponiveis permitem concluir que em ratos ictéricos por ligadura do
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colédoco ocorreu translocacdo de bactérias detectaveis por exame
microbiol6gico. N&do ocorreu translocacédo de bactérias com °°"Tc no modelo

proposto.
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ABSTRACT

This study was designed to evaluate the bacterial translocation (TB) from the
gastrointestinal tract to visceral organs in rats submitted to laparotomy and
common bile duct ligation (CBDL). Four groups of rats were studied: group | (n =
10) CBDL,; group Il (n=10) control or “sham operation”; group Ill (n= 12) CBDL
and 99mTc-E.coli and group IV (n=5) control or “sham operation” e 99mTc-E.coli.
All the animals were operated with aseptic technic under intraperitoneal
anesthesia with pentobarbital sodium (200mg/Kg). On 7th postoperative day the
animals of groups | and Il were killed with a letal dosis of anesthetic and the liver,
spleen, mesenteric lynfonodes and lungs were ressecated to microbiological
(Agar-blood and Agar-Mac Conkey) and histological examination (H.E. and
Masson Trichromic) through morphometric analysis. On 7th postoperative day
the animals of Il and IV groups were submitted to 99mTc-E.coli gavage and after
24 hr they were Killed and their organs were ressected. After that, the bacterial
radioactivity was mensured through an Automatic count of Gama Radioative —
model ANSR (Abott Laboratories). The bilirrubin levels of the jaundiced rats were
elevated compared with the control groups. The incidence of bacterial
translocation was higher in group | compared with control group (p J 0,05). The
results showed no significant differences among the jaundiced and control groups
to the liver and lungs. The data allow to conclude that in jaundiced rat with ligated
bile duct occurred bacterial translocation through microbiological analyses. The

model proposed showed no bacterial translocation by the labeled 99mTc technic.
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1 INTRODUCAO

A translocagcdo bacteriana (TB) é reconhecida como sendo o
mecanismo de passagem de bactérias viaveis e endotoxinas do intestino para
linfonodos mesentéricos ou 6érgdos distantes!. Os microorganismos, uma vez
gue tenham atravessado a barreira epitelial, situam-se na cavidade peritoneal,
dando origem a peritonite ou a metastatizacdo para diferentes 6rgdos como
pulmdes, baco ou outros sitios? promovendo a sepse de origem intestinal em
pacientes gravemente enfermos e imunocomprometidos®. Este fendmeno tem
sido avaliado em modelos experimentais, onde a quantificacdo de bactérias
presentes nos nddulos linfaticos mesentéricos (NLM), figado, baco e pulmdes é
determinada principalmente por técnicas de cultura microbiana®. Os principais
microorganismos encontrados nesses 0rgaos correspondem aos bacilos gram-
negativos aerébicos e anaerdbicos facultativos, sendo a Escherichia coli (E. coli),
a bactéria mais freqiientemente encontrada®.

Estudos empregando bactérias marcadas com isétopos radioativos
foram realizados com a finalidade de demonstrar o fendmeno da TB em modelos
experimentais de injuria térmica®, choque hemorragico’, ictericia obstrutiva® e
peritonite quimica®.

Véarios estudos empregando particulas ndo bacterianas, como
microagregados de albumina, carbono coloidal e sulfeto coloidal, marcadas com
9mtecnécio (°°™Tc), foram realizados para avaliar o sistema mononuclear
fagocitario, baseados tanto na depuracdo sanguinea dessas particulas quanto
na captacdo das mesmas pelos NLM, figado, baco e pulmdées®!l. A TB do

intestino tem sido relatada por ocorrer sobre uma variedade de condi¢des tais
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como, injdria térmica'?, choque hemorragico'?, trauma?!4, endotoxemia® e uso de
nutricdo parenteral total'®.

Alguns estudos mostraram que ocorre passagem de endotoxinas da
luz intestinal para a circulacdo portal em individuos ictéricos, bem como de
bactérias através da barreira mucosa para 6rgaos como figado, baco, pancreas,
NLM e rinst>16,

Os estudos sobre a TB tém discutido amplamente 0 mecanismo
através do qual ocorre a passagem da bactéria ou endotoxina do lamen intestinal
para linfonodos mesentéricos, 6rgdos a distancia e corrente circulatéria. Von
Gierke prop6s dois eventos que poderiam facilitar o movimento de bactérias na
TB. Um denominado via intrinseca, auxiliado pela captacdo celular e outro,
baseado no transporte de bactérias através da parede intestinal em células
fagociticas até os linfaticos regionais?’.

Apesar do aprimoramento da técnica operatoria e do desenvolvimento
de sucessivas geracdes de antibibticos, a infeccdo e endotoxemia continuam
como as principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes com

ictericia obstrutiva (10).
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2 OBJETIVOS

Com base nestes conhecimentos, este estudo tem como objetivos:
1. Analisar o fenbmeno da TB para figado, baco, linfonodos mesentéricos e
pulmbes em modelo experimental de ictecicia obstrutiva em ratos.

2. Auvaliar a captacdo da E. coli marcada com ®*™Tc¢ pelos 6rgédos acima citados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. TRANSLOCACAO BACTERIANA E ICTERICIA OBSTRUTIVA

O aparecimento de ictericia decorre de distarbios do metabolismo da
bilirrubina ou modificacdes que se estabelecem ao fluxo biliar. A ictericia é
caracterizada por elevagdo nos niveis séricos de bilirrubina e clinicamente
expressada por coloracdo amarelada das escleroticas, mucosas, pele e liquidos
organicos. Portanto, a bilirrubina é usada como indicador de disfuncéo
hepatobiliar, sendo capaz de quantificar a ictericia?®.

A bilirrubina é o produto final do catabolismo da hemoglobina em sua
quase totalidade (80%a 85%) com apenas uma pequena fragdo sendo derivada
de outras hemoproteinas. Aproximadamente 300mg de bilirrubina sédo formadas
diariamente. A producdo da hemoglobina ocorre no interior das células do
sistema reticulo-endotelial (SRE), sendo liberada dos eritrécitos envelhecidos
pela acdo dos macréfagos teciduais e é desdobrada em globina e heme?®®. O
anel da parte heme sofre a acdo da heme-oxigenase, originando a biliverdina
que é rapidamente reduzida pela biliverdina-redutase, transformando-se em
bilirrubina. Esta bilirrubina, denominada de bilirrubina n&o conjugada (bilirrubina
indireta), liga-se a albumina e é transportada ao figado onde é conjugada com o
acido glicurénico por acdo da enzima glicuranil transferase sendo entéo,
excretada para dentro dos canaliculos biliares sob a forma de bilirrubina direta.
No intestino, cerca da metade da bilirrubina conjugada é convertida por acao
bacteriana, em urobiliinogénio. Cerca de 20% deste composto é reabsorvido no

intestino e entra na circulacdo éntero-hepatica e pequenas quantidades sdo
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excretadas pela urina. A oxidacdo do urobilinogénio forma a urobilina que é
excretada através das fezes?°.

