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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar a atividade do sistema reticuloendotelial em
ratos com obstrucdo biliar de 21 dias , através da recuperagdo em Orgdos e tecidos de
bactérias viaveis, previamente injetadas na luz do ileo terminal. Foram utilizados 45 ratos
Wistar, machos, com peso médio de 287g, colocados em 3 grupos. Os ratos foram
anestesiados por via inalatoria com éter etilico em todos os procedimentos cirirgicos. O grupo
I constituiu-se de 14 ratos higidos, que através de laparotomia mediana infra-umbilical,
receberam inje¢do de 2 ml de suspensdo de Escherichia coli 10° UFC/ml na luz do ileo
terminal. No grupo II, formado por 20 ratos, realizou-se operagdo para ligadura e secgdo do
ducto biliar (DB) e apés 21 dias, utilizou-se laparotomia semelhante ao grupo anterior e
injetou-se na luz do ileo terminal a suspensdo de Escherichia coli na mesma concentragdo €
volume. No grupo ITI, composto de 11 ratos com obstrug¢do do ducto biliar por 21 dias, através
de laparotomia infra-umbilical, injetou-se 2 ml de solugio salina isotdnica na luz do ileo
terminal. Os ratos foram sacrificados 15, 30 e 90 minutos apos a injecdo do indculo no ileo
terminal, sendo todos os procedimentos realizados de forma asséptica e sob anestesia.
Retirou-se o linfonodo mesentérico, 1 ml de sangue da veia porta € 0 maior volume possivel
de sangue da veia cava inferior. Na seqiiéncia procedeu-se a retirada de parte da parede
ventral do térax e injetou-se 10 ml de solugdo salina isotnica no interior do ventriculo
esquerdo. A seguir foram retirados o figado, o bago e o pulmao direito, e destes um fragmento
padronizado, enviados para microbiologia, juntamente com o linfonodo mesentérico € o
sangue. Prosseguiu-se com a remogdo do rim esquerdo e um segmento do ileo terminal. Os
pesos dos ratos e dos fragmentos dos 6rgdos e tecidos foram anotados para avaliagdo
posterior. Exceto o linfonodo mesentérico, amostras de todos os 6rgdos foram enviadas para
histologia. Os fragmentos dos orgios e tecidos, apds homogeneizados, foram suspensos em
quantidade suficiente para 3 ml de solug@o salina isotonica e semeados com dilui¢cdes de 1:3
até 10® em placas de agar MacConkey. Apos a incubagio destas por 48 horas a 37 C,
procedeu-se a contagem das unidades formadoras de colonias (UFC)/placa. Na avaliagdo
histologica o edema subepitelial no ileo terminal estava presente nos ratos com obstrugdo
biliar e as alteragdes teciduais do figado compativeis com o tempo de colestase. No grupo III,
ndo houve desenvolvimento de colonias de bactérias nas placas de cultivo nos tempos
avaliados. A concentrag@o de bactérias recuperadas no pulmio, expressas pela média do log
UFCl/g, foi significativamente maior em 15 minutos nos ratos com obstrugio biliar. Na
comparacdo aos 30 minutos entre os grupos I e II ocorreu diminuigdo significativa das
concentragdes de UFC/g no pulmdo nos dois grupos. As concentragdes de UFC/grama no
figado estavam consistentemente maiores no grupo com colestase em relagio ao controle aos
15 minutos e significativamente maiores aos 30 minutos. A concentragio de UFC/érgdo foi
significativamente maior no figado dos ratos com ictericia em todos os tempos avaliados. O
peso dos 6rgios como o percentual do peso dos ratos foi maior no figado, bago e pulmio dos
ratos com ictericia. Concluiu-se que o sistema reticuloendotelial estd prejudicado apds 21 dias
de obstrugdo biliar, com dificuldade para a remog¢io das bactérias no figado em 30 minutos.
Ocorreu eficaz eliminagdo das bactérias pelo pulmio em 30 minutos, independente da
presenga de obstrugdo biliar.



ABSTRACT

The purpose of this experimental study was to investigate the reticuloendothelial
function in obstructive jaundice, through the recovery of Escherichia coli in visceral organs
and mesenteric lymph node, previously injected in the terminal ileum lumen. Fifty Wistar
male rats, with average weight of 287g, were divided in 3 groups: group I (n=14), group II
(n=20), group I (n=11). The rats of group I had no previous operation. In the last two
groups, obstructive jaundice was performed by ligation and division of the bile duct. In group
I, 2 ml of 109 Escherichia coli were injected in the terminal ileum lumen. In group II, at 21
days following the bile duct ligation, the same procedure was accomplished. In group III, also
after 21 days of cholestasis, 2 ml of physiological saline were injected by the same route. At
15, 30 and 90 minutes, the rats were sacrificed and the bacterial distribution in the mesenteric
lymph node, liver, spleen and lung was determined, by qualitative and quantitative culture.
Blood samples were collected from both the portal vein and the inferior vena cava. Histologic
analysis of these organs was performed and showed an abnormal mucosal appearance of the
small intestine, exhibiting subepithelial edema, in rats with biliary obstruction. Changes in
liver tissue occurred, but they did according to the period of cholestasis. Bacteria did not
translocate in group III. An increased mean CFU/g was recovered after 15 minutes from the
lung of rats with biliary obstruction. After 30 minutes, the incidence of bacterial translocation
to the lungs decreased significantly in the rats of groups I and II. At 30 minutes following the
injection of Escherichia coli, the rats subjected to ligation of the bile duct exhibited a higher
level of bacterial count in the liver, compared to the controls. The distribution of bacteria was
higher in the liver of jaundiced rats at 15, 30 and 90 minutes, taking into consideration the
total organ weight. In these rats, liver, spleen and lung weight were higher. It is concluded
that the reticuloendothelial function is impaired in rats with obstructive jaundice, and so is the
removal capacity of bacteria from the liver. At 30 minutes, efficient bacterial clearance was
performed by the lung, both in jaundiced and not-jaundiced rats.

