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"A diferenga que existe entre o homem e os demais
animais é que o homem é capaz de fazer perguntas.
Ele é capaz de fazer perguntas e buscar respostas.
E o prego que paga por isso, por ser humano,

E ter a anglstia da divida, formulando perguntas

E buscando respostas.

E sabendo de antemdo que cada resposta

Vai ter uma hova pergunta, mais complexa.

Entdo eu diria: o destino inexoravel do ser humano é
fazer pesquisa”.

(William Saad Hossne)
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar se as alteragdes do cdlon
desfuncionalizado, evidenciadas na colite de derivacdo fecal (CD), seriam capazes de
permitir Translocagdo Bacteriana (TB). Foram utilizados 62 ratos Wistar, machos, pesando
entre 220 e 320 gramas, divididos em dois grupos: A (Colostomia) e B (Controle),
contendo cada um 31 animais. No grupo A, todos os animais foram submetidos a
colostomia, terminal boca Unica, em cdlon ascendente. A partir do 70° dia de observagdo 0s
seguintes procedimentos foram adotados: em cinco ratos foi injetado por via retal — no
segmento desfuncionalizado - 2ml de uma solug&o salina 0,9% nos animais (subgrupo Al);
em oito animais inoculou-se, por via retal, uma solucdo de 2ml contendo Escherichia coli
ATCC 25922 (American Type Culture Collection), na concentragdo de 10® Unidades
Formadoras de Colonias por mililitros (UFC/ml) - Subgrupo A2; em dez animais
inoculava-se a mesma solucdo de Escherichia coli, na concentragdo de 10“'UFC/ml
(Subgrupo A3); e em oito animais colhia-se 0 muco encontrado no segmento coldnico
distal desfuncionalizado, para dosagens de acUcares neutros e proteinas totais (subgrupo
A4). Nos animais do grupo B (controle) ndo foi confeccionada a colostomia nos ratos, no
entanto, todos os outros eventos realizados no grupo A foram repetidos. Nos animais dos
subgrupos Al, A2, A3, B1, B2, e B3, ap0s serem mortos, realizou-se pun¢éo cardiaca para
coleta de 2ml de sangue e retiraram-se fragmentos de tecidos de linfonodo do mesocélon,
figado, baco, pulmdo e rim, para andlise microbioldgica. Essa analise consistia em
evidenciar, em placas de Petri, contendo meio de cultura 4gar-Mac Conkey, a presenca de

UFC de Escherichia coli ATCC 25922. Os testes de Mann-Whitney e Anova foram



aplicados como técnicas investigativas para associacdo das variaveis. A ocorréncia de TB,
s0 foi evidenciada nos animais em que a concentracao inoculada de Escherichia coli ATCC
25922, atingia niveis de 10"UFC/ml, ou seja nos Subgrupos A3 e B3, no entanto, sendo
significantemente superior (80%) nos animais sem colostomia (subgrupo B3) quando
comparados com os ratos com colostomia (20%) do subgrupo A3 (P<0,05). Pulméo, figado
e linfonodo foram os tecidos com maior percentual de recuperacdo bacteriana, tanto no
subgrupo A3, quanto no B3. A hemocultura foi considerada positiva em 60 % dos animais
do subgrupo B3 e em 10% do subgrupo A3 (p<0,05). Houve maior concentracdo de
acucares neutros, no subgrupo A4 - média 27,3mg/ml -, do que no subgrupo B4 - média
8,4mg/ml — (P<0,05). Conclui-se que as modificacdes na arquitetura da mucosa intestinal
na CD podem promover alteragdes na barreira intestinal, mas ndo necessariamente conduz
a maior freqiiéncia de TB.

Palavras-chave: Translocacdo bacteriana. Colite. Ratos Wistar.



ABSTRACT

The objective of this study was to investigate if the alterations of the diverted colon
segment mucosa, evidenced in fecal colitis, would be able to alter Bacterial Translocation
(BT). Sixty-two Wistar male rats ranging from 220 to 320 grams of weight, divided in two
groups: A (Colostomy) and B (Controls), with 31 animals each one. In group A, all animals
underwent end colostomy, one stoma, in ascending colon; and in the 70™ POD was injected
in five rats, by rectal route — diverted segment - 2ml of a 0.9% saline solution in animals
(Al subgroup); in eight animals was inoculated, by rectal route, 2ml of a solution
containing Escherichia coli ATCC 25922 (American Type Culture Collection), in a
concentration of 10% Colony Forming Unit for milliliters (CFU/mI) - A2 Subgroup; in ten
animals the same solution of E. coli was inoculated, in a concentration of 10** CFU/ml (A3
Subgroup); and in eight animals was collected part of the mucus found in the diverted distal
colonic segment for neutral sugars and total proteins dosage (A4 subgroup). The animals
from the group B underwent the same procedures of group A, but with differences in the
colostomy confection. Animals from subgroups Al, A2, A3, B1, B2, and B3, had had 2ml
of blood aspirated from the heart and had taken fragments from mesocolon lymphnodes,
liver, spleen, lung and kidney, for microbiological analysis, after their death. That analysis
consisted of evidencing, in Petri dishes, containing agar-Mac Conkey as culture medium,
the presence of Escherichia coli ATCC 25922 CFU. Mann-Whitney and Anova Tests were
applied as analytic techniques for association of variables. The occurrence of BT was
evidenced only in those animals in which inoculated concentration of Escherichia coli
ATCC 25922, reached levels of 10**CFU/ml, i.e. in Subgroups A3 and B3, although, being

significantly greater (80%) in those animals without colostomy (subgroup B3) when



compared to the ones with colostomy (20%) from the subgroup A3 (P <0.05). Lung, liver
and limphnode were the tissues with larger percentile of bacterial recovery, so much in
subgroup A3, as in B3. Blood culture was considered positive in 60% of the animals from
subgroup B3 and in 10% of those from subgroup A3 (p <0.05). There was greater
concentration of neutral sugars, in subgroup A4 - mean 27.3mg/ml -, than in subgroup B4 -
mean 8.4mg/ml - (P <0.05). It can be concluded that modifications in the architecture of
intestinal mucosa in the DC, can cause alterations in the intestinal barrier, but it does not
necessarily lead to an increased frequency of BT.

Key words: Bacterial translocation. Colitis. Rats Wistar



INTRODUCAO

A translocacdo bacteriana (TB) pode ser definida como a passagem da microflora
intestinal - e seus produtos (endotoxinas) - através da ldmina prépria para os linfonodos
mesentéricos, 6rgaos intra e extraperitoneais e circulago sistémica® %3 .

A disseminacdo sisttmica de bactérias em pacientes que morrem de sepse ou
faléncia de multiplos 6rgédos, sem um foco séptico identificado clinicamente ou na autopsia,
sugere que esta infeccao pode ter sido originada no intestino? >.

Em até 16% dos pacientes submetidos a laparotomia pode-se evidenciar a
translocacdo bacteriana, sendo a sepse encontrada em 41% deles. A Escherichia coli é o
microorganismo mais freqiientemente isolado™ *.

AlteracGes ao nivel da barreira mucosa (integridade epitelial) bem como
modificagdes da microflora intestinal, situacdes estas evidenciadas nos casos de choque
(com diminuicdo do fluxo sanguineo esplancnico), uso de nutricdo parenteral total,
antibioticoterapia prolongada, quadro de obstrucdo intestinal, grandes queimados, uso de
imunossupressores, uso de drogas citotoxicas e manipulacdo intestinal durante o ato
cirdrgico entre outras, sdo considerados fatores predisponentes para o aparecimento da TB®.

Sabe-se que a mucosa intestinal, além de absorver e digerir 0s nutrientes, também
funciona como um importante mecanismo de barreira, impedindo a passagem de bactérias,
endotoxinas e outros elementos do contetido intraluminal para sitios extra-intestinal®.

Observa-se um aumento de complicacdes septicas em pacientes que séo submetidos

a regimes de nutricdo parenteral total (NPT), quando comparados aos que utilizam a

nutricdo enteral, pois a auséncia de nutrientes intraluminais, causa disfuncdo no enterdcito,



bem como atrofia da mucosa intestinal que, dessa forma, pode facilitar a translocagéo
bacteriana® °.

A colite de derivagdo fecal, condi¢cdo clinica encontrada em quase 100% dos
pacientes submetidos a colostomia desfuncionalizante, conduz a uma atrofia da mucosa
intestinal col6nica e, por conseguinte, poderia predispor ao aparecimento da TB" 2,

Com alguma frequiéncia, quando colostomias séo feitas resultando em segmentos
de célon desfuncionalizado certamente provocam casos de colite de derivacao fecal. Esta
entidade clinica tem sido pouco estudada e uma pesquisa minuciosa na literatura médica
revelou a inexisténcia de trabalhos associando colite de derivagdo fecal com a presenca de
translocacéo bacteriana.