A ictericia € classificada em trés tipos: pré-hepética, hepatica e
colestatica. A ictericia por hiperbilirrubinemia indireta compreende a ictericia
fisiolégica do recém-nascido, forma mais comum deste tipo de ictericia,
ocorrendo devido a um aumento temporario de bilirrubina como conseqiéncia
de hemdlise dos eritrocitos, e também devido a baixos niveis de
glicuroniltransferase na primeira semana de vida. Outras causas sao a Sindrome
de Crigler-Najjar, do tipo | e tipo Il, e a sindrome de Gilbert, caracterizadas pela
reducado ou auséncia de atividade da enzima glicuraniltransferase. A ictericia por
hiperbilirrubina direta compreende as colestases intra-hepaticas e extra-
hepaticas. As intra-hepaticas ocorrem nas cirroses, hepatites alcodlicas e virais.
Dentre as colestases extra-hepaticas pode-se destacar a ictericia obstrutiva,
causada por obstrucdo dos ductos biliares, que tem como principais causas, 0
bloqueio do ducto colédoco por célculo biliar, estenose ou carcinoma de cabeca
de pancreas e de vesicula®®.

A andlise sérica das bilirrubinas é feita através da reacdo com o acido
sulfanilico diazotado (reagente de Ehrlich), conhecida como reacdo de Van den
Bergh. A bilirrubina conjugada € um composto polar, hidrossoluvel, que reage
diretamente com o reagente de Ehrlich, sendo classificada como bilirrubina
direta. A bilirrubina ndo conjugada, bilirrubina indireta, € um composto apolar e
lipossolivel que reage com o reagente de Ehrlich apenas em presenca de
solubilizantes. Na avaliacdo das doencas hepatobiliares, as dosagens de
enzimas como a alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase

(AST) e fosfatase alcalina (PAL) auxiliam no diagnéstico. As enzimas
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aminotransferases tém distribuicdo em varios tecidos, principalmente em figado,
coracao e musculos esqueléticos. A ALT tem distribuicdo semelhante, porém sua
concentracdo maior € no figado. A fosfatase alcalina esta presente no figado,
vesicula biliar, ductos biliares e medula 6éssea. O aumento da sua atividade
ocorre principalmente nas obstrucdes biliares, sendo esta a base de sua
aplicabilidade clinica.

Pacientes com 10 tém uma maior susceptibilidade em desenvolver
infeccdo e endotoxemia. Na ictericia obstrutiva, a funcéo das células de Kupffer
esta deprimida, prejudicando a fagocitose e a estase biliar propicia a proliferacéo
de bactérias®.

Culturas de bile de pacientes submetidos a cirurgia biliar mostrou que a
incidéncia de bactérias isoladas foi de aproximadamente 30%, variando com a
idade do paciente, com o tipo de cirurgia (urgéncia ou eletiva) e com a existéncia
de obstrucao biliar. A incidéncia de endotoxemia variou de 50% a 75% nos
pacientes operados por ictericia obstrutivaz?.

Coube a Berg e Garlington descreverem o fenbmeno que denominaram
translocacdo bacteriana, como a passagem de germes viaveis do tracto
gastrointestinal (TGI) para sitios extra-intestinais estéreis, tais como linfonodos
mesentéricos, baco, figado, rins, cavidade peritoneal e corrente sanguinea®.
Muitos destes germes sao destruidos pelo sistema de defesa, apoés
ultrapassarem a barreira mucosa, e muitas vezes ndo chegam a ser
identificados?.

A auséncia de bile no intestino é reconhecida como sendo o fator
primario responsavel pelo aumento nos niveis de endotoxina no sangue portal

nesses pacientes??. Embora essa teoria seja aceita pela maioria dos autores, é
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consenso geral que a endotoxemia ocorre como resultado da faléncia do sistema
fagocitario hepatico em eliminar a grande quantidade de endotoxina que migra
do intestino para a circulacéo portal®.

Deitch et al propuseram trés mecanismos promotores da translocacao
bacteriana: (1) Disfuncao da microflora intestinal nativa, resultando num aumento
do crescimento de bacilos gram-negativos; (2) Injaria fisica na mucosa intestinal

e (3) Perda da imunidade do hospedeiro®.

3.2. FISIOPATOLOGIA DA MUCOSA INTESTINAL

Aceita-se que a mucosa do trato digestivo, além de papel secretorio e
absortivo, constitui também importante sitio imunolégico e metabdlico?3. Em
decorréncia de barreira intestinal intacta, das defesas imunolégicas capazes e
da microflora normal do tracto gastrointestinal, que evitam a superpopulacao de
patdgenos, especialmente os bacilos entéricos, ndo ocorre passagem macica de
germes intestinais para outros 6rgdos?*. O intestino € um dos maiores 6érgéos de
defesa imunoldgica do corpo e, associado aos tecidos linfaticos mesentéricos,
contem aproximadamente 40% do total de células imunes efetivas?®.

Apesar do sistema portal ser considerado o principal sistema de
drenagem de endotoxinas ou bactérias do intestino para o figado, os ndédulos
linfaticos mesentéricos atuam como rota alternativa de passagem destes?®.

A flora bacteriana intestinal e a grande quantidade de endotoxinas, em
condi¢cdes normais, sdo capazes de evitar a TB como também, prevenir a
colonizagdo de bactérias oportunistas ou exdgenas. Este fendbmeno, conhecido
como antagonismo bacteriano, impede o crescimento de bactérias exdgenas por

competir com os nutrientes ao nivel de sitios de adesdo nos enterécitos?®.
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Embora estudos clinicos e experimentais tenham demonstrado o papel
da barreira intestinal na promoc¢édo da TB, o mecanismo pelo qual ocorre a
translocacdo permanece desconhecido?’.

Evidéncias histologicas de injaria da mucosa intestinal, como edema
subepitelial e descolamento do epitélio da lamina prépria envolvendo as
vilosidades ileais foram observadas por Deitch et al 3. Além de edema
subepitelial, dilatacdo de vasos linfaticos e infiltrado inflamatério na parede
intestinal de ratos ictéricos foram observados por Ding et alé.