Xiv



1 INTRODUCAO

A sindrome da resposta inflamatéria sistémica é complicacdo freqiiente da colestase
prolongada, principalmente quando a causa é a presenca de obstaculo dos ductos maiores e
- extra-hepaticos. A deterioragio dos doentes que a manifestam, atinge percentual relevante
desta populaqio7’ 16,60,67.84. 88 postula-se que, das causas, a bacteremia e a endotoxemia sdo as
mais notaveis. Para a necessaria fundamentagdo, inclinam-se os pesquisadores ao estudo dos

. ~ - . s 17, 18, 53, 74, 79, 100
efeitos da translocagdo de bactérias e endotoxinas, tanto em casos clinicos

. - . ~ 6, 89,90, 97,99, 102, 108
quanto em animais de experimentaggo '*2% "3 5 46,41, 63, 83, 36, :

Utiliza-se o termo translocagio bacteriana, para descrever o fendmeno no qual
bactérias atravessam a barreira mucosa do intestino e sobrevivem em oOrgios ou tecidos

normalmente estéreis % 3% 3!

. A esse conceito, ALVERDY’ propds um aprimoramento para
incluir todas as translocages microbianas definidas como a passagem de microrganismos
vidveis e n3o viaveis e produtos microbianos tais como endotoxinas, através da barreira
intestinal anatomicamente intacta. As endotoxinas sdo lipopolissacarideos estaveis da parede
externa de bactérias gram-negativas que, presentes na circulagdo sistémica, tém a capacidade
de iniciar resposta funcional de longo alcance, através da liberac;e”io de citocinas das células do
sistema fagocitario monomorfonuclear 1% 6!,

Em animais de laboratorio, a translocagdo bacteriana pode ser promovida pdr varias

condigdes anormais, entre as quais aquelas decorrentes da administrag@o de antibidticos per

37, 116 . x - .

os > 1° uso de nutrigio parenteral total % 2 % desnutriggo ** ** , choque hemorragico °,
. 4,71,72 ~ . ) .. . ’

queimaduras “ 77 obstrugdo intestinal ** '?° ¢ ictericia obstrutiva *1%>1%,

Do ponto de vista fisiopatologico, a translocagdo bacteriana pode ser promovida pela
presenca de um destes trés fatores: desequilibrio da microflora autoctone intestinal,
debilidade das defesas imunitarias do hospedeiro e ruptura fisica da barreira mucosa do
intestino > .

Sob circunstancias normais, as bactérias endogenas tém a habilidade de manter estavel
a microflora do intestino e contribuir para 0 mecanismo de defesa do organismo ao prevenir
translocagdo bacteriana, a0 mesmo tempo em que dificultam a colonizagdo por bactérias
exdgenas, ao que se denomina resisténcia 4 colonizaggo % .

Com o interesse crescente no assunto, nota-se também maior aceitagdo da teoria da

translocacdo de bactérias e de endotoxinas como causa primeira ou como adjuvante nos



11 e na sua progressio, para a disfungdo e até a faléncia de Orgios e

quadros sépticos
sistemas > *°. Explica-se, dessa forma, como podem morrer 30% dos doentes com sepse em
que ndo se consegue demonstrar quaisquer focos de origem %

A auséncia de bile dentro do trato gastrointestinal, experimentalmente, causa a perda
do efeito emulsificante antiendotoxina dos acidos biliares e suscita grande quantidade de
endotoxinas no intestino para absorgdo na circulagdo portal % além de permitir crescimento
excessivo de bacilos entéricos gram-negativos, implicando em aumento de translocagio
bacteriana > .