O objetivo, portanto, do presente trabalho foi investigar se as alteracOes
histopatol6gicas do célon desfuncionalizado, evidenciadas na colite de derivagdo fecal,

seriam capazes de facilitar o aparecimento da TB.



REVISAO DA LITERATURA

O intestino é um oOrgdo complexo cujas fungdes primarias sdo a digestdo e a
absorcéo dos alimentos. No entanto, outra importancia fundamental é a funcdo de defesa
imunolodgica que exerce, prevenindo a difusdo de bactérias e endotoxinas localizadas no
interior do intestino para 6rgéos e tecidos & distancia’. Dessa forma, o intestino atua como
uma interface delimitando o conteldo intraluminar séptico: rico em bactérias e produtos
toxicos, do territério esplancnico-sistémico, asséptico'®. A constatacdo dessa Gltima
funcdo fez surgir o conceito de barreira mucosa intestinal, cuja efetividade — semelhante as
outras barreiras biomecanicas como a pele e o epitélio ciliado traqueobrénguico — seria
impedir o ingresso de bactérias enddgenas do intestino e/ou de suas toxinas em sitios extra-
intestinais®2.

E muito grande a concentraco de bactérias, presentes no intestino delgado e célon
— sendo este a regido do organismo mais intensamente colonizada, apresentando uma
microflora mista, com predominio absoluto de germes anaerobios, que atingem a proporcao
de 1000 para 1 aerdbio, numa concentracdo estimada de 200 a 400 bilhdes de germes por
grama de fezes imidas™. O fato de ndo ocorrer, normalmente, sepse de origem intestinal,
em individuos saudaveis, significa que existe uma barreira mucosa intestinal, cuja falha —
deixando passar bactérias ou toxinas através do intestino — pode resultar no aparecimento
da translocagdo bacteriana®*.

O termo translocagdo bacteriana (TB), portanto, serve para descrever o fenémeno
pelo qual, bactérias atravessam a barreira mucosa do intestino e sobrevivem em 6rgdos ou
tecidos normalmente estéreis. Foi empregado inicialmente, por Wolochow™, em 1966,

muito embora, na década de 50, um estudo experimental em cées submetidos a choque



hemorrégico - proposto por Fine', tenha evidenciado uma sobrevida maior nos animais que
faziam uso de antibioticoterapia previamente ao choque. Dos animais que né&o receberam
antimicrobianos, 80 % morreram. Fine, dessa forma, atribuiu a um “fator bacteriano”
originado no intestino a causa da irreversibilidade do choque, principalmente, por ter
constatado a existéncia de maior nimero de bactérias no sangue portal quando comparou
com o sangue da veia cava™.

Em 1979, Berg e Garlinton® demonstraram que bactérias intestinais poderiam
atravessar a parede intestinal, alcangando os linfonodos mesentéricos e outros 6rgdos
distantes, estabelecendo em definitivo o conceito de TB.

A partir de entdo, surgiu a idéia segundo a qual o intestino é um potencial e
importante reservatorio de bactérias e fungos, causadores de infecgdes sistémicas,
principalmente, em pacientes imunodeprimidos: transplantados, ou ainda, naqueles
acometidos por choque hemorragico, queimaduras, trauma cirdrgico e anestésico;
portadores de obstruco intestinal, ictericia, e com uso prolongado de NPT, entre outros®®.

Destacam-se, como componentes basicos da barreira mucosa intestinal, os fatores
mecanicos, os fatores imunoldgicos, a microflora normal e o eixo éntero-hepatico. (Quadro
1)°

Do ponto de vista fisiopatologico, a TB parece ser promovida por um ou mais dos
seguintes fatores: a quebra da harmonia da flora bacteriana primitiva intestinal, resultando
em um supercrescimento de bactérias — principalmente de bacilos entéricos Gram-
negativos; a diminui¢do das defesas imunologicas e a ruptura fisica da barreira mucosa

intestinal*>*®.



Quadro 1 - COMPONENTES DA BARREIRA INTESTINAL °

1.Mecénicos

Peristalse intestinal

Camada de muco

Descamacéo epitelial

Barreira epitelial

2. Microflora normal

Resisténcia por colonizagéo

Contato inibitério

3. Imunolbgico

Secrecdo de imunoglobulinas (IgA)
Sistema GALT
4. Outros

Eixo éntero-hepatico, Sais biliares, Acidez géastrica

O primeiro componente de defesa da barreira intestinal é a microflora do proprio
intestino. As bactérias intestinais anaerdbicas, em numeros de trés a quatro vezes em
grandeza logaritmica, isto €, 1000 a 10000 vezes maior do que as bactérias entéricas Gram-
negativas, se localizam, preferencialmente, junto as células epiteliais, ocupando os espacos
entre essas células e impedindo, assim, por competi¢do, a aderéncia, aos enterdcitos, de
bacilos entéricos potencialmente patogénicos. Esse papel das bactérias anerdbicas limitando
0 crescimento bacteriano e prevenindo a aderéncia de bactérias a mucosa intestinal, tem
sido denominado de “resisténcia por colonizagio™***4 %,

Outro mecanismo de defesa do intestino é a camada de muco, cujo componente

primario ¢ a mucina: glicoproteina de alto peso molecular secretada pelas células

caliciformes. Nesse muco é encontrado um certo nimero de substancias protetoras das




quais merece destaque a imunoglobulina A secretéria (slgA), produzida pelas células
plasmaticas da submucosa'**#*8, Este complexo humoral (muco-sigA) funciona como uma
densa rede que aprisiona os enteropatogenos, facilitando seu clareamento pelos
movimentos peristalticos do intestino'®. A peristalse normal do intestino é, portanto,
também um importante fator protetor, impedindo a aderéncia de microorganismos a
superficie epitelial. Explica-se, assim, o motivo pelo qual ocorre, na obstrucdo intestinal,
em que 0s movimentos peristalticos estdo diminuidos — ocorrer uma maior possibilidade do
surgimento da TB, como comprovado tanto em estudos experimentais, quanto em
humanos®*2.

Pode-se observar, em estudo experimental realizado por Alexander et al®, a
importancia do muco como fator protetor da mucosa. Utilizando oito ratos e oito porcos, 0s
autores confeccionaram uma enterostomia em alca, cuja extremidade distal era irrigada com
solucdo salina, antes de instilar solugdo contendo Candida albicans, com o intuito de
remover o0 excesso de muco, visando promover uma maior uniformizacdo da TB, ja que o
muco impediria a aderéncia de microorganismo & mucosa intestinal®.

Deitch et al, estudando a TB, em modelo animal de obstrucéo intestinal, observaram
que, apos a ligadura, a um centimetro proximal ou distal a valvula ileo-cecal, as bactérias
translocaram para linfonodos mesentéricos, baco, figado e sangue periférico®.

Tao importante como o0s componentes descritos anteriormente (fisicos e da
microflora intestinal) é o sistema imunologico regional, denominado GALT (tecido linfoide
associado ao intestino)***?1°. Esse sistema, composto pelos linfécitos intra-epiteliais e da

lamina prépria, pelos foliculos linfoides, pelas placas de Peyer, pelas células dendriticas e

pelos linfonodos mesentéricos, atua respondendo imunorreativamente a enteropatégenos?.



O eixo éntero-hepatico, representado pelas células de Kupfer e secrecdo de sais
biliares na luz intestinal, tem fungdo defensiva na translocacdo de endotoxinas. As
evidéncias levam a crer que os sais biliares se unem as endotoxinas e atuam como um
emulsificante antiendotoxina, diminuindo, assim, a sua absor¢do no sistema porta, bem
como o crescimento excessivo de bacilos entéricos gram-negativos, implicando, por
conseguinte, numa diminuigo da TB** %,

As endotoxinas provenientes do intestino tém sido responsaveis pela disfuncdo
hepatica e ativacdo das células de Kupfer, o que levou alguns investigadores a

advogarem?°%?%

que a TB, em pacientes criticamente doentes, promovem um estimulo
para o estagio séptico, na auséncia de um foco infeccioso demonstravel — clinicamente ou
mesmo em autdpsias -, 0 que explicaria a faléncia de maltiplos érgdos e sistemas, em até
30% dos pacientes com sepse e que morrem, sem que se consiga demonstrar qualquer foco
de origem®°. O intestino agiria, portanto, como um motor da faléncia maltipla organica®
31.

Experimentalmente, as conseqliéncias clinicas, bem como a gravidade resultante da
TB, parecem ser proporcionais ndo s6 ao nimero de condigdes que contribuem para a perda
da funcéo da barreira intestinal, mas tambeém a magnitude de cada insulto.