Ding et al demonstraram em estudos com microscopia eletrdnica,
edema de lamina propria com membrana epitelial integra no intestino delgado
em ratos com IO tratados com solucdo salina. A microscopia eletrdnica de
transmissao revelou que a bactéria foi ativamente aprisionada no interior do
enterdcito, com perda da continuidade da microvilosidade na borda de escova.
N&o foi observado envolvimento da bactéria por estruturas membranosas,
indicando que o aprisionamento € um processo diferente da classica fagocitose.
A bactéria uma vez chegando até a lamina prépria, onde provavelmente atinge
a rota linfatica é fagocitada e morta pelos macrofagos da submucosa. No grupo
de ratos tratados com MTP-PE (muramyl tripeptideo fosfatodietanilamina), um
potente agente estimulador dos macrofagos, os autores observaram além de
uma significante reducdo da incidéncia de TB como também uma melhora
sistémica da funcéo do sistema reticulo-endotelial?®.

Katayama et al, em estudos em ratos observaram que a aderéncia
bacteriana a superficie mucosa intestinal € um importante fator na TB e que o

muco intestinal modula essa aderéncia. Estando os niveis elevados de bactérias,
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associados ao aumento do muco intestinal, leva a uma disfuncéo da barreira
intestinal provocando a TB?°.

Pacientes com 10 tém uma maior susceptibilidade em desenvolver
infeccdo e endotoxemia, como tem sido verificado por diversos autores®>’.
Alguns estudos tém mostrado que ocorre passagem de endotoxinas da luz
intestinal para a circulacdo portal no individuo ictérico e estima-se que ha
passagem de bactérias através da barreira mucosa para 6rgaos como figado,
baco, NLM, pancreas, rins e pulmées?33°,

A endotoxina parece estar intrinsecamente relacionada a TB. Em
pacientes submetidos a opera¢cdes de grande porte, ocorre aumento nos niveis
de endotoxina endégena no periodo peri-operatério*. Em pacientes ictéricos ela
encontra-se cronicamente elevada®.

Kocsar e Bartok mostraram que a auséncia de bile intraluminal em
pacientes com IO resultou no aumento da absorcdo de endotoxinas para a
circulacéo portal3!.

Na |0 a acao da endotoxina inclui efeito direto nos enterécitos, inducao
de citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF) e inibicdo ou inativacdo da
xantina dehidrogenase, ativacdo de radicais oxigenados que promovem leséo
direta na mucosa intestinal®?.

A endotoxemia é relativamente comum em  pacientes
imunocomprometidos ou traumatizados e pode afetar a integridade da mucosa
intestinal, aumentando a permeabilidade vascular e deprimindo o sistema de
defesa imunoldgico da superficie mucosa®.

Estudo realizado por Fenella et al usando o teste da lactulose-manitol

para avaliar os efeitos da ictericia colestatica na funcéo da barreira intestinal em
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pacientes ictéricos, mostrou que a permeabilidade intestinal foi marcadamente
aumentada quando comparada com o0 grupo controle. Na avaliacdo
imunohistoquimica foi observado um significante aumento das células T (CD30
e CD68) e expressiva ativacao do HLA-DR nas células mononucleares da lamina
prépria e nos enterécitos, comparado ao controle, sugerindo ativacao
imunolégica®.

A motilidade intestinal também exerce importante papel na funcédo da
barreira intestinal. Segundo Armstrong et al, os sais biliares inibem as contracdes
ileais in vitro32. O aumento da TB pode ser causado pela alteracdo na motilidade
intestinal, devido a estase, pela auséncia de bile no limen intestinal 33,

Um outro possivel fator na promocdo da TB € a auséncia da IgA
secretoria no intestino. A IgA secretdria € um importante componente da defesa
imune no liumen intestinal e na superficie mucosa, normalmente prevenindo a
aderéncia de bactérias Gram negativas na superficie mucosa®*. E na presenca

de ligadura do DBP a IgA secretéria esta reduzida no intestino?.

3.3.0 PAPEL DA BILE NA MUCOSA INTESTINAL

A bile é um complexo fluido composto de agua, acidos biliares, lecitina
e outros fosfolipideos, colesterol, bilirrubina conjugada, IgA secretoria, eletrolitos,
muco, produtos do metabolismo hepético, drogas e seus metabolitos.

A bile é secretada pelo figado de modo continuo, para os capilares
biliares, através dos polos biliares dos hepatdcitos, no interior dos ductos
hepaticos e, dai, para o duodeno. Em decorréncia de obstrucédo a esse fluxo
biliar, ocorre aumento da pressao endocoledociana. Aumentos subsequentes

determinardo dilatacao da arvore biliar, com escape de bile do seu interior para
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o intersticio hepatocanalicular, devido a ruptura dos canaliculos biliares que se
estabelece. A concentracdo de sais e acidos biliares aumenta no interior do
hepatécitos e no plasma, provocando a ictericia®.

Os éacidos biliares existentes na bile estdo representados pelos acidos
colico e quenodesoxicolico, denominados primarios e os acidos litocolico e
desoxicolico, secundarios, respectivamente originarios dos primeiros pela acao
da flora bacteriana intestinal. Os acidos biliares permitem a emulsificacao,
hidrolise e absorcdo de gorduras. Alguns deles sdo desconjugados e
desidroxilados no delgado e absorvidos por difusdo passiva. Os sais biliares
conjugados sao absorvidos ativamente pelo ileo terminal, fechando o circuito
éntero-hepatico.

A secrecdo de bile é proporcional a quantidade de acidos biliares
oferecida aos hepatdcitos, e a sua quantidade € o somatorio dos acidos biliares
neoformados e dos que retornam ao figado através do sistema portal6.

O componente da bile que influencia na TB permanece ainda
desconhecido; ambos, sais biliares e IgA secretéria parecem ser importantes?©,
A IgA secretéria estd reduzida no intestino na presenca de ligadura do ducto
biliar comum 3,

A auséncia de bile intra-luminal parece ser a responsavel pelos
distarbios na funcédo da barreira intestinal, por aumentar a permeabilidade da
mucosa®.

Os sais biliares exercem papel de detergentes por formarem agregados
micelares com moléculas de endotoxinas intraluminares®’. A auséncia destes no
limen intestinal em pacientes com 10, resulta no aumento da absorcdo de

endotoxinas para a circulacéo portal3*22,
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Estudo de Cabhill et al mostrou que a incidéncia de endotoxemia portal
pode reduzir de 55% a 0% com a administracdo oral pré-operatdria de acido
desoxicdlico, mas o mesmo efeito ndo foi observado com o uso do &cido

guenodesoxicoélico??.