E amplamente aceito que, na ictericia obstrutiva, a endotoxemia sistémica resulta de
falha na eliminagio hepatica de endotoxinas liberadas pelo intestino na circulagdo portal.
Muitos, mas n3o todos os autores, acreditam que a auséncia de bile dentro da luz intestinal é o
primeiro fator responsavel pelo aumento dos niveis de endotoxinas no sangue do sistema
porta destes pacientes % 4 85102 116

A diminui¢3o da fungio fagocitaria do sistema reticuloendotelial (SRE) foi observada
em doentes com ictericia obstrutiva *> ¥ Na avaliagio experimental, a depressdo na atividade
do SRE se correlaciona com niveis elevados de bilirrubinas plasmaticas *°, aumento nas
concentracdes de endotoxinas % e duragdo de ictericia acima de 21 dias *> €A diminuicgo
da eficacia do SRE na ictericia obstrutiva se comprova apés inoculagdo venosa ou peritoneal
de bactérias, marcadas ou ndo com substancias radioativas, em animais com obstrugdo biliar
nos quais ha retardo na eliminaggo das bactérias, 0 que resulta no aumento da reteng@o destas
em orgdos como figado, bago, rins e pulmdes *” > 77> 8 %% %% ( decréscimo na atividade
fagocitaria pode ser avaliado também pela diminuigio da taxa de eliminagio de particulas
injetadas, tais como carbono coloidal, microagregados de albumina, litex marcado com
isotiocianato de fluoresceina, entre outros 2 . Tem-se assim, a aceitagio da existéncia da
disfuncio do SRE na colestase, que se baseia, porém, em poucos estudos 5> * . Os modelos
em que se injetam bactérias in bolus numa veia sistémica ou no peritonio, utilizam meios de
cultivo e espécies de bactérias diferentes, de comportamento diverso, cujos valores e
interpretagdes apresentam diferengas significantes. A mensuragdo dessa disfungdo, por
exemplo, mesmo com modelos e bactérias semelhantes, pode conduzir a impressGes
diferentes, dependentes, unicamente, do periodo escolhido para a observagio. E possivel se

presumir que na inoculagdo venosa de bactérias, o pulm3o tem a oportunidade do contato com



uma concentragio maior de bactérias antes dos outros 6rgéos. Esta ocorréncia pode contribuir

para a crescente captagio de bactérias pelo pulméo em relagdo ao figado, na colestase.
1.1 OBJETIVOS

Propde-se, neste estudo, o0 modelo murino que simula a.bacteremia inicial do sistema
porta, no qual a luz intestinal é a rota de introdugdo das bactérias “candidatas” a translocagdo
bacteriana, na vigéncia de ictericia obstrutiva prolongada. Testa-se assim, a eficacia do
processo de fagocitose pela concentragdo de bactérias viaveis nos diversos 6rgdos e tecidos,
comparada ao grupo controle. Avaliam-se também as alteragdes teciduais a microscopia

oOptica, decorrentes da obstrugao biliar prolongada.



2 REVISAO DA LITERATURA

A relevincia das complica¢Ges inerentes a sepse em pacientes com ictericia obstrutiva
levou pesquisadores a tentarem elucidar como e sob quais circunstincias a colestase afeta o
sistema imunitario e predispde a translocagio de bactérias. A avaliagio experimental da
translocagio € determinada pelo cultivo de bactérias viaveis, provenientes do intestino em
orgdos e tecidos normalmente estéreis, enquanto a atividade do sistema reticuloendotelial
(SRE) pode ser realizada através da determinagdo do indice de eliminagdo de bactérias da
corrente sangiiinea ou da recuperagdo de bactérias vidveis em oOrgéos e tecidos, apos indugio
de bacteremia.

Na revisio da literatura a seguir, mostram-se alguns estudos experimentais que
avaliam a fun¢do do SRE em ratos com ictericia e outros que se referem a translocagio
bacteriana com obstrug@o biliar na vigéncia ou ndo de ictericia, por estarem relacionados a
analise deste trabalho. Cabe esclarecer que a citagdo de ligadura do ducto biliar (DB) sera
usada para descrever o procedimento de ligadura seguida da secgdo do mesmo.

DEITCH e colaboradores®® utilizaram trés grupos de camundongos, onde foi
investigada se a ligadura do ducto biliar (DB) promoveria a transloca¢io de bactérias. Os
camundongos foram divididos em grupo controle, grupo de simulagio de ligadura do DB e
grupo com ligadura alta do DB. Apos sete dias, a cultura de tecidos s6 demonstrou bactérias
no linfonodo mesentérico dos camundongos com colestase. As bactérias mais encontradas
foram a Escherichia coli, Proteus sp e Staphylococcus sp. A populagdo bacteriana no ceco
estava 100 vezes aumentada no grupo com ligadura do DB, porém, sem diferenga
significativa entre os grupos. O edema subepitelial nas vilosidades do ileo terminal foi
conspicuo somente na colestase. Os autores ndo estabeleceram relagdo entre o grau de
translocagdo e as alteragGes anatdmicas do ileo. Atribuem os resultados ao fato de que a
auséncia de bile, dentro do trato gastrointestinal, permite aumento no crescimento do nﬁmero
de bacilos entéricos e a combinagdo do aumento da concentragdo de bactérias e lesdo da
mucosa intestinal promove translocaggo bacteriana para o linfonodo mesentérico.