Sem duavida, um desses insultos que mais tem sido estudado é a correlagdo do
trauma com o aparecimento de TB. Deitch et al, em 1996, apontaram que a sepse € a mais
comum causa de morte - nas primeiras 48 horas — entre 0s pacientes que sobrevivem a um
trauma severo®. No entanto, Baker, em 1988, ja demonstrava, experimentalmente, o efeito

do choque hemorragico em ratos, que eram submetidos ao cateterismo da artéria femoral e

a aspiracdo sangiinea até obter-se pressdo arterial média de 30 mmHg. Nesses animais, a



incidéncia de hemoculturas positivas foi de 33%, enquanto no grupo controle nédo foi
evidenciado crescimento bacteriano®.

Outra linha de investigacdo busca correlacionar a desnutricdo com a TB. Sabe-se
que a desnutricdo ocasiona uma menor efetividade do sistema imune do paciente,
promovendo a quebra da ecologia normal da microflora intestinal, além de conduzir a uma
atrofia da mucosa intestinal. H4, portanto, inimeras razdes para se acreditar que a nutri¢do
seja um importante modulador da fungdo da barreira da mucosa intestinal e, por
conseguinte, da TB*.

Kudsk et al, em 1992, constataram que os animais sépticos, quando alimentados por
via enteral, tinham uma sobrevida maior do que aqueles alimentados por via parenteral. Os
mesmos autores, dessa vez estudando 98 pacientes politraumatizados, os quais eram
randomizados para uso de NPT e enteral - oferecidas 24 horas ap6s a injuria do trauma -
observaram maior incidéncia de complicagdes do tipo: pneumonia, abscessos intra-
abdominal e sepse, nos pacientes em regime de NPT*.

A meta-analise realizada por Morre et al, em 1992, avaliando 0 uso - no pos-
operatério imediato - de NPT e dieta enteral, vem sustentar o conceito de que a nutri¢do
enteral precoce exerce efeitos benéficos tais como: a manutencdo da barreira da mucosa
intestinal, evitando a sua atrofia; a atenuagéo do estresse (resposta metabolica ao trauma); a
preservacdo da flora bacteriana intestinal, diminuindo, assim, a TB e a sepse em até 50%
dos pacientes™®.

Observa-se um aumento de complicacdes septicas em pacientes que séo submetidos
a regimes de NPT, quando comparados aos que utilizam a nutricdo enteral, pois a auséncia
de nutrientes intraluminais causa disfuncdo no enterdcito, bem como atrofia da mucosa

intestinal, desencadeando, dessa forma, a TB>®.



A colite de derivacdo (CD) é uma entidade nosoldgica relativamente frequente, que
ocorre em quase 100% dos pacientes submetidos a uma colostomia desfuncionalizante.
Caracteriza-se pelo aparecimento no célon distal e reto desfuncionalizados, em pacientes
sem histdria de doenca inflamatdria intestinal preexistente. Ndo ha envolvimento do célon
proximal acima do sitio da colostomia, e a resolucdo do processo se da quando é feita a
reconstrucéo do transito intestinal"®.

Vaérias sdo as hipoteses postuladas para explicar o desenvolvimento da CD, no
entanto, merecem destaque: 0 supercrescimento bacteriano da flora coldnica autoctone, a
invasdo do segmento excluido por organismos patogénicos e, principalmente, a deficiéncia
nutricional do epitélio colénico causada pela auséncia de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), que promove um distarbio na relagdo simbidtica entre a microflora intestinal e a
mucosa colonica”®,

Sabe-se que 0s AGCC sdo produzidos no colon pela fermentacdo dos
polissacarideos ndo reabsorvidos pelas bactérias anaerdbicas, sendo o mais importante fator
energeético para o epitélio coldnico. A sua deficiéncia (dos AGCC), todavia, é capaz, nao s
de modificar o metabolismo dos colondcitos, diminuindo a vida média das células das
criptas coldnicas e a espessura da mucosa intestinal do colon, como também de alterar a
permeabilidade da barreira da mucosa das células epiteliais*®,

Presume-se que as mudancas frequentes na morfologia ou na permeabilidade
intestinal refletem, também, em alteracbes na barreira intestinal, podendo, portanto,
conduzir a um aumento da TB. H& evidéncias que mantém essa suposi¢do, em estudos
humanos, tendo em vista a alta incidéncia de complicacOes septicas em pacientes que
recebem NPT — pela auséncia de nutrientes intraluminais — devido a atrofia da mucosa e

disfuncéo do enterdcito e colonécito* .
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Diante de tais evidencias, o presente trabalho teve por objetivo estudar, em animal
de experimentacéo (ratos), a hipdtese segundo a qual as alteracdes evidenciadas na colite de
derivacdo seriam capazes, ou ndo, de facilitar a passagem de bactérias pela mucosa

intestinal atrofiada, conduzindo ao processo de TB.
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METODO

Para realizacdo do presente estudo foram utilizados 62 ratos Wistar, machos,
pesando entre 220 e 320 gramas, provenientes do biotério do Nucleo de Cirurgia
Experimental Prof. Travassos Sarinho, do Departamento de Cirurgia do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Os procedimentos
cirurgicos foram realizados no Laboratdrio da Disciplina de Técnica Operatoria da UFRN.

O estudo foi prospectivo, analitico do tipo intervencéo.

Durante o periodo do estudo, os animais foram mantidos em condi¢Ges ambientais
adequadas: ambiente climatizado, com controle de particulas, gaiolas individuais; com ciclo
dia/noite de 12 horas e alimentados com racdo padrdo para ratos e agua ad libitum.

Foram estritamente observados os principios de bioética previstos pelo Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals, National Institutes of Health, sendo o protocolo
experimental aprovado pela comissdo de ética do Centro de Ciéncias da Saude.

Houve ainda a colaboracédo cientifica do Laboratorio de Bioquimica do Centro de
Biociéncias da UFRN, como também do Laboratorio de Microbiologia do Centro de
Patologia Clinica de Natal.

3.1 —DELINEAMENTO DO ESTUDO

Os animais foram divididos em dois grupos: A e B, cada um com 31 animais. Tanto
0 grupo A - denominado de grupo com colostomia ou experimental - quanto o grupo B
(controle) foram subdivididos em quatros subgrupos:

» Subgrupo A1l (colostomia + Inoculacéo de solugéo salina 0,9%0)
Neste grupo, contendo cinco ratos, os animais foram submetidos & colostomia pela técnica

que sera descrita adiante. No 702 dia de p6s-operatério (DPO), 02ml de uma solucéo salina
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0,9% era injetada — por via retal — nos animais, 0s quais, no dia seguinte, eram mortos, para
retirada das amostras de sangue e dos diversos tecidos para estudo bacterioldgico.

> Subgrupo A2 (colostomia + Inoculagdo bacteriana na concentragéo de 10°)
Neste grupo, contendo oito ratos, no 70° DPO, ap6s a realizagdo da colostomia
desfuncionalizante, os animais eram submetidos a inoculacdo - por via retal — de uma
solugdo de 02ml contendo Escherichia coli ATCC 25922 (American Type Culture
Collection), na concentragdo de 102UFC/ml (Unidade formadora de col6nias por mililitro).
No dia seguinte, os animais foram mortos, para retirada das amostras de sangue e dos
diversos tecidos para estudo bacterioldgico.

> Subgrupo A3 (colostomia + Inoculagdo bacteriana na concentracéo de 10™)
Os animais deste grupo, em numero de dez ratos, foram submetidos aos mesmos
procedimentos do subgrupo A2, porém a concentracdo bacteriana inoculada de Escherichia
coli - por via retal - no 70° DPO foi de 10"*UFC/ml.

» Subgrupo A4 (colostomia + Anélise do muco)
Os oitos animais, que compunham esse grupo, foram mortos no 702 DPO, sendo colhido o
muco encontrado no segmento colbnico distal desfuncionalizado, para dosagens de
agucares neutros e proteinas totais.