3.4 IMUNIDADE DO HOSPEDEIRO

O sistema reticulo-endotelial é formado por macrofagos localizados
principalmente em figado, baco, pulmdes e medula 6ssea, sendo responsavel
pela sequestracao e eliminacéo de particulas e substancias tais como, bactérias
derivadas do TGI, antigenos celulares, endotoxinas, debris celulares, células
tumorais, virus e parasitas®®.

As células de Kupffer compreendem 90% deste sistema, sendo 0 maior
responsavel pelas defesas locais na eliminacdo de antigenos, endotoxinas e
microorganismos derivados do TGI*. Esta localizado estrategicamente adjacente
aos sinusoides hepaticos para executar tais funcdes especificas, como também
a secrecdo de numerosas substancias bioativas®e.

Em presenca de trauma ou septicemia, as células de Kupffer tornam-se
ativadas e, como resposta, passam a secretar uma série de fatores tais como,
TNF, interleucinas, colagenase, metabdlitos do acido aracdonico, incluindo
prostaglandinas®®.

A obstrucdo do trato biliar pode produzir varios efeitos
imunomoduladores potenciais, elevacdo da pressdo dos ductos biliares,

hiperbilirrubinemia e altos indices séricos de acidos biliares?.
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O aumento da pressao dos ductos biliares pode induzir a TB do tracto
biliar para a circulacao sistémica e sistema linfatico como demonstrou Karsten et
al %.

Reynolds et al em estudos com ictericia obstrutiva em ratos, mostrou
que a funcdo dos macrofagos peritoneais esta deprimida apds sete dias de
ligadura do ducto biliar, sugerindo uma relacdo entre TB e faléncia dos
macréfagos?.

Kimmings at al defendem a hip6tese de que o mecanismo da
endotoxemia sistémica na ictericia obstrutiva deve-se a diminuicdo da funcéo do
sistema reticulo-endotelial do figado causado pela obstrucéo biliar°,

A endotoxina promove a TB por alteracdo na imunidade do hospedeiro,
como também, por aumento na permeabilidade intestinal®>. A endotoxina é
reconhecida como sendo um indutor da supresséo da ativacdo das células T e
interleucina-1.

A captacdo de bactérias pelas células de Kupffer parece ser feita em
duas etapas: extracdo e excrecdo, como demonstraram Ding et al em estudos
em animais com E. coli marcada com 1125 intravenosa®. A excrecdo da E. coli
degradada dentro do trato biliar pode ser impedida duplamente pelo aumento da
pressdo ductal e pela obstrucéo externa na ictericia obstrutiva, sendo a mesma
acumulada no figado, mostrando diminuicdo na captacdo na bile quando
comparada com animais normais*L.

Na avaliacdo da funcéo das células de Kupffer, varios métodos tém sido
utilizados, tais como; o clearence de particulas injetadas, como o carbono
coloidal, microagregados de albumina, hemacias marcadas, bactérias

marcadas841:42:43,
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Estudo avaliando a funcdo das células de Kupffer em ratos concluiu que,
apos uma semana de ligadura do ducto biliar comum, intensa atividade fagocitica
foi observada independente da TB32.

Tanaka et al'® observaram uma diminuicdo da captacdo de *°*™Tc-sulfeto
coloidal em figado de ratos apos uma semana de ligadura DBC.

Em trabalhos realizados por Katz et al*!, onde E. coli marcada com
3Senxofre foi administrado por via endovenosa, mostraram que apoés trés
semanas de ligadura do DBC, o figado apresentou uma captacdo diminuida da
35S-E. coli, enquanto que os pulmdes mostraram um aumento da sua captacao.
Constataram portanto, que apesar da disfuncdo hepatica, ndo houve diferenca
significativa na depuracdo da 3°S- E. coli entre os grupos controle e ictéricos,
sugerindo que os pulmdes desses ratos exerceram um mecanismo
compensatoério, removendo a bactéria da corrente sangiinea. Por outro lado,
esses pesquisadores observaram também que no grupo de ratos com sete dias
de ictericia ndo houve diferenca significativa na captacdo da 3°S- E. coli pelos
orgaos.

Megison et al observaram uma reducéo na captacao de E. coli marcada
com "®Selénio pelo figado, aumento na captacdo pulmonar e nenhuma diferenca
na captacdo pelo baco apds trés semanas de obstrucdo biliar. Apos a
coledocoduodenostomia, a captacédo hepatica e pulmonar retornou aos valores
dos animais controle*3.

Estudo empregando administracdo endovenosa de microagregado de
albumina marcada com 251 em 30 pacientes com ictericia obstrutiva mostrou

uma significativa depressao da fungéo fagocitaria desses pacientes em relacao
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aos controles. Também foi observada uma correlagéo significativa entre a funcéo

fagocitaria e niveis plasmaticos de bilirrubina**.

3.5.PATOGENESE MICROBIANA

O colon é o maior reservatorio de bactérias gram-negativas. E. coli,
Enterobacter, Klebsiella, Proteus e Pseudomonas apresentam maior potencial
de translocacdo (89%) do que bactérias facultativas, como Lactobacilos,
Staphylococus e Enterococus (43%) 13445,

Ravin e Fine*® em 1960 postularam, baseados em estudos em humanos
e experimentais, ser o intestino fonte de endotoxemia em uma série de
desordens sépticas e ndo-sépticas.

O reconhecimento de que a populacao anaerdbica do intestino distal é
de fundamental importancia na limitacdo da colonizacao intestinal por bactérias
potencialmente patogénicas foi proposto por Waaig na década de setenta (apud
45)

A partir dai, estudos mostraram que uma flora bacteriana intacta poderia
limitar a TB do intestino para linfonodos mesentéricos e para 6rgaos a distancia,
como também qualquer fato que alterasse essa flora, como uso de antibidticos,
uso de nutricdo parenteral total, uso de quimioterapicos, consequientemente
iriam alterar a homeostase intestinal, tornando o hospedeiro mais susceptivel a
translocacéo e a infecgdo®”48,

Em condi¢cbes normais, a populacdo bacteriana local € capaz de manter
em equilibrio a flora intestinal normal, contribuindo como mecanismo de defesa
intestinal e prevenindo a TB. Este processo, conhecido como antagonismo

bacteriano, deve-se ao fato da flora bacteriana competir por nutrientes e pontes
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de adesédo nos enterécitos, como também produzirem fatores inibidores de
crescimento de bactérias exdégenas?®.

Varios autores tém demonstrado haver correlacédo entre a incidéncia de
TB para linfonodos mesentéricos e crescimento bacteriano cecal na ictericia
obstrutiva em ratos!3845,

Embora a migracdo de gram-negativos esteja mais comumente
associada a translocacdo, cocos gram-positivos também apresentam

capacidade de migracéo transintestinal?.