Para investigar o efeito da ictericia obstrutiva na translocagdo bacteriana e na
microflora endégena do jejuno, ileo e ceco, PARKS e colaboradores® observaram ratos com
modelo semelhante ao anterior e que havia Escherichia coli no linfonodo mesentérico de

62,5% dos ratos com 0 DB ocluido. Encontraram bactérias no sangue e no figado em apenas



12,5%. O aumento da populagdo bacteriana do ceco também foi semelhante ao modelo
anterior. Atribuiram, eles e o grupo de DEITCH®, a translocacgio ao aumento da populagdo de
bactérias no ceco. Nem um e nem outro testou o papel do aumento intencional dessa
populagio. ROHRIG e colaboradores™ induziram o aumento da populagio ileal de
Escherichia coli em ratos, através da injegdo in loco de quantidades crescentes de bactérias e
observaram aumento progressivo na percentagem de linfonodos mesentéricos com
translocagdo bacteriana, com notavel incidéncia nos controles e em todos os ratos com
ictericia obstrutiva.

A translocagdo bacteriana foi avaliada por TRAYA'%, em ratos apés obstrugdo biliar
pelo periodo de 1 a 14 dias, comparada a controles ¢ ligadura simulada do DB. No sacrificio
dosou endotoxinas, fator de necrose tumoral alfa e bilirrubinas. Encontrou aumento
progressivo nas taxas de translocagio bacteriana nos grupos e nos érgios afetados dos ratos
com ictericia, mais pronunciado ap6s 14 dias de obstrugdo biliar. Ocorreu aumento
concomitante do niveis de endotoxemia e fator de necrose tumoral nesses animais.

CAKMAKCI e colaboradores® propuseram estudo para verificar se a auséncia de bile
dentro do intestino ou a presen¢a de ictericia obstrutiva per si promoveria transloca¢do
bacteriana. Utilizaram ratos albinos livres de bactérias especificas, com auséncia de bile na
luz intestinal por ligadura do DB ou derivagdo biliar externa. Na microbiologia realizada apos
10 dias, os ratos com ligadura do DB tiveram maior incidéncia de transloca¢do bacteriana
para o linfonodo mesentérico, figado e bago que o grupo controle, porém, esta diferenga ndo
foi significativa. No grupo com derivagiio biliar externa houve significativo aumento nas taxas
de translocagdo bacteriana para o linfonodo mesentérico, figado e bago, em relagdo ao grupo
controle. Ndo houve diferenga significativa na taxa de translocagio bacteriana para os 6rgaos,
quando comparados os grupos com ligadura do DB e derivag@o biliar externa. Como nos
estudos anteriores, a quantidade de bactérias isoladas no ceco ndo apresentou diferenca
significativa entre os trés grupos. Os resultados suportam a hipotese de que o fator chave para
a translocagdo de bactérias ¢ a auséncia de bile no trato gastrointestinal. N3o € conhecido qual
ou quais dos componentes da bile podem causar ou prevenir lesdo da mucosa na ictericia
obstrutiva, nem como isso ocorre. Os autores sugerem a influéncia das endotoxinas, pois estas
causam lesdo da mucosa em ratos com obstrugdo biliar ou a perda da fungdo protetora da

imunoglobulina A secretéria (IgA) que, em ratos, € encontrada praticamente apenas na bile.



SLOCUM e colaboradores'® tiveram o mesmo objetivo do estudo anterior. Para
tanto, compararam ratos com auséncia da bile no interior do tubo digestivo ou por obstrugdo
do DB ou por desvio da bile para a bexiga urinaria. Ao sétimo dia, a translocagéo de bactérias
foi significativamente maior nos ratos submetidos a ligadura do DB ou derivagdo
coledocovesical, em relagdo aos controles ou simulagdo . Na histologia, ocorreu edema
subepitelial no ileo dos animais submetidos a ligadura do DB e derivagdo biliar. Os dados
encontrados sugerem que ndo a obstrugdo biliar, mas a auséncia de bile no interior da luz
intestinal ¢ que promove lesdo da mucosa intestinal e translocag¢@o bacteriana.

Com o mesmo objetivo dos estudos anteriores, CLEMENTS e colaboradores®’
utilizaram grupos de ratos com obstrugio biliar durante 1 e 3 semanas € um grupo com
derivagdo coledocovesical por 1 semana. A translocagdo bacteriana foi significativa nos
grupos com 1 e 3 semanas de ligadura do DB, comparados com aqueles com 1 e 3 semanas de
ligadura simulada, ndo operados e com derivagio coledocovesical. No grupo com ligadura do
DB por 1 semana a translocago se concentrou principalmente no linfonodo mesentérico, com
predominio de Escherichia coli, enquanto que, no grupo com 3 semanas de ictericia obstrutiva
o resultado de translocagio para o linfonodo mesentérico foi similar, porém, foi mais comum
no figado, bago e pulmio e com diversificagdo dos microrganismos encontrados. O grupo
com trés semanas de evolugdo de ligadura do DB foi o Gnico com significativo aumento nas
concentragdes de endotoxina. A contagem de bactérias aerObicas gram-negativas no ceco
estava significativamente aumentada nés animais com 1 semana de ligadura do DB e naqueles
com derivagdo coledocovesical. Alteragbes ndo especificas do ileo terminal foram
identificadas nos animais com 3 semanas de ligadura do DB com achatamento das
vilosidades, alargamento das placas de Payer e aumento do nimero de figuras mit6ticas. Os
autores postulam que a auséncia de sais biliares dentro do trato gastrointestinal resulta em
crescimento da microflora endégena e translocagdo bacteriana nos estagios precoces da
obstrugdo biliar. Com a progressio do tempo de obstrucgdo biliar, ha queda maior do efeito de
contengdo dos linfonodos mesentéricos sobre as bactérias do intestino, promovendo
disseminagdo sistémica. Esse mecanismo pode estar relacionado com a deficiéncia da fungéo
fagocitaria monomorfonuclear. A passagem da endotoxina portal para a circulagio sistémica
acarreta alteragdo da integridade mucosa gastrointestinal, resultando no aumento da