» Subgrupos Bl a B4
Nos animais do grupo B (controle) ndo foi realizada a colostomia nos ratos, no entanto,

todos os outros eventos realizados no grupo A foram repetidos.
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O seguinte quadro sumariza cada subgrupo:

Quadro 2 - Distribuic¢do dos subgrupos
Subgrupo Caracteristica
Al - 05 ratos (colostomia + solucéo salina 0,9%)
A2 — 08 ratos (colostomia + E.coli 10%)
A3 — 10 ratos (colostomia + E. coli 10*%)
A4 — 08 ratos (colostomia + Andlise do muco)
B1 — 05 ratos (sem colostomia + solucdo salina 0,9%)
B2 — 08 ratos (sem colostomia + E.coli 10%)
B3 — 10 ratos (sem colostomia + E. coli 10™)
B4 — 08 ratos (sem colostomia + Analise do muco)

3.2 - PREPARO DA SUSPENSAO DE Escherichia coli

No presente estudo foi utilizada Escherichia coli ATCC 25922 (American Type
Culture Collection), cultivada em caldo de peptona e levedura até o final da fase
exponencial de crescimento em 16 horas, no Centro de Patologia Clinica de Natal. No final
desse prazo, as bactérias foram lavadas em solucéo fisioldgica tamponada (pH 7,2), por trés
vezes, a 1700rpm, durante 10 minutos. Suspenderam-se os bacilos novamente, na mesma
solugéo tamponada por fosfato, sendo ajustadas as concentragdes - por espectrofotometria —
em 10° e 10" UFC/mI®.
3.3- TECNICA OPERATORIA

Todos os animais do grupo A (experimental), foram mantidos em jejum por um
periodo de 12 horas antes do procedimento cirtrgico, com uso de 4gua apenas.

Ap0s anestesia inalatoria com éter, os animais foram submetidos a uma lavagem

intestinal, com solucdo salina 0.9%, por via retal, com o objetivo de retirar todo material
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fecal do contetdo coldnico. A seguir, foram pesados, fixados a mesa cirdrgica em decubito
dorsal, sendo feita a tricotomia do abdome e antissepsia com solucéo topica de polivinil-
pirrolidona-iodo (PVPI), mais a colocagdo de campos operatorios esterilizados. Procedia-
se, entdo, a realizacdo de uma laparotomia mediana, de aproximadamente 04 cm, para
identificacdo do colon ascendente. A cerca de 02cm da véalvula ileo-cecal, o cdlon era
seccionado, sendo os segmentos proximal e distal fechados, previamente, através de
ligadura com fio de algodéo 2-0.

O segmento colonico distal foi mantido dentro da cavidade abdominal e o proximal
era exteriorizado, através da parede abdominal a esquerda da incisdo mediana, sendo feita a
maturacdo precoce da colostomia com pontos simples, de fio polipropileno 5-0, realizando,
assim, uma colostomia terminal com boca Unica. A cavidade abdominal - que era mantida
irrigada com solucgdo salina durante todo o ato operatério, para evitar o ressecamento das
alcas intestinais — foi fechada por planos, em pontos separados, com fio de mononylon 4-0.

Os animais foram observados em gaiolas individuais, no pds-operatdrio, sendo
oferecidas racdo e agua ad libitum.

No 702 DPO, os animais dos subgrupos Al, A2 e A3 foram novamente anestesiados
com éter, para realizar, por via retal, a injecdo de 02ml de solugéo salina (subgrupo Al) ou
a inoculacdo, de 02ml de solucdo contendo Escherichia coli, ATCC 25922, nas seguintes
concentracdes de 10° e 10™ (subgrupos A2 e A3, respectivamente).

No dia seguinte a inoculacdo bacteriana, os animais foram mortos, com
superdosagem de éter, para coleta das amostras de sangue e tecidos para estudo
microbiologico.

Os animais do subgrupo A4 foram mortos no 702 DPO, onde foi colhido o muco do

intestino desfuncionalizado, para analise de agUcares neutros e proteinas totais.
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3.4 - COLETA DAS AMOSTRAS

Todos os animais dos subgrupos Al, A2, A3, B1, B2 e B3, logo no dia seguinte, a
injecdo de solucdo salina (subgrupos Al e B1) ou a inoculagéo da suspensédo de escherichia
coli (subgrupos A2, A3, B2 e B3), foram mortos com superdosagem de éter, por via
inalatoria. A seguir, procedeu-se a antissepsia com PVPI, colocacdo de campos
esterilizados e a abertura das cavidades abdominal e tor&cica. Realizou-se a puncéo
cardiaca para coleta de 02ml de sangue que era acondicionado em frasco de hemocultura
Bactec (Becton Dickinson, Maryland — USA). Em seguida foi feita a retirada de fragmentos
das amostras de tecidos, obedecendo a seguinte ordem: primeiro retirou-se o linfonodo do
mesocélon do segmento intestinal desfuncionalizado (subgrupos Al, A2 e A3) ou do célon
descendente (subgrupos B1, B2 e B3) e, a partir dai, foram retirados um fragmento do lobo
esquerdo hepaético, do baco, polo inferior do rim esquerdo e um fragmento do lobo inferior
do pulméo esquerdo.

Foram utilizados sempre, jogos separados de pinga e tesoura para cada amostra de
Orgdo retirado e os fragmentos foram acondicionados em tubos estéreis contendo 01ml de
solugéo salina. Procedeu-se, em seguida, a pesagem dos mesmos em balanca eletronica. O
peso da amostra era dado pela diferenca entre os dois pesos: tubo com amostra e tubo
isoladamente.
3.5-COLETA DO MUCO

Os animais dos subgrupos A4 e B4 foram mortos com superdosagem de éter
sufurico e, logo apos, submetidos a retirada do colon desfuncionalizado (subgrupo A4) e
colon descendente (subgrupo B4). Em seguida, foi feita a abertura, no sentido longitudinal,

dos mesmos e com auxilio de uma espatula, procedeu-se a retirada do muco intestinal -
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sendo acondicionado em frasco de Eppendorf, contendo solucdo de PBS (tampéo fosfato
pH 7,4).
3.6 — ANALISE MICROBIOLOGICA

As amostras (fragmentos) de linfonodo, pulméo, figado, bago e rim - dos animais
dos subgrupos Al, A2, A3, B1, B2 e B3 - foram trituradas em um gral de porcelana, até
atingir uma emulsdo homogénea, com quantidade suficiente para completar o volume de
02ml em solucéo de cloreto de sddio, sob fluxo laminar. Posteriormente, as amostras foram
semeadas, em aliquotas de 0,1ml: em placas de Petri, contendo meio de cultura agar Mac
Conkey — meio seletivo para bacilos gram-negativos. Apds a semeadura, as amostras foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 48 horas. Completado esse tempo, foi feita a
contagem de coldnias em cada placa, cujas caracteristicas: colénias vermelhas e rosadas -
evidenciavam a presenca de Escherichia coli para esse meio (agar-Mac Conkey). Foram
consideradas positivas as amostras que ja apresentavam 01 UFC. Os animais em que havia
suspeita de contaminagdo externa da amostra foram substituidos automaticamente.

A identificagdo fenotipica da bactéria Escherichia coli ATCC 25922 (American
Type Culture Collection), foi realizada pelo sistema automatizado de bacteriologia Viteli
bioMérieux (esse sistema permite ndo sO a identificacio de mais de 200 espécies
bacterianas diferentes, através de 30 provas bioquimicas, mas também, a identificacdo de
cepas controle - ATCC, pois no seu programa, as reagdes bioguimicas dessas cepas
encontram-se catalogadas: lactose +, glicose +, produtora de gas +, lisina +, indol +,
ornitina +, mobilidade +, citrato — e raminose +).

As amostras de sangue coletadas nesses animais, para realizacdo das hemoculturas,

foram inoculadas no sistema de hemocultura HEMOCULT | e incubadas em estufa
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bacteriolégica a 37°C por 24 horas. Diariamente, eram inspecionadas para verificar a
existéncia ou ndo de crescimento bacteriano.
3.7 - ANALISE DE ACUCARES NEUTROS E PROTEINAS TOTAIS DO MUCO

Para analise da concentracdo de acUcares neutros do muco intestinal — segundo o
método proposto por Yemm e WIllis® - foram utilizados 10microlitros da amostra,
adicionados a 500microlitros de agua e 2,5ml de antrona (reagente). Logo em seguida,
agitava-se o tubo de ensaio e tampava-se com papel aluminio. A solucdo era aquecida a 100
OC durante 15 minutos. Esperava-se 10 minutos, tempo suficiente para esfriar a solugdo e se
fazer a leitura no fotocolorimetro a 620nm.