3.6.1ISOTOPO RADIOATIVO

O ®Mtecnécio é um radionuclideo artificial originado da desintegracédo
radioativa de um elemento radioativo (®*molibdénio), isétopo proveniente da
fissdo nuclear do uranio, descoberto em 1937 por Segre & Perrier??,

O gerador de *"MTecnécio consiste de uma coluna de vidro onde o
radionuclideo °°™molibndénio, denominado de pai, encontra-se fortemente
adsorvido em uma resina de aluminio. Por um processo de desintegracao
radioativa, emisséo de radiacdo B, o radionuclideo pai sofre transmutacéo e da
origem ao atomo de *Mtecnécio, denominado de radionuclideo filho. Os atomos
de **™tecnécio sdo eluidos do gerador com solucéo de cloreto de sédio 0,9% na
forma de pertecnetato de sodio (Na®*™MTc Oa), e acrescidos de um agente redutor
como o cloreto estanoso (SnCl2) para reduzir o ®°*™tecnécio®°.

Por apresentar caracteristicas como baixo custo, alta disponibilidade,
tempo de meia-vida curto, em torno de seis horas, emissdo de radiagcdo gama
(y) e energia de radiacdo (140 Kev), tornou-se o is6topo mais utilizado na

marcacao de radiofArmacos em Medicina Nuclear®?.
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Com relagdo a utilizacdo do ®°™ecnécio em estudos com bactérias
marcadas, pode-se destacar a Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli e Salmonella abortusovis®?53.54,

O provavel mecanismo de marcacao das bactérias € devido ao fato do
9mtecnécio, por ser um metal deficiente em elétrons, reagir com grupos
doadores de elétrons como aminas, amidas, tiois, sulfidrilas, isonitrilas, etc. E,
no caso especifico das bactérias, reagir com estruturas protéicas, ja que estas
possuem grupos doadores de elétrons. Essa reacdo pode ocorrer com proteinas

da parede celular das bactérias e/ou com as proteinas citoplasmaticas®3.
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4 METODOS

4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 37 ratos adultos Wistar pesando 310+25g. Os animais
receberam agua e dieta ad libitum e foram observados em gaiolas individuais,
em ambiente com temperatura e iluminagéo adequadas.

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos. O grupo |
(n=10) foi submetido a laparotomia e ligadura do ducto biliar comum. O grupo |l
(n=10) foi submetido a laparotomia e apenas manipulagéo do ducto biliar comum
“sham-operation”. O grupo Il (n=12) foi submetido a laparotomia com ligadura
do ducto biliar comum e apds sete dias, receberam gavagem com E. coli
marcadas com *"Tc. O grupo IV (n=5) “sham-operation” e submetido a gavagem

com E. coli marcadas com %°mTc.

4.2. MARCACAO DAS BACTERIAS

O Processo de marcacdo da E. coli foi realizado conforme método
descrito por Diniz®°. De uma cultura de E. coli (ATCC-10536) fornecida pelo
Laboratério de Controle de Qualidade Bioldgico da Faculdade de Farmacia da
UFMG, crescida durante 18 horas a 37°C, foi retirada uma aliquota de 0,1 ml e
adicionada em 10 ml de caldo de soja tripticaseina e mantida a 37°C por 4 horas.
Apds esse periodo, amostras de 2,0 ml da suspensdo bacteriana foram
adicionadas a diferentes concentragdes de cloreto estanoso de 40, 130, 290, 400
e 580 uM e incubadas por diversos tempos de incubacao (10, 20, 40 e 60
minutos). Apds os tempos de incubacéo, 26,0 MBq de °*™Tc foram adicionados

a cada amostra e mantidas a 37°C por mais 10 minutos. Os tubos foram
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centrifugados a 3000 rpm por 25 min e uma aliquota de 100uL do sobrenadante
foi retirada para a determinagdo da radioatividade. O precipitado foi
ressuspendido em 3,0 mL de salina estéril e em seguida retirou-se uma aliquota
de100mL para a contagem da radioatividade. Este procedimento foi repetido por
trés vezes. A porcentagem de %°™Tc incorporado as células bacterianas foi
determinada com a utilizagcdo da seguinte férmula:

.. cpm (precipitado)
% bactérias marcadas= — x 100
cpm (precipitado + sobrenadante)

4.3. PROCEDIMENTOS OPERATORIOS

Os animais foram anestesiados com Pentobarbital sodico na dose de 20
mg/Kg por via intraperitoneal e operados com técnica asséptica. No grupo | os
ratos foram submetidos a laparotomia mediana de 3cm, iniciada a partir do
apéndice xifoide, identificacdo do ducto biliar principal e ligadura do mesmo com
fio de seda n° 4 zeros, o mais proximo possivel do figado, para que fosse evitada
a lesdo do ducto pancreatico. Nos animais do grupo Il a porta hepatis foi
identificada e apenas manipulada com pinga de dissecg¢ao do tipo Adson “sham-
operation”. A parede abdominal foi fechada com dois planos de sutura em pontos

separados de monofilamento de nylon n° 4 zeros.

4.4 MICROBIOLOGIA E ANALISE BIOQUIMICA

No sétimo dia de observagcdo os animais de ambos o0s grupos foram
mortos com superdose do anestésico pela via intramuscular. Relaparotomizados
com técnica asseptica, uma amostra de 3ml de sangue foi colhida atraves de
puncdo intracardiaca para dosagens de bilirrubinas, AST, ALT e PAL. Em

seguida foram ressecados de cada animal figado, baco, linfonodos mesentéricos
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e pulmdes, separando-se metade de cada 6rgdo para exame microbiologico e a
outra metade para analise histopatoldgica. Os fragmentos destinados ao exame
microbiolégico sofreram processo de homogeneizacdo e foram semeados
seletivamente em meio de cultura Agar McConkey para deteccdo de Gram-
negativos e, Agar-sangue para Gram-positivos. As amostras foram incubadas a

37°c e examinadas apoés 24 e 48 horas.