translocag@o bacteriana e perpetuando a resposta inflamatéria sistémica.



PARKS e colaboradores®®, em estudo clinico e experimental, avaliaram a fungdo da
barreira do intestino na ictericia obstrutiva e, nos pacientes, também o efeito da derivagdo
biliar interna. No estudo experimental, os ratos foram submetidos a ligadura do DB ou
ligadura simulada do DB. A permeabilidade do intestino foi calculada pela mudanga da
percentagem da recuperagdo na urina de 24 horas, ap6s administraggo oral de polietilenoglicol
4000 ( [**C ] PEG 4000), 1 semana antes e outra apés a cirurgia. Realizou-se estudo
microbiologico apos 7 dias de ictericia obstrutiva. O estudo clinico prospectivo foi realizado
em pacientes com obstrugdo biliar (bilirrubinemia acima de 100pmol/ml), submetidos a
derivagio biliar interna como terapéutica definitiva, por meio de cirurgia. A permeabilidade
intestinal, no estudo clinico, foi avaliada pela medida da excreg@o urinaria apds administragdo
oral de lactulose e manitol. A translocagdo bacteriana foi demonstrada em 7 de 12 animais
com ictericia e ndo ocorreu no grupo simulagdo. A Escherichia coli foi isolada em todos os
casos onde ocorreu translocagdo para o linfonodo mesentérico. Houve aumento significativo
na permeabilidade intestinal nos ratos ictéricos comparados aos controles, mas nd@o ocorreu
diferenca significativa na porcentagem de alteragdo da permeabilidade intestinal entre os ratos
que apresentaram translocagdo bacteriana e aqueles sem translocagdo. A proporgéo
lactulose:manitol nos pacientes, antes da derivagdo biliar interna, estava significativamente
maior que nos controles (11 voluntarios normais). A proporgdo lactulose:manitol retornou ao
normal 28 dias apos a operagdo e estava significativamente menor em relagdo a 1 dia antes da
operagio. Quando comparados os pacientes que sofreram cirurgia para o alivio da ictericia
obstrutiva e aqueles submetidos a laparotomia sem ictericia, houve diferenca significativa no
indice de permeabilidade intestinal imediatamente apds a operagdo. Ocorreu evidente
disfungdo da barreira do intestino na ictericia obstrutiva experimental, com translocagio
bacteriana significativa para o linfonodo mesentérico e aumento da permeabilidade intestinal.
Houve também aumento significativo na permeabilidade intestinal em pacientes ictéricos,
retornando ao normal 28 dias apds derivag@o biliodigestiva. Esses achados sugerem que o
retorno precoce da bile para dentro do trato gastrointestinal, pode melhorar a fungdo da
barreira intestinal e reduzir a incidéncia de sepse derivada do trato digestivo ou outras
complicagdes associadas a endotoxemia na ictericia obstrutiva.

Para avaliacdo da atividade reticuloendotelial, KATZ e colaboradores®® utilizaram
ratos conduzidos previamente a trés situagdes diferentes: ictericia obstrutiva por ligadura do

DB, ligadura simulada do DB ou esplenectomia. Decorridos 21 dias, inocularam suspensio de



Escherichia coli marcada com enxofre radioativo na circulagdo venosa sistémica de todos os
animais e coletaram sangue e oOrgios apdés dez minutos. A elimina¢do intravascular de
bactérias foi igual nos trés grupos. No grupo com 21 dias de ictericia obstrutiva houve
diminui¢do significativa na reten¢dio de bactérias pelo figado e aumento significativo na
retengdo de bactérias nos pulmdes, em relagdo aos outros dois grupos. Em conclusdo, a
obstrugdo biliar em ratos diminuiu a fagocitose hepatica e aumentou a localizag@o de bactérias
viaveis nos pulmdes. Sugerem que esta disfungdo do sistema reticuloendotelial levaria ao
aumento da susceptibilidade para infecgdes na vigéncia de ictericia obstrutiva.