A dosagem de proteinas do muco intestinal foi realizada pelo ensaio do &cido
bicincronico (BCA), segundo método descrito por Smith®®, em 1985.
3.9 - ANALISE ESTATISTICA

Na estatistica descritiva foram diversos os aspectos avaliados, entre 0s quais pode-
se destacar: o peso (em gramas) do fragmento de alguns érgdos e tecidos de pulmao,
figado, baco, rim e linfonodo, dos animais; os aspectos relacionados & concentracdo média
de UFC dos 6rgaos e tecidos; o percentual de recuperacao bacteriana dos 6rgéos e tecidos;
a incidéncia de translocacdo bacteriana por subgrupos; a concentragdo de agucares neutros
e de proteinas totais considerando-se a analise do muco colonico. Diante da natureza das
observagdes em estudo, os Teste de Mann-Whitney e de analise de variancia (ANOVA)
foram aplicados como técnica investigativa para o tratamento estatistico das observacoes.
Utilizou-se o software Statistics versdo 5.0, aceitando-se um nivel de significancia de 5%

(p<0,05).
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RESULTADOS

Seis animais foram substituidos, sem haver prejuizo para pesquisa; quatro por
apresentarem suspeita de contaminacdo externa, sendo constatada a presenca da bactéria
Agrobacterium tumefaciens; dois porque morreram durante o experimento devido a
obstrucgéo intestinal, em decorréncia de estenose da colostomia.

Com relacdo ao peso dos fragmentos dos diversos 6rgdos, observou-se que essa
variavel ndo influenciou os resultados, conforme pode ser constatado a seguir:

Tabela 1 — Pesos (em gramas) do Fragmento de PULMAO dos Ratos do Grupo A.

Estatistica Descritiva

Intervalo de .
Grupos Média | Confiancaa 95% | Mediana \{al_or \{al_or Desv~|o
Minimo | Maximo | Padrdo

LI LS

Al 0,20 0,17 0,24 0,21 0,17 0,24 0,03

A2 0,22 0,19 0,24 0,22 0,18 0,26 0,03

A3 0,21 0,17 0,24 0,20 0,13 0,27 0,05

Fonte: Dados Primarios.

Tabela 2 — Pesos (em gramas) do Fragmento de FIGADO dos Ratos do Grupo A.

Estatistica Descritiva

Intervalo de .
GIupos |\ 1adia Confianga e || RS | WELSE ) [DESE
Minimo | Maximo | Padrdo

LI LS

Al 0,23 0,15 0,31 0,21 0,17 0,32 0,06

A2 0,24 0,20 0,28 0,25 0,17 0,30 0,05

A3 0,24 0,20 0,28 0,23 0,19 0,35 0,05

Fonte: Dados Primarios

Tabela 3 — Pesos (em gramas) do Fragmento de BACO dos Ratos do Grupo A.

Estatistica Descritiva

Intervalo de .
Efaee Média Confianca Mediana \{al_or \{al_or Desv~|0
Minimo | Maximo | Padrdo

LI LS

Al 0,21 0,12 0,30 0,19 0,12 0,33 0,08

A2 0,28 0,22 0,34 0,27 0,19 0,39 0,07

A3 0,29 0,25 0,32 0,29 0,19 0,36 0,05

Fonte: Dados Primarios.
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Tabela 4 — Pesos (em gramas) do Fragmento de RIM dos Ratos do Grupo A.

Estatistica Descritiva

Intervalo de .
GIUPOS | \1edia Confianga estme || Al | VELGE ) [BESE
Minimo | Maximo | Padrdo
LI LS
Al 0,55 0,47 0,63 0,55 0,47 0,63 0,06
A2 0,58 0,49 0,66 0,55 0,47 0,79 0,10
A3 0,62 0,53 0,70 0,60 0,44 0,79 0,12

Fonte: Dados Primarios.
Tabela 5 — Pesos (em gramas) do Fragmento de LINFONODO dos Ratos do Grupo

A.
Estatistica Descritiva
Intervalo de .
Grupos Média Confianga Mediana \{al_or \{al_or Desv~|o
Minimo | Maximo | Padrao
LI LS
Al 0,10 0,07 0,13 0,09 0,07 0,13 0,02
A2 0,12 0,10 0,13 0,12 0,10 0,14 0,02
A3 0,11 0,10 0,12 0,11 0,08 0,12 0,01

Fonte: Dados Primarios.
Tabela 6 — Pesos (em gramas) do Fragmento de PULMAO dos Ratos do Grupo B.

Estatistica Descritiva

Intervalo de

Grupos " . . Valor Valor Desvio
el onilane BRI Minimo | Maximo | Padrdo
LI LS
Bl 0,20 0,16 0,24 0,19 0,18 0,26 0,03
B2 0,20 0,18 0,22 0,20 0,17 0,25 0,03
B3 0,21 0,20 0,23 0,21 0,19 0,24 0,02

Fonte: Dados Primarios.
Tabela 7 — Pesos (em gramas) do Fragmento de FIGADO dos Ratos do Grupo B.

Estatistica Descritiva

Intervalo de
Grupos o - . Valor Valor Desvio
Media L(Ilonflangi S Mediana Minimo | Maximo | Padrdo
Bl 0,20 0,17 0,22 0,20 0,17 0,23 0,02
B2 0,21 0,20 0,23 0,21 0,19 0,23 0,02
B3 0,24 0,22 0,26 0,25 0,18 0,28 0,03

Fonte: Dados Primarios.
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Tabela 8 — Pesos (em gramas) do Fragmento de BACO dos Ratos do Grupo B.

Estatistica Descritiva

Intervalo de

Grupos | predia | Confianga | Mediana | , v2lor | Valor | Desvio
Minimo | Maximo | Padrao
LI LS
Bl 0,20 0,15 0,26 0,20 0,16 0,27 0,04
B2 0,24 0,20 0,27 0,24 0,18 0,29 0,04
B3 0,27 0,23 0,31 0,27 0,19 0,38 0,06

Fonte: Dados Primarios.
Tabela 9 — Pesos (em gramas) do Fragmento de RIM dos Ratos do Grupo B.

Estatistica Descritiva

Intervalo de .
Grupos Média Confianca Mediana \{al_or \{al_or Desv~|o
Minimo | Mé&ximo | Padrdo
LI LS
Bl 0,49 0,44 0,54 0,49 0,45 0,56 0,04
B2 0,59 0,53 0,66 0,59 0,46 0,71 0,08
B3 0,62 0,58 0,65 0,63 0,52 0,68 0,05

Fonte: Dados Primarios.
Tabela 10 — Pesos (em gramas) do Fragmento de LINFONODO dos Ratos do

Grupo B.
Estatistica Descritiva
Intervalo de .
Grupos Média Confianga Mediana \{al_or \{al_or Desv~|o
Minimo | Maximo | Padrao
LI LS
Bl 0,08 0,07 0,10 0,09 0,07 0,10 0,01
B2 0,10 0,08 0,11 0,10 0,07 0,12 0,02
B3 0,10 0,09 0,11 0,10 0,07 0,13 0,02

Fonte: Dados Primarios.

Os resultados obtidos, portanto, através da realizacdo dos testes de hipdteses ndo-

paramétricos (teste de Mann-Whitney) permitem concluir que a variavel “peso (em g)

dos fragmentos” nao exerceu diferenca significante no que se refere aos tipos de

tratamento (P>0,05). Esse fato conduz a seguinte constatacao: a coleta dos pesos (em Q)

dos fragmentos dos oOrgdos e tecidos analisados foi executada de forma precisa e

adequada.
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4.1 -Translocacao bacteriana por subgrupos

Tabela 11 — Frequéncia de translocagao bacteriana (TB) por subgrupos.

Grupos (TB/Total ACHIEIEE

Percentual
Al 0/5 0,0
A2 0/8 0,0
A3 2/10 20,0
Bl 0/5 0,0
B2 0/8 0,0
B3 8/10 80,0
Total 100

Fonte: Dados Primarios.

Analise: A frequéncia de translocacdo bacteriana foi registrada apenas nos animais
submetidos & inoculacdo de E. coli na concentragdo de 10 (subgrupos A3 e B3). Sob
esse aspecto, observa-se que 80% dos animais que ndo foram submetidos a colostomia
apresentaram translocacdo bacteriana, enquanto que, diante das cobaias submetidas a

colostomia, esse registro passou a ser de 20% dos animais analisados.

Figura 1 - Frequéncia de translocac¢ao bacteriana por
subgrupos

100% - 80%
80%

60%

20%1] 0% oy 0% 0%

o/ 4P 4 — b 4

A1 A2 A3 B1 B3




Tabela 12 — Indice de translocacdo bacteriana (ITB) por Subgrupos.

Fregléncia

Grupos |[ITB/Total Percentual
Al 0/25 0,0
A2 0/40 0,0
A3 7150 14,0
Bl 0/25 0,0
B2 0/40 0,0
B3 31/50 62,0

Fonte: Dados Primarios.
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Anélise: o indice de translocagdo bacteriana (ITB) refere-se ao nimero de 6rgaos com

cultura positiva dividido pelo nimero total de érgdos avaliados. Sendo, portanto, uma

representacdo mais adequada para a avaliagéo do fendmeno da TB. De modo similar ao

fato observado anteriormente o indice de translocacdo bacteriana por grupos é registrada

apenas nos animais submetidos & dosagem de E. coli 10**.