4.5 PROCESSAMENTO DAS PECAS E ANALISE HISTOLOGICA

Os fragmentos para exame histopatoldgico foram fixados em
formaldeido a 10%, incluidos em parafina, cortados em seccbes de 4u de
espessura e corados pela hematoxilina-eosina e pelo tricrobmico de Masson. A
analise morfométrica da resposta inflamatéria e da fibrose intersticial foi realizada
utilizando-se morfometria por imagem. As imagens histopatolégicas obtidas nas
laminas coradas pelos métodos acima citados foram analisadas e quantificadas
através de Analisador digital que consta de: fotomicroscépio Olimpus, Camera
Sony, Computador Pentium Ill, Windows 98, software Image ProPlus, verséo 4.0,
Media Cybernetics LP. Os campos microscopicos foram observados com
objetiva 20X e ocular 10X cuja imagem foi capturada pela camera e digitalizada
pelo computador, que dividiu os campos microscépicos em unidades de imagem
denominadas picture elements ou pixels. Apds selecionada a resolucéo
desejada, os impulsos 6pticos foram digitalizados, resultando em uma imagem
de cada campo medindo 640X480 pixels. ApOs gquantificar os dados
histopatolégicos em unidades densidade, os resultados foram expressos em pm?

e feita a andlise estatistica.
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4.6 ANALISE CINTILOGRAFICA

Nos animais do grupo lll e grupo IV foram administrados por sonda
gastrica (gavagem), apds anestesia inalatéria com éter, 0,2 ml de *°*™Tc-E. coli
(1,6 MBQ), apds o sétimo dia de ictericia. Em seguida, 0s animais permaneceram
em observacdo em gaiolas com dieta e agua ad libitum por 24 horas. Apoés este
periodo, os animais foram anestesiados e relaparotomizados e amostras de
sangue foram coletadas através de puncéo intracardiaca, para dosagens de
bilirrubinas, transaminases e fosfatase alcalina. Logo apés, os animais foram
mortos com superdose do anestésico por via intramuscular e foram ressecados
figado, bago, linfonodos mesentéricos e pulmdes. Um coagulo de 0,5 ml da veia
cava inferior foi colhido. Os érgaos apos retirados, foram lavados com agua
corrente e pesados individualmente e colocados em tubos de contagem para a
determinacao da radioatividade em cintilador Ansr, Abbot. Os resultados foram
expressos como porcentagem de captacdo de °°™Tc-E. coli por minuto
(cpm/min) para cada 6rgéo e o célculo feito de acordo com a seguinte equacao:

cpm 6rgéo/ g tecido

% captacéo da **"MTc-E. coli = x 100
2. (cpm 6rgaolg tecido)

Para cada dado considerou-se a média + desvio-padrdo (X +DP).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica foi realizada com a utilizacdo dos softwares
STATISTICA 6.0. Para analise dos dados utilizaram-se as técnicas: analise
descritiva e a prova nao paramétrica de Kruskal — Wallis e paramétrica andlise
de variancia — ANOVA%.

Para verificar o que foi observado na analise descritiva exploratoria
utilizou-se o teste ndo paramétrico a Prova de Kruskal - Wallis (1952) para
amostras independentes, livre de distribuicdo, que tem como objetivo comparar
a diferenca entre as amostras e verificar se essas diferengas entre as amostras
significam diferencas efetivas entre as populacdes, ou se representam apenas
variacdes casuais, que podem ser esperadas entre amostras aleatérias de uma

mesma populacao®>.

Para verificar o que foi observado nas analises descritivas utilizou-se a
ferramenta estatistica andlise de variancia — ANOVA (Fisher, 1918), que
segundo Montgomery tem como objetivo "testar a igualdade de trés ou mais
médias populacionais, baseado na andlise de varidncias amostrais". As
observacdes foram descritas pelo seguinte modelo de efeitos fixos (grupos e

6rgéos)°s:
Yik = 1 + Be. + 0.j + POy + &tk

Yitk — contagem de bactérias por minutos
Onde:

u - média geral

Bt. — grupos, t=1, 2, 3

d.j— orgdos, j=1, 2, 3,4,5

Bd 4 — grupos x 6rgaos

&tk — erros aleatorios
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5 RESULTADOS

Todos os amimais estudados sobreviveram ao periodo de observacéo
e ao término de 7 dias, os ratos do grupo | e grupo Il submetidos a ligadura do
DBP apresentavam-se francamente ictéricos. Os niveis séricos de bilirrubunas
foram bastante elevados em relagcéo aos dos controles (Tab. 1 e 2).

Tabela 1: Distribuicdo da média mais ou menos o desvio padrdo da Dosagem de
Bilirrubina para os grupos

Grupos Média + Desvio-Padréo
LDBC 6,77+ 3,14
CONTROLE 0,37 +0,17

Fonte: Laboratério de Bioquimica da Faculdade de Farmacia - CCS/UFRN

Tabela 2: Distribuicdo da média mais ou menos o desvio padrdo da Dosagem de
Bilirrubina em ratos submetidos a Ligadura + °°™Tc. — E. Coli para 0s grupos.

Grupos Média £ Desvio-Padréao
LDBC 6,57 + 2,74
CONTROLE 0,32 + 0,08

Fonte: Laboratério de analises clinicas e toxicolégicas da UFMG-B.Horizonte

As dosagens de AST, ALT e PAL apresentaram elevacao significativas

nos grupos de ratos ictéricos comparados com 0s grupos controle (Tab.3 e 4).

Tabela 3: Distribuicdo da média mais ou menos o desvio padrdo dos niveis de
AST, ALT e PAL para 0s grupos.

Orgéos Média + Desvio-Padr&o
AST ictérico 190,7 £ 77,02
ALT ictérico 102,1 + 51,46
PAL ictérico 100,4 + 28,65
AST controle 29,2 +5,20
ALT controle 18,8 + 4,29
PAL controle 40,5+ 7,41

Fonte: Laboratério de Bioquimica da Faculdade de Farmacia - CCS/UFRN
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Tabela 4: Distribuicdo da média mais ou menos o desvio padrédo da dos niveis
de AST, ALT e PAL em ratos submetidos a Ligadura + %"™Tc. — E. Coli para os
grupos.

Orgéos Média + Desvio-Padréo
AST ictérico 196,73 £ 65,95
ALT ictérico 94,73 +51,84
PAL ictérico 95,10 + 27,35
AST controle 32,60 +2,41
ALT controle 20,80 + 3,11
PAL controle 52,20 + 2,05

Fonte: Laboratério de analises clinicas e toxicolégicas da UFMG-B.Horizonte

No grupo | onde os ratos foram submetidos a ligadura do DBP, foi
observada uma maior incidéncia de TB comparado ao grupo Il (controle) (grafico
3).

Os NLM apresentaram maior incidéncia de culturas positivas de
bactérias em relacdo aos demais 6rgaos. A bactéria cultivada mais encontrada

foia E. coli .