Na avaliagdo do indice de fagocitose de ratos com obstrugdo biliar de 7, 14 e 21 dias,
ROHRIG® utilizou a via venosa periférica para injetar suspensdo de Escherichia coli mortas
marcadas com iodo radioativo e determinou sua captagdo entre 30 segundos € 15 minutos.
Observou deficiéncia funcional progressiva do SRE na colestase. O 6rgdo que mais captou
nos controles foi o figado, com diminuigdo em trés semanas de colestase . Ndo ocorreu
variagio de captagdo no bago. O linfonodo mesentérico captou significativamente mais no
grupo com obstrugd@o biliar. Ocorreu aumento no nimero de fagocitos no figado e pulméo. O
edema subepitelial e a hiperplasia e hipertrofia das células de Kupffer foram evidentes no
grupo com obstrugdo biliar. Conclui o autor, que a obstrugio biliar progressivamente diminui
a ac¢do do sistema monomorfonuclear, com notavel alteragio tecidual hepatica e intestinal.

Nesta mesma linha de pesquisa, SCOTT-CONNER e colaboradores™ avaliaram a
falha de eliminagdo bacteriana e o indice de fagocitose, através de vias diferentes de
inoculagdo de suspensdo de Escherichia coli em ratos. Utilizando a cavidade peritoneal ou a
via venosa para inocular as bactérias, avaliou-se o comportamento do SRE apés uma e duas
semanas de obstrugdo biliar e 0 mesmo periodo para ligadura simulada do DB. O sangue foi
coletado em periodo que variou de 15 a 240 minutos nos ratos que receberam injecdo
intraperitoneal e 1 a 240 minutos naqueles com injego intravenosa. Aqueles que receberam
inje¢do intraperitoneal, com uma semana apos ligadura do DB ou ligadura simulada,
mostraram retardo na eliminag@o de bactérias, porém, na segunda semana, apenas o0 grupo
com ictericia permanecia com retardo na eliminagdo das bactérias. Quando avaliaram o indice
fagocitario, também ocorreu retardo significativo na eliminagio das bactérias nos ratos com 2 |
semanas de obstrugdo do DB, em relagdo ao grupo com ligadura simulada. Um nimero
significativamente maior de bactérias foi recuperado dos pulmdes nos ratos com ligadura do

DB. Nao houve diferenca significativa nas culturas quantitativas do figado e bago. O



experimento evidenciou retardo na eliminagdo de bactérias pelo sistema reticuloendotelial
ap6s uma semana de operagdo, tanto em ratos com ictericia obstrutiva, quanto naqueles que
sofreram trauma cirirgico, mas estes recuperaram sua fungdo reticuloendotelial apos duas
semanas, independente da via de indugdo da bacteremia, enquanto aqueles, com ictericia,
persistiram com deficiéncia para eliminar bactérias. Os autores acreditam que esses achados
poderiam estar vinculados as complicagdes sépticas e pulmonares notadas na obstrugdo biliar
precoce, levando a incapacidade do hospedeiro em suportar bacteremia. A persisténcia de
organismos viaveis nos pulmdes apds indugio de bacteremia, poderia ser um dos mecanismos
para explicar a disfungdo pulmonar na sepse.

Para avaliar a velocidade de eliminag@o de bactérias injetadas na circulagio sistémica,
BALL e colaboradores'® realizaram estudo experimental comparando ratos com 10 dias de
obstrugio do DB ou simulagio de ligadura do DB, apés inoculagdo intravenosa de suspenséo
de Staphylococcus aureus. Os resultados demonstraram rapida eliminagcdo de bactérias da
" corrente sangiiinea nos ratos com trauma cirargico e persisténcia nos animais com ictericia.
Nos ratos sem ligadura do DB, a concentragdo hepatica de bactérias foi consistentemente
maior que a concentragdo pulmonar, ocorrendo o inverso nos animais ictéricos, exceto apos
trinta minutos. A microscopia eletrdnica, o exame do figado demonstrou bactérias dentro das
células de Kupffer no periodo entre 15 e 180 minutos e sem diferenca morfologica entre os
dois grupos. Os autores correlacionam a falha de eliminagdo de bactérias 4 disfungdo do
sistema reticuloendotelial presente na ictericia obstrutiva. A rapida captagdo das bactérias
pelos fagocitos implicaria em que a alteragio do SRE estaria na incapacidade de destruigio
das bactérias fagocitadas ou por retardo na chegada das bactérias ao sistema
reticuloendotelial.

- MEGISON e colaboradores”’ avaliaram em ratos, a atividade fagocitaria do sistema
monomorfonuclear na ictericia obstrutiva com 21 dias de duragdo e com intervalos de 1 a 4
semanas, apds derivacdo biliodigestiva. Utilizou-se inoculagdo intravenosa de Escherichia
coli marcadas com selénio radioativo e sacrificio dos ratos apds 30 minutos. No grupo de
obstrucio biliar ocorreu aumento significativo na captagio pulmonar e decréscimo
significativo na kcaptag:éo hepatica, em relagdo aos controles. .Apés coledocoduodenostomia, a
capta¢do hepatica € pulmonar retornou aos niveis normais em 1 semana de derivagio biliar

interna e assim permaneceu por 4 semanas. N3o houve diferenga na captagdo esplénica entre
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os grupos. O estudo mostra rapida recuperagio da fungio fagocitaria, apos derivagio interna
na obstrugio biliar em ratos.