Figura 2 - indice de translocagao bacteriana (ITB) por

100%
80%
60%
40%
20%

0%

subgrupos
62%
0,
0% 0% 0% 0%
A1 A2 A3 B1 B3
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4.2 - Percentual de recuperacdo bacteriana dos Orgados e

tecidos dos animais segundo 0s grupos observados

Tabela 13 — Percentual de Recuperacdo Bacteriana dos Orgdos e Tecidos

Analisados dos Animais dos subgrupos A3 e B3.

£ o Grupos

Orgaos A3 B3
Pulméo 20% 80%
Baco 10% 40%
Figado 20% | 80%
Rim 0% 40%
Linfonodo 20% 70%

Fonte: Dados Primarios

Anédlise: No que se refere a recuperacdo bacteriana, 0s registros obtidos permitem

verificar que os animais que ndo foram submetidos a colostomia apresentaram, de forma

nitida, maior percentual de recuperacdo bacteriana nos 6rgdos e tecidos analisados.

Como pode ser visto na tabela acima, todos os 6rgdos e tecidos analisados mostram

diferencas estatisticamente significante entre os grupos A3 e B3 (p<0,05; Anova). O

percentual de recuperacdo bacteriana do rim € observado na totalidade, apenas nas

cobaias submetidas a E. coli 10" sem colostomia (subgrupo B3).

submetidos a colostomia ndo houve indicio de recuperacao bacteriana nesse 6rgéo.

Nos animais
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Figura 3 - Percentual de recuperacao bacteriana dos

100%o;

orgaos e tecidos nos subgrupos A3 e B3

OA3

EB3

Pulméo Baco Figado Rim Linfonodo

Tabela 14 — Percentual de Hemocultura Positiva para a Escherichia coli ATCC dos
Animais dos subgrupos A3 e B3.

Grupo

Fregléncia

Percentual
A3 10%
B3 60%

Fonte: Dados Primarios

Analise: Os registros observados indicam que entre os animais que ndo foram

submetidos a colostomia, mas que foram tratados com E. coli 10™ (subgrupo B3),

apresentaram percentual de hemocultura positiva equivalente a 60%, ao passo que, para

0s animais submetidos a colostomia e tratados sob a mesma condigéo esse percentual de

hemocultura positiva é de apenas 10%.




OA3
OB3

Figura 4 - Percentual de hemocultura

positiva para Escherichiacoli ATCC entre

0s subgrupos A3 e B3
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4.3 - Concentracdo média de UFC dos 6rgdos analisados dos
animais segundo os grupos observados

= PULMAO
Tabela 15 — Concentracédo Média de UFC do Pulmao entre os subgrupos A3 e B3.
Média A
Frequeéencia
Cliujpes| o Percentual
UFC
A3 3,10 7,58
B3 37,80 92,42
Total | 40,90 100
Fonte: Dados Primarios
= FIGADO
Tabela 16 — Concentracdo média de UFC do Figado entre os subgrupos A3 e B3.
Média A
Frequéncia
Cliufpes| oe Percentual
UFC
A3 1,70 4,61
B3 35,20 95,39
Total | 36,90 100

Fonte: Dados Primarios



Figura 5 - Concentracdo meédia de UFC do
Pulméo entre os subgrupos A3 e B3

7,58%
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Figura 6 - Concentracdo média de UFC do
Figado entre os subgrupos A3 e B3
4,61%
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= BACO
Tabela 17 — Concentracdo media de UFC do Bago entre os subgrupos A3 e B3.

Meédia Fregiéncia
Grupos| de Perqcentual
UFC

A3 0,55 7,53
B3 6,75 92,47

Total | 7,30 100

Fonte: Dados Primarios

Figura 7 - Concentracdo média de UFC do
Baco entre os subgrupos A3 e B3

7,53%

»”

OA3
EB3
92,47%
= RIM
Tabela 18 — Concentracdo média de UFC do Rim entre os subgrupos A3 e B3.
Ml Fregliéncia
Cliufpes| oe Per?:entual
UFC
A3 0,00 0
B3 2,85 100
Total | 2,85 100

Fonte: Dados Primarios
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Analise: Sob o ponto de vista estatistico verifica-se que a concentracdo média de UFC
do rim dos ratos amostrados foi verificada na totalidade, 100% dos dados, apenas nos
animais que ndo foram submetidos & colostomia e que receberam E. coli 10'*. Nos
animais submetidos a colostomia e ao tratamento identificado anteriormente n&o houve

indicios da existéncia de UFC.

=» LINFONODO

Tabela 19 — Concentracdo média de UFC do Linfonodo entre os subgrupos A3 e
B3.

Média
Grupos| de
UFC

Frequéncia
Percentual

A3 3,00 14,02
B3 | 18,40 85,98

Total | 21,40 100

Fonte: Dados Primarios

Figura 8 - Concentracdo meédia de UFC do
Linfonodo entre os subgrupos A3 e B3

14,02%
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Utilizando-se do teste de variancia (ANOVA), para o segundo fator, tipo de
tratamento (A3 e B3), temos o P< 0,05, portanto, rejeita-se Hy, concluindo-se, com risco de
5%, que a submissdo dos animais ao processo de colostomia, considerando E. coli 10,
exerce influéncia significante na concentracdo meédia de UFC dos 6rgdos e tecidos
analisados.

A extracdo dessa conclusdo permite, a partir dos resultados observados, constatar
que a concentracdo média de UFC é maior nos 0rgaos e tecidos dos animais que ndo foram

submetidos ao processo de colostomia (subgrupo B3).

4.4 - Concentracdo de agucares neutros e proteinas totais do
muco

Tabela 20 — Concentracéo de Acucares neutros no Subgrupo A4.

Concentracéo
Ratos (em mg/ml)
A4 B4
01 29,8 9,9
02 28,5 9,5
03 29,8 8,3
04 22,5 6,2
05 25,2 10,6
06 26,5 10,4
07 25,2 6,2
08 30,6 6,2
Média 21,2 8,4
Desvio | 5 79 1,95
padréo

Fonte: Dados Primarios.
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Analise: Atraves dos registros obtidos é possivel constatar que houve maior
concentracdo de acucares neutros no muco dos animais que foram submetidos a
colostomia. Os dados avaliados, pelo teste de Mann-Whitney, indicam uma diferenca

significante, entre os subgrupos A4 e B4 (P < 0,05).

Figura 9 - Concentracdo de aclUcares neutros por
subgrupos A4 e B4 (mg/ml)
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/
|
\

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8

Tabela 21 — Concentragéo de Proteinas Totais por Subgrupos (A4 e B4).

Concentracéao
Ratos (em mg/ml)
A4 B4
01 92 64
02 91 42
03 82 48
04 76 47
05 86 62
06 87 56
07 75 49
08 70 42
Média 82,4 51,3
Desvio 8,0 8.4
padrao

Fonte: Dados Primarios.
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Analise: Conclusdo semelhante a extraida conforme registros observados anteriormente
(aclcares neutros) pode ser constatada, também, no que se refere a quantidade de
proteinas totais. Através dos registros obtidos é possivel verificar que houve maior
concentracdo de proteinas totais no muco dos animais, que foram submetidos a
colostomia. Os dados analisados, pelo teste de Mann-Whitney, indicam uma diferenca

significante entre os subgrupos A4 e B4 (P < 0,05).

Gréfico 10 - Concentracéo de Proteinas Totais por
subgrupos A4 e B4 (mg/ml)
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DISCUSSAO

5.1- RELEVANCIA DO TEMA

Apesar dos grandes avangos em todas as areas da cirurgia, o controle da infecgédo
continua sendo um desafio. De 593.344 operacOes realizadas nos Estados Unidos da
Ameérica, entre 1986 e 1996, cerca de 15.525, ou seja, 3%, foram seguidas de infec¢do. Dos
551 pacientes infectados que morreram, 77% das mortes foram provocadas por infecgdes
graves que promoveram a faléncia maltipla de 6rgéos e sistemas (FMO)>*.