O exame histolégico dos NLM ndo apresentou diferenca entre os dois
grupos | e Il. Observou-se em ambos uma linfadenite crénica sem hiperplasia
reativa. O mesmo foi observado em cortes de bago entre os dois grupos, que
mostrou hiperplasia reativa da polpa branca em graus variaveis de intensidade,
congestdo da polpa vermelha e impregnacéo biliar discreta em macréfagos
sinusoidais presentes em ambos (Fig.7). O exame dos cortes de figado dos
animais submetidos a ligadura do DBC (grupo |) apresentou alteracfes bem
evidentes, caracterizadas por infiltrado inflamatério portal estendendo-se por
vezes aos sinusoides (Fig. 1 e 3), proliferacdo ductal portal de moderada a
intensa, alteracdes degenerativas de hepatdcitos, esteatose, alteragbes do
volume nuclear, presenca de figuras de mitose e nucléolos por vezes multiplos,

alteracdes discretas das células de Kupffer também foram observadas (fig. 5 e
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6). Os animais do grupo controle ndo apresentaram alteracdes importantes (fig.
2 e 4). Emrelacdo aos pulmdes, os animais do grupo | apresentaram areas focais
de espessamento dos septos alveolares, caracterizando uma pneunonite
intersticial. A analise morfométrica do figado dos animais ictéricos mostrou
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo aos do grupo
controle (tab. 5 e 6) (grafico 4 e 5).

Tabela 5: Distribuicdo da média mais ou menos da coloracdo HE para 0s grupos.

Grupos Média £ Desvio-padréo
LDBC 26887,88 + 13315,44
CONTROLE 16944,27 + 1900,37

Fonte: Departamento de Patologia — CCS/UFRN

Tabela 6: Distribuicdo da média mais ou menos da coloracédo Tricrébmico de
Masson para 0s grupos.

Grupos Média + Desvio-Padréo
LDBC 36974,05 + 11653,90
CONTROLE 69000,64 + 26732,36

Fonte: Departamento de Patologia — CCS/UFRN

O estudo realizado nos animais do grupo Il e Grupo IV onde foi utilizada
a gavagem com a E. coli marcada com ®*™Tecnécio e retirados os 6rgdos para a
contagem da radioatividade, n&o apresentou diferenca estatisticamente

significante na contagem de bactérias nos 6rgaos entre os dois grupos (tab. 7).
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Tabela 7 Distribuicdo da média mais ou menos o desvio padréo da captacdo de
9mTc — E.Coli (%) pelo linfonodo, baco, figado e pulméo para os grupos controle

e ictérico.
Orgéos Média + Desvio-Padréo
Linfonodo ictérico 0,13+0,16
Baco ictérico 0,14+ 0,18
Figado ictérico 1,74 £ 1,77
Pulmao ictérico 0,25+0,33
Linfonodo controle 0,13+0,15
Baco controle 0,15+ 0,22
Figado controle 0,62+ 0,54
Pulmao controle 1,52+ 2,09

Fonte: Laboratério de Radioisétopos da UFMG — Belo Horizonte no periodo de 15 a 22 de

agosto de 2000.

Como existe interacdo: grupo x 6rgao (anexos) estudou-se 0 que acontece

dentro dos diferentes 6rgdos através da técnica de contrates ortogonais e

concluiu-se de acordo com a ANOVA ao nivel de significancia de 5%, existe

diferenca entre os grupos ictérico e controle dos érgaos figado e pulmao (tab. 8)

(gréfico 9).
Tabela 8 — ANOVA para a captacéo de *°"Tc — E. Coli (CPM).

Fonte de Variacéo |g§3ad dee Qtsﬂagé%do F p-valor
Grupos 1 0,919512 |0,022411 0,881500
Orgaos 3 0,919512 [4,341621 | 0,007794
Grupos x 6rgaos 3 0,919512 |3,632416 0,017776

Fonte: Pesquisa realizada laboratério de Radioisétopos da UFMG em Belo Horizonte/MG no
periodo de 15 a 22 de agosto de 2000
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Quadro 1 — ANOVA por postos de Kruskal-Wallis para a Variavel Dosagens

de Bilirrubina

N Soma dos Postos
LDBC 10 155,0000
Controle 10 55,0000
p =,0001

Quadro 2 - ANOVA por Postos de Kruskal-Wallis para a Variavel Dosagens

bioguimicas test: H (1, N= 16) = 9,748892 p =0,0018

N Soma dos Postos
LDBC 11 121,0000
Controle 5 15,0000

Quadro 3 - ANOVA por Postos de Kruskal-Wallis para a Variavel Translocacéo

de bactérias test: H ( 1, N=20) = 3,554012 p =,0594

N Soma dos Postos
Ictérico 10 127,0000
Controle 10 83,0000

Quadro 4 - ANOVA por postos de Kruskal-Wallis para a Variavel Imagens por

Campo através da Coloracao - HE

N Soma dos Postos
LDBC 10 108,00
Controle 6 28,00
p =0,0126

Quadro 5 - ANOVA por postos de Kruskal-Wallis para a Variavel Imagens por

Campo através da Coloracao Tricrémico de Masson

N Soma dos Postos
LDBC 9 86,00000
Controle 5 19,00000

p =,0136
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em Ratos Submetidos a LDBC

—_—

Ictérico Controle
GRUPOS

_T_ +Desv. Padra
[ +Erro Padréo

o

Média

44



U/ML(AST e ALT) - UIL (PAL)

Namero de Orgdo com Cultura Positiva

350

300

250

200

150

100

50

GRAFICO 2 - Dosagens das Enzimas: Aspartato Aminotransferase (AST)
Alanina Aminotransferase (ALT) e Fosfatase Alcalina (PAL)

em Ratos Submetidos a LDBC
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GRAFICO 3 - Box Plot das Incidéncia de Translocacdo de Bactérias

para Org&os segundo os Grupos
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GRAFICO 4 - Boxplot da Variavel Imagens por Campo através da
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GRAFICO 5 - Boxplot da Variavel Imagens por Campo através da
Coloragao - Tricrébmico Masson
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GRAFICO 6 - Boxplot da Variavel Bilirrubina em Ratos Submetidos
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GRAFICO 8 - Box Plot da Captacdo d&°™Tc - E. Coli nos

Orgéos segundo os Grupos
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Figura 1: Corte de figado mostrando infiltrado inflamatério portal. (ictérico) - Analise
morfométrica. A — Antes da quantificacao digital. B — Marcacdo em amarelo da
quantificacao. HE (x200)
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Figura 2: Corte de figado mostrando infiltrado inflamatério periductal. (controle) - Aélise
morfométrica. A — Antes da quantificacdo digital. B — Marcagdo em amarelo da
quantificagéo. HE (x200).
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Figura 3: Corte de figado mostrando infiltrado inflamatorio periductal. (ictérico) - Andlise
morfométrica. A — Antes da quantificacdo digital. B — Marcacdo em amarelo da
quantificagdo. HE (x200).
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Figura 4: Corte de figado mostrando infiltrado inflamatério intersticial. (controle) -

Andlise morfométrica. A — Antes da quantificagdo digital. B — Marcacdo em amarelo
da quantificacdo. Tricromico de Masson (x200).
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Figura 5: Corte de figa

morfométrica. A — Antes da quantificacdo digital. B — Marcagdo em amarelo da
guantifica¢do. Tricrdomico de Masson (x200).
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do mostrando infiltrado intersticial. (ictérico) - Analise
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Figura 6: Corte de figado mostrando proliferacdo ductal. (ictérico) - Analise
morfométrica. A — Antes da quantificacdo digital. B — Marcacdo em amarelo da
guantificacdo. Tricrdomico de Masson (x200).
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6 DISCUSSAO

Esta bem estabelecida na literatura que a translocacao bacteriana (TB)
esta implicada na fisiopatologia das complica¢des associadas com a IO, como a
sepse e a insuficiéncia renal.