SCOTT-CONNER e colaboradores’ voltaram a apresentar estudo, enfocando a
diminuigio da atividade do sistema reticuloendotelial em ratos com obstrugéo biliar precoce.
Apés 10 dias de obstru¢io do DB inocularam, na cavidade peritoneal, uma suspensio de
Streptococcus pneumoniae. Notaram, apOs 4 horas, que 100% dos animais ictéricos
apresentavam bacteremia contra apenas 50% dos controles e a recuperagdo quantitativa de
bactérias foi significativamente maior nos pulmdes, figado, bago e rins dos ratos ictéricos
comparados aos controles. Isso demonstra inabilidade do hospedeiro com colestase extra-
hepatica em eliminar bactérias e a permanéncia de bactérias vidveis nos orgdos estaria
associada a bacteremia continuada.

Outro experimento para avaliar fungdo reticuloendotelial e translocagéo bacteriana, foi
realizado por DING e colaboradores*’, em ratos com tempos diferentes de obstrug@o biliar ou
ligadura simulada do DB. Utilizou-se, para o estudo da fungdo reticuloendotelial, injegdo
intravenosa de suspensdo de Escherichia coli marcadas coin iodo radioativo e calculo do
indice fagocitario, com intervalos entre 2 ¢ 15 minutos. Ocorreu significativa diminui¢do do
indice fagocitario em ratos com ictericia ja a partir do terceiro dia, mas sem diferenga
significativa até 2 semanas, quando comparados aos ratos com trauma cirirgico. Apos trés
semanas de ictericia obstrutiva houve redugdo significativa no indice fagocitario,
comparando-se aos grupos de animais com obstrugdo biliar pelo periodo de 3 diase 1 e 2
semanas com aqueles apenas com ligadura simulada, pelo mesmo periodo de tempo. Como
excegdo, houve aumento significativo na captagdo de bactérias pelos pulmdes nos ratos com 3
semanas de obstru¢do biliar quando comparados com seus controles, ndo ocorrendo para
outros orgdos. Ocorreu translocagio bacteriana acentuada para o linfonodo mesentérico nos
animais com obstrugdo biliar, com queda na terceira semana. Apenas um rato do grupo
controle, apés 2 semanas de ligadura simulada do DB, apresentou cultura de linfonodo
positiva. A contagem de bactérias no ceco revelou-se aumentada ap6s duas e trés semanas de
ictericia, quando comparada com o grupo controle, mas sem diferenca significativa,
ocorrendo aumento pronunciado de Escherichia coli e diminuigdo de Lactobacilli. Os grupos
sem obstrugio biliar apresentaram alteragdes histologicas muito discretas no ileo terminal. O
edema subepitelial, a dilatagdo de vasos linfaticos e o infiltrado de células inflamatérias foram

mais evidentes apds 3 dias e 2 semanas de ictericia obstrutiva, com diminui¢3o das altera¢des
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ap6s 3 semanas. Portanto, ocorreu aumento na incidéncia de translocagdo bacteriana e
diminui¢do da atividade do sistema reticuloendotelial, tanto na obstrugdo biliar de curta
quanto de longa duragdo, o que poderia, eventualmente, explicar a alta susceptibilidade pos-

operatoria a complicagdes sépticas nos pacientes com ictericia obstrutiva.



3 METODO

Foram utilizados 45 ratos Wistar adultos, machos, com peso que variou de 202 a 372
g, fornecidos pelo biotério da Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUC-PR). Os
procedimentos cirirgicos foram realizados no Laboratorio da Disciplina de Técnica
Operatéria e Cirurgia Experimental da PUC-PR. Antes e apos os procedimentos cirurgicos, os
animais foram alojados aos pares em gaiolas e mantidos com agua e ragdo para ratos
(NUVILAB-CR1, Nuvital, Curitiba) ad libitum.

O protocolo experimental foi submetido a apreciagdo da Comissdo Cientifica do Curso
de Pés-Graduagdo em Clinica Cirargica do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Parana e foram adotados os principios éticos para experimentagdo em animais'®’ .

As descri¢des anatOmicas seguiram aquelas utilizadas por CASTAING e colaboradores®*.
3.1 GRUPOS DE ESTUDO

A populagdo de 45 ratos foi alocada em trés grupos, com exclusio dos que morreram
ou foram relacionados a defeitos técnicos ao preparar o modelo.

Grupo I: composto de 14 ratos alocados ao acaso. Cada um dos animais sofreu
laparotomia mediana infraumbilical de aproximadamente 3 cm, como acesso para inoculagio
de 2 ml da suspensio de Escherichia coli na concentragio de 10° UFC/ml, na luz do ileo
terminal. Ap6s 15 minutos (n=4), 30 minutos (n=5) e 90 minutos (n=5) desse procedimento,
os animais foram sacrificados.

Grupo II: composto de 20 ratos com ligadura do ducto biliar (DB) por 21 dias. Apés
esse periodo, utilizando laparotomia mediana semelhante a do grupo anterior, injetou-se 2 ml
da suspensio de Escherichia coli 10° UFC/ml na luz do ileo terminal e sacrificou-se os
animais apos 15 minutos (n= 4), 30 minutos (n= 8) e 90 minutos (n= 8).