Levando-se em conta, também, o custo do tratamento da infeccdo cirdrgica — fator
de relevancia para uma regido carente de recursos como a regido Nordeste do Brasil — tém-
se, assim, mais um fator preocupante para o controle da infeccdo. Alias, esse controle da
infeccdo constitui, hoje, um parametro de qualidade do servigco prestado por um hospital.
Por exemplo, o custo efetivo para o tratamento da infeccdo da ferida operatdria no hospital
das clinicas da UFPE foi de USS 1400,00 para uma cirurgia de colecistectomia, USS

I°?. Diante desses

500,00 para uma cesarea e USS 1100,00 para uma gastrectomia tota
dados, pode-se ter uma nocdo do custo total para o tratamento de um paciente com FMO.
Desde que foi reconhecida, a FMO tem sido uma das causas freqlentes de
mortalidade em pacientes cirargicos internados, principalmente, em Unidade de terapia
Intensiva (UT1)*. Uma variedade de insultos que véo desde: traumas, resseccdes hepéticas,
pancreatite, até o choque, sdo responsaveis pelo surgimento da FMO que, uma vez

instalada, nem sempre o tratamento do fator desencadeante promovera a reversdo do

quadro®.
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A partir de varias observagdes’>16:2>26:28.3031

, acredita-se que a resposta inflamatoria
tem relevante papel na fisiologia da FMO e que os proprios mediadores enddgenos do
hospedeiro contribuem mais que os fatores exdgenos.

Pelo fato de ndo ser encontrado nenhum foco séptico — nem clinicamente, nem
através de necropsias —, em 30% dos pacientes falecidos pela FMO™, deduz-se que o
intestino possa ser o reservatorio para bacteriemia, endotoxemia, ou ambas, nos pacientes
criticamente doentes. Em funcdo disso, foram criados os termos “estagio séptico
intestinal”® ¢ “ motor da FMO™3!,

A TB, portanto, serviria como um gatilho para iniciar ou perpetuar o estado

15,53

séptico™°, podendo explicar essa situacdo paradoxal, em que bactérias entéricas séo

15,29,54,55

encontradas, e sobrevivem em 6rgéos ou tecidos normalmente estéreis , Sem que um

foco infeccioso seja identificado em pacientes que morrem de FMO.

Em algumas meta-analises®®*’

, observa-se que a frequiéncia de infeccdo do trato
respiratério em pacientes internados em UTI - que ndo foram submetidos a tratamento
cirtrgico — diminui significantemente quando € realizada a descontaminag&o seletiva com
antimicrobianos do trato gastro-intestinal (TGI), sem alterar, no entanto, a taxa de
mortalidade.

Nos ultimos anos, tem havido um aumento importante de publicacOes, enfocando a
TB!112161820.22293240424353 35 modelos experimentais em animais, principalmente, por
serem uma potente arma no estudo da patogenia de doencas e na pesquisa de novas técnicas
terapéuticas — para combaté-las ou mesmo preveni-las — sdo 0s meios de investigacdo mais
utilizados®.

Dentre esses estudos podem-se destacar trabalhos correlacionando o uso de NPT, no

surgimento da TB3#2%%8%2 gape.se que a NPT promove uma atrofia da mucosa, além de
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aumentar a permeabilidade intestinal que, em ultima analise poderiam promover uma falha
na barreira mucosa intestinal, e conseqlientemente, aumentar a taxa de complica¢Ges
sépticas.

A falta de nutrientes no limem intestinal, além de promover alteracdes do tipo:
diminuicdo das células de defesa intestinal e modificacbes da flora bacteriana intestinal -
que juntas, levariam ao aparecimento da TB - conduz também a uma diminuicdo da
secrecdo de imunoglobulina A (s-IgA)*92%83,

A funcdo priméria da s-IgA — além do efeito antiendotoxina - seria ligar-se a
bactéria intaluminal, bloqueando a sua fixacdo aos receptores das ceélulas epiteliais
prevenindo, assim, a colonizacdo da mucosa e, por conseguinte, a TB. Esses achados da
diminuicdo da s-IgA em combinacdo com o aumento da populacdo de bactérias gram
negativas sao consistentes com a hip6tese de que a administracdo de NPT promove TB,
pelo desequilibrio entre as células de defesas da mucosa intestinal e o supercrescimento
bacteriano™®.

5.2- COLITE DE DERIVACAO COMO MODELO EXPERIMENTAL

No presente trabalho, escolheu-se o rato para realizagdo do experimento, pelo baixo
custo operacional no manuseio desses animais em laboratorio, pela similaridade dos
aspectos histoldgicos da sua mucosa com a mucosa humana e, principalmente, por esse
modelo animal ser o mais freqiientemente utilizado em estudos de TB81011:1517.18.2964.65

Levando-se em conta o efeito “anti-trofico” da colostomia desfuncionalizante que
aponta para a importancia marcante do conteido intraluminal na génese da CD"?®, e esta,
uma vez instalada, promover uma série de alteracfes histopatoldgicas e funcionais no
colon, criando, assim, condicdes para o surgimento da TB, a semelhanca dos pacientes com

uso de NPT , optou-se, portanto, por esse método de investigacao.
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Segundo Berg', ha trés condicBes primordiais para o surgimento da TB:
incompeténcia da barreira intestinal, faléncia dos mecanismos imunologicos que a
protegem e perda do equilibrio simbiético entre a microflora intestinal e a mucosa
intestinal.

Sabe-se que, na CD — isso j& foi constatado em estudo experimental® -, ocorre uma
diminuicdo da espessura da mucosa colonica, a partir do 10%ia apés a realizacdo da
colostomia, atingindo sua menor espessura no 702 dia apds esse procedimento.

Além disso, foi observado na CD que, no segmento desfuncionalizado, a flora
bacteriana autoctone, constituida de bactérias anaerdbias e aerodbias, sofre alteracfes tanto
de forma qualitativa, quanto quantitativa. Esse impacto na microflora bacteriana do
segmento coldnico excluido, segundo trabalho realizado por Neut et al®®, em 16 pacientes -
de ambos os sexos, portadores de colostomia - e desfuncionalizagdo, principalmente do
segmento colorretal — ocorreu as custas da nitida reducdo do nimero de bactérias
anaerobias, quando comparado com o grupo controle. Curiosamente, as bactérias aerdbias
facultativas ndo sofreram modificacdes.

As bactérias anaerobias, uma vez diminuidas — em seu nimero - no segmento
colonico distal desfuncionalizado, teriam a sua fung@o - conhecida como resisténcia por
colonizacdo, que impede, por competicdo, a aderéncia de bacilos entéricos potencialmente
patogénicos aos colondcitos — seriamente afetada, comprometendo, portanto, um
componente natural bésico da barreira intestinal®.

Outro dado de relevancia que merece ser citado € o fato de que a diminuicdo de sais
biliares no interior do Tubo Gastrointestinal resulta, também, em alteracdes da microflora
intestinal, conduzindo a um aumento de bactérias gram-negativas e das endotoxinas. Essa

perda do efeito emulsificante “antiendotoxinas™ da bile, leva a um aumento na quantidade
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de endotoxinas no intestino grosso, bem como facilita a sua passagem em maior quantidade
para 0 sistema porta’®®"® Além desse efeito protetor, ndo se deve esquecer que,
especialmente em ratos, a imunoglobulina A secretoria (s-IgA) é quase exclusivamente
proveniente da bile*”**™. Na CD, o segmento desfuncionalizado néo contém a presenca de
bile no seu interior, consequentemente os niveis de s-IgA estardo diminuidos, afetando,
assim, a atividade imunoldgica desse segmento.

A motilidade intestinal, envolvendo o complexo motor migratério interdigestivo,
estd implicado como um mecanismo regulador prevenindo o crescimento bacteriano’™.

Scoot et al"®

demonstraram, em ratos, que a administracdo de altas doses de morfina conduz
a uma deficiéncia do complexo migratdrio intestinal promovendo TB.

E conhecido, também, que apds a realizacdo da colostomia, no segmento distal
desfuncionalizado, ocorre uma diminuicdo das ondas peristalticas normais. Essas ondas
funcionariam como verdadeira lavagem intestinal e uma vez alteradas, comprometeriam o
“clareamento peristaltico”, facilitando assim a estase intestinal e, por conseguinte,
aumentando a chance de bactérias penetrarem na camada de muco e aderirem ao
epitélio™ " 7®,

Por todas essas modificacGes encontradas no segmento de célon desfuncionalizado,
na CD, criando, assim, um ambiente bastante propicio ao desenvolvimento da TB, além de,
em quase todos os trabalhos da literatura, ser pesquisado apenas o intestino delgado como
orgdo de origem desse fenémeno (TB), € que se resolveu estudar esse modelo experimental.

Nas referéncias utilizadas no presente estudo, encontrou-se apenas 0 estudo

experimental de Koh et al® relacionando o processo de TB com o intestino grosso. Nesse

estudo®, os autores, utilizando-se de diversas concentracdes bacterianas (2x10°; 2x108;

2x10™) de E.coli R6, inoculadas em ratos - tanto no intestino delgado como no intestino
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grosso - observaram que houve TB nos dois grupos avaliados. No entanto, os autores
enfatizaram que a TB ocorreu no intestino grosso apenas na concentracdo de 2x10*. A
semelhanga do que aconteceu no presente estudo, onde s6 houve translocagdo nos
subgrupos A3 e B3, cuja concentracdo bacteriana de Escherichia coli foi, também, de
2x10™. Isso vem corroborar os resultados da pesquisa de Cruz et al, que demonstraram — in
vitro — que o processo de TB é dose dependente, ou seja, quanto maior a concentracao
bacteriana em estudo, maior a possibilidade de haver translocagéo’®.