Apesar dos avan¢os no que se refere a diagnostico e terapéutica, a
infeccdo e a endotoxemia continuam sendo as principais causas de morbidade
e mortalidade em pacientes com IO.

A TB é definida como sendo a passagem de bactérias viaveis do trato
gastointestinal para sitios extraintestinais estéreis, tais como, nédulos linfaticos
mesentéricos, baco, figado, rins, cavidade peritoneal e corrente sanguinea®.

Fatores que promovem esse processo incluem: disfuncéo da microflora
intestinal, perda da imunidade do hospedeiro e injuria fisica da mucosa
intestinal®.

O fendmeno da TB tem sido avaliado em varios modelos experimentais
através de culturas bacterianas de 6rgaos, bactérias marcadas com
radiois6topos, particulas ndo bacterianas marcadas com radiois6topos dentre
outros!3.6811,

A proposta do presente estudo foi analisar o fendmeno da TB para o
figado, baco, NLM e pulmbes através de culturas bacterianas e através da
andlise cintilografica da captacdo de E. coli marcada com *MTcnécio (**"Tc-
E.coli) por esses 6rgaos em modelo experimental de 10 experimental em ratos.

Os estudos sobre a TB na ictericia obstrutiva experimental em ratos

utilizando culturas de bactérias encontram-se bem estabelecidos na literatura,
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des de os classicos trabalhos de Berg e Deitch demonstrando a ocorréncia de
translocacdo de bactérias intestinais para 6rgdos extra-intestinais®=.

Estudos empregando bactérias marcadas com is6topos radioativos fora
realizados com a finalidade de demonstrar o fenébmeno da TB em modelos
experimentais de 1O em ratos®41:50,

O experimento utilizando °°™Tc-E.coli foi possivel empregando cultura
de E. coli (ATCC-10536) marcada com tecnécio conforme técnica descrita por
Diniz®°. O estudo consistiu na administracdo da **™Tc-E.coli através de gavagem
em ratos apds sete dias de ligadura do ducto biliar e feita a contagem da
radioatividade nos 6rgaos em cintilador gamma Ansr, Abbot.

Os resultados mostraram diferenca estatisticamente significativa nas
culturas de bactérias em 6rgdos nos ratos ictéricos em relacdo aos do grupo
controle (p< 0,05). Esses resultados estdo de acordo com os trabalhos
publicados na literatura® 3282324 A translocagdo bacteriana na 10 ocorre devido a
diversos fatores como; auséncia de bile no lumen intestinal, alteracbes na
mucosa intestinal e perda da imunidade do hospedeiro®. A auséncia de bile no
intestino resulta em endotoxemia®’. Cahill et al mostraram que a incidéncia de
endotoxemia foi reduzida de 55% para zero com a administracdo oral de
desoxicolato em 10 em ratos??.

No presente estudo o0s niveis seéricos de bilirrubina foram
significativamente elevados nos ratos submetidos & LDBC em relacdo ao do
controle. As alteragBes histopatoldgicas foram bem mais evidentes no grupo
ictérico, caracterizadas por infiltrado inflamatério portal a nivel sinusoidal,
proliferacdo ductal, alteragcbes degenerativas de hepatdcitos e alteragbes de

células de Kupffer.
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Segundo trabalhos de Clements et al*? apdés uma semana de ligadura
do colédoco de ratos ocorre um aumento da endotoxemia para o figado o que
provoca uma estimulacao das células de Kupffer, mas a longo prazo a obstrucao
causa depressdo nessas ceélulas. Esses resultados foram posteriormente
confirmados por Kimming et al, que mostraram depressao da funcéo das células
de Kupffer na IO em ratos*® Bactérias marcadas com radioisétopos tem sido
usada por alguns autores para avaliar o clearence de bactérias circulantes e
funcdo do SRE em ratos*041:43,

Os resultados do presente estudo nado mostraram diferenca
estatisticamente significante na captagdo da °°™Tc-E.coli pelos 6rgdos entre os
dois grupos: ictérico e controle. No entanto, na analise interativa ocorreu
diferenca significativa na captagdo da °°™Tc-E.coli pelo figado e pulm&es entre
os dois grupos, o figado no grupo ictérico obteve uma maior captacdo em relacao
ao controle enquanto que nos pulmdes dos animais controle ocorreu uma maior
captacdo comparada ao grupo ictérico. Essa observacdo sugere que o0s
resultados estdo de acordo com as observacGes de Clements et el*? que
demonstram uma estimulacdo das células de Kupffer na primeira semana de

ictericia.
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7 CONCLUSAO

Os resultados concluiram que ocorreu translocacdo bacteriana para
linfonodos, figado, baco e pulmao verificado nas culturas bacterianas em ratos
ictéricos.

A captacgédo da E. Coli marcada com **™Tecnécio (**"Tc - E. Coli) pelos
orgdos ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre os grupos

ictéricos e controle.
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ANEXOS
GRUPOS ORGAO LINFONODO

Grupo Ictérico e o Grupo Grau de | Quadrado F P-valor

Controle liberdade médio

Efeito 1 0,000066 | 0,000072 | 0,993272
GRUPOS ORGAO BACO

Grupo Ictérico e o Grupo Grau de | Quadrado F P-valor

Controle liberdade médio

Efeito 1 0,000385 | 0,000419 | 0,983734
GRUPOS ORGAO FiGADO

Grupo Ictérico e o Grupo Grau de | Quadrado F P-valor

Controle liberdade médio

Efeito 1 4,403833 | 4,789318 | 0,032541
GRUPOS ORGAO PULMAO

Grupo Ictérico e o Grupo Grau de | Quadrado F P-valor

Controle liberdade médio

Efeito 1 5,636469 |6,129851 |0,016131

64