Grupo III: composto de 11 ratos com ligadura prévia do DB por 21 dias e em que, por
laparotomia mediana infraumbilical, injetou-se 2 ml de solugdo salina isotonica na luz do ileo
terminal. Os ratos foram sacrificados apos 15 minutos (n= 3), 30 minutos (n=4) e 90 minutos
(n=4).
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3.2 PREPARO DA SUSPENSAO DE Escherichia coli.

Neste estudo, foi utilizado Escherichia coli ATCC (American Type Culture
Colleétion) 25922, cultivada em caldo de peptona e levedura (peptone and yeast broth) até o
final da fase exponencial de crescimento em 16 horas, no Laboratério de Microbiologia do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. No fim desse prazo, lavaram-se as
bactérias em solugdo fisiolégica tamponada (pH 7,2), por trés vezes, a 1700 rpm, durante 10
minutos. Suspenderam-se os bacilos novamente, na mesma solugio tamponada por fosfato €
ajustaram-se as concentragdes por espectrofotometria (absorbancia aos 540nm), que
correspondem a concentragio final de aproximadamente 10° UFC/ml. Uma amostra dessa
suspens3o foi separada para determinagio das caracteristicas do fenotipo e o resultado para a
Escherichia coli utilizada, ficou na seguinte forma: lactose +, glicose +, produtora de gas +,

lisina +, indol +, ornitina +, mobilidade +, citrato — e raminose + .
3.3 TECNICA OPERATORIA
3.3.1 Obstrugio biliar extra-hepatica

Os animais do Grupo II e do Grupo III foram submetidos a anestesia inalatoria com
éter etilico, pesados e colocados em deciibito dorsal. Apds tricotomia, antissepsia da regido
operatoria com alcool iodado e protegdo adjacente com campo fenestrado esterilizado, foi
realizada laparotomia mediana alta de aproximadamente 3 cm. Em seguida, o ducto biliar
(DB) foi identificado e isolado na sua porg¢do média, como ilustrado na figura 1, efetuando-
se dupla ligadura na porgdo proximal alta com fio de algoddo 4-0 e cabendo ligadura simples
ao segmento distal. A sec¢@o do DB foi praticada entre as regides ligadas, como recomendado
por LEE®. Sutura da parede abdominal em dois planos com fio de polipropileno
monofilamentar 5-0. Apés o procedimento, os animais foram recolocados nas gaiolas com

acesso a agua e ragao ad libitum .
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FIGURA 1: Ducto biliar dissecado para ligadura, indicado pela extremidade da agulha

3.3.2 Inoculagio da suspensdo de Escherichia coli ou solugdo salina isotdnica.

Aos 21 dias, todos os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos de
anestesia ja descritos. Foram igualmente pesados e imobilizados em decubito dorsal, assim
como foram observados todos os procedimentos preparatorios para a laparotomia. Foi
realizada incisdo mediana baixa de aproximadamente 3 cm , o ileo terminal foi identificado e
exteriorizado da cavidade abdominal pela incisdo. A 3 cm da jungéo ileo-cecal, o ileo terminal
foi ligado com fio de algoddo 3-0, com o cuidado de ndo comprometer vasos do mesentério,
como ilustrado na figura 2. Introdugdo obliqua de agulha 30 G', no segmento ileal, num
angulo de aproximadamente 15°, acoplada a uma seringa de 10 ml contendo 2ml da solugdo
salina isotonica para o Grupo III ou 2ml da suspensdo de Escherichia coli para os Grupos I e
I1. Apos a presungdo de que a ponta da agulha atravessou a parede e penetrou a luz intestinal,
inoculou-se o conteudo de forma lenta e progressiva, com enchimento do ileo em diregdo
proximal. O local da pungdo foi observado por cerca de 15 segundos, com a finalidade de
surpreender quaisquer extravasamentos. O ileo terminal foi recolocado na cavidade
abdominal. Sutura da parede abdominal em plano unico com fio de polipropileno
monofilamentar 5-0 e retorno as gaiolas até o momento do sacrificio, conforme o tempo

estipulado para cada grupo.



15

FIGURA 2: Ligadura do ileo terminal, indicado pela seta.
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3.3.3 Sacrificio

Independente da suspensdo injetada, todos os animais foram submetidos a anestesia
semelhante aquela dos procedimentos anteriores. O preparo que antecedeu a laparotomia foi o
mesmo que foi observado anteriormente. Sempre utilizando instrumental esterilizado,
procedeu-se a incisdo xifo-pubica que incluiu o periténio. Ainda em condi¢des estéreis, foi
retirado um fragmento padronizado de cada orgdo para bacteriologia, exceto o linfonodo
mesentérico que foi totalmente enviado para cultura. O linfonodo e os fragmentos dos 6rgédos
foram lavados em solugdo salina isotonica e acondicionados, individualmente, em placas
Rodac 60x10 mm esterilizadas e pesados em balanga eletronica (OHAUS Standard Precision).
As placas Rodac foram utilizadas como meio de transporte ao laboratério