2611151718290 5 E coli é relatada como a

Na maioria dos estudos experimentais
bactéria mais encontrada no processo de TB, com freqiiéncia de até 91% de presenca em
6rgéos e tecidos extra-intestinais''. Ja as bactérias anaerdbicas, ou ndo translocam, ou o

fazem raramente!t?*7¢,

Baseado, portanto, nesses dados & que se escolheu analisar
exclusivamente essa bactéria (E. coli) - que tem predisposicdo de aderir preferencialmente
ao trato intestinal distal, em decorréncia do maior nimero de receptores™ — na borda em
escova intestinal através da expressdo de lecitina especifica — normalmente presente nas
células epiteliais do hospedeiro™®.
5.3- AVALIACAO DA TRANSLOCACAO BACTERIANA

Vérias séo as formas de constatar o fendmeno da TB: presenca de endotoxinas
encontradas nos linfonodos mesentéricos, no sangue portal ou nos 6rgdos extra-intestinais;
identificacdo do Acido DesoxiriboNucléico (DNA) bacteriano; aumento dos niveis de
mediadores da resposta inflamatoria; estudos envolvendo a permeabilidade intestinal
aumentada para macromoléculas; ou simplesmente a identificacdo da bactéria, através de
meios de cultura, em tecidos estéreis fora do intestino. Essa Gltima é a mais utilizada’”.

No presente estudo, foi feita a identificacdo da E. coli ATCC 25922, utilizando-se o

aparelho Viteli bioMérieux. Esse método e considerado de baixo custo, facil e confiavel
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(sensibilidade e especificidade acima de 98%)’°, uma vez que em todas as placas que
tiveram resultados semelhantes aos da bactéria inoculada, as caracteristicas fenotipicas
foram testadas e confirmadas com o tipo ATCC 25922. Além de que a auséncia de
bactérias nos tecidos dos animais que receberam solucéo salina por via retal (subgrupos Al
e B1) vem reforcar essa hipotese.

E digno de nota que a avaliacdo da TB pelos métodos de culturas tradicionais pode
ser subestimada. Em estudo de Kane et al, foi observado que a freqiiéncia de hemoculturas
positivas, no grupo de pacientes operados, passou de 14%, quando investigados pelos
meios de culturas habituais; para 64%, quando essa avaliagdo era realizada pela
identificagdo do DNA bacteriano — através da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Todavia, esse Ultimo método, pelo seu alto custo e complexidade técnica, nem sempre se
encontra disponivel em todos os servicos de investigacao.

Mesmo admitindo que os resultados do presente estudo tenham sofrido
interferéncia, uma vez que podem ter sido subestimados pelo método utilizado, néo
invalidam a sua andlise, pois os dois grupos em questdo — A e B - foram submetidos a
mesma seqliéncia metodoldgica e, dessa maneira, se for o caso, a0 mesmo erro sistematico.
Assim, a nitida diferenca evidenciada entre os subgrupos A3 e B3 — no que se refere ao ITB
— vem, portanto, responder ao questionamento inicial, da presente investigacéo: se a atrofia
da mucosa intestinal colbnica, evidenciada na CD, facilitaria ou ndo o aparecimento da TB.
Segundo anélise dos resultados do estudo em questdo, ndo houve associacdo entre atrofia

intestinal e TB.
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5.4- IMPORTANCIA DO MUCO INTESTINAL

O primeiro passo para a TB do trato intestinal é a aderéncia do microorganismo a
superficie do epitélio. Essa capacidade de aderéncia celular, portanto, € um importante
determinante de viruléncia da maioria das bactérias patogénicas'.

No entanto, para que essa aderéncia acontega, faz-se necessario que a bactéria
penetre na camada de muco intestinal. Essa relevante fungdo - de defesa - do muco
intestinal tem sido enfatizada desde o estudo de Florey ', em 1933. Ele referia que a
camada de muco atuaria como um mecanismo de barreira, retardando ou impedindo que as
bactérias do limem intestinal colonizassem a superficie epitelial.

Varios sdo 0s componentes primarios que constituem a camada de muco intestinal:
mucina, IgA, aglcares neutros, proteinas totais, entre outras, cuja diminuicdo potencializa
ao aparecimento da TB. Esses componentes contribuem para uma maior viscosidade e
elasticidade desse muco, promovendo a unido das bactérias intestinais com as
imunoglobulinas - em especial a s-IgA — e, assim, blogueando a fixacdo dessas bactérias
nos receptores das células epiteliais, prevenindo a colonizacdo da mucosa e por
conseguinte, a TB*.

Esse fato foi constatado no estudo de Katayama et al'®, em 1997, que
experimentalmente evidenciaram niveis elevados de endotoxinas, na corrente sanguinea de
ratos que apresentavam diminuicdo significante da quantidade de mucina no muco
intestinal.

No presente trabalho, foi avaliada a concentragdo de acucares neutros e proteinas
totais, nos animais com colostomia (Subgrupo A4) e sem colostomia (Subgrupo B4). Os
resultados apontaram para uma maior concentra¢do tanto de acUcares neutros, como de

proteinas totais nos animais, em cujo intestino grosso havia desfuncionalizagdo (subgrupo
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A4), ou seja, 0 muco tornou-se muito mais espesso e viscoso, nos animais com colostomia,
do que nos ratos com intestino em pleno funcionamento. Isso ja era comprovado no proprio
ato de coleta desse muco, quando se observava a nitida diferenca de consisténcia
(viscosidade do muco) entre os dois grupos em estudo. Provavelmente, essa diferenca tenha
sido um dos fatores que contribuiram para haver menor translocagdo nos animais do grupo
A em relagéo aos do grupo B.

5.5- MECANISMOS DE TRANSLOCAC}AO BACTERIANA

Varios mecanismos pelos quais as bactérias presentes no limem intestinal alcangcam
os linfonodos mesentéricos e outros tecidos sao propostos, entre 0s quais, pode-se destacar:
a impermeabilidade das membranas celulares, a estreita juncdo entre as células mucosas € o
transporte fagocitico. Existem, ainda, mdaltiplas vias descritas para a TB: migracao
retrograda para os pulmdes, migracdo transmural direta — em que pequenas quantidades de
endotoxinas alcangam a circulacéo, via transporte ativo vesicular transepitelial (transcitose)
através da célula M, um tipo de célula epitelial especializada que se situa sobre os foliculos
linfoides* - e migracdo para linfonodos mesentéricos e outros tecidos através das vias
linfatica, vascular, ou de ambas®.

A hipotese de que a via linfatica intestinal é a principal rota dos fatores toxicos ou
pro-inflamatorios derivados do intestino para atingirem a circulagédo sistémica, é sustentada
por varios estudos experimentais, que mostram ser o linfonodo mesentérico o primeiro e, as
vezes, 0 Unico tecido a conter a bactéria translocada, pela evidéncia de niveis elevados de
endotoxinas que sdo encontradas no ducto toracico antes de aparecerem na veia porta®>. O
leito vascular pulmonar, portanto, € o segundo tecido, apés o linfonodo mesentérico, a ser
exposto a bactéria intestinal, uma vez que o ducto toracico drena diretamente para veia

subclavia®,
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No presente estudo, ndo houve diferenca no percentual de translocacdo evidenciada
tanto no pulméo quanto no figado, dos animais do subgrupo A3, como também dos animais
do subgrupo B3, o que d& suporte a hipdtese de que a TB ocorreu tanto pela via linfatica
quanto pela via hematogénica No entanto, com relacdo a média de UFC presentes em
ambos os 0rgdos, observa-se uma discreta diferenca no nimero de col6nias, sem alcancar
significancia estatistico, em favor do pulméo quando comparadas ao nimero de coldnias do

figado.
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CONCLUSOES

A frequéncia de TB foi menor em ratos com colostomia do que nos ratos com
intestino funcionalizado, sendo esse fendmeno proporcional a concentracao
bacteriana inoculada.

A colostomia realizada em ratos contribuiu para uma maior viscosidade do muco
intestinal, fato esse comprovado pelas dosagens de aglcares neutros e proteinas
totais.

Modificagfes na arquitetura da mucosa intestinal, como evidenciadas na CD,
podem promover alteragdes na barreira intestinal, mas ndo conduz necessariamente

a maior frequéncia de TB.
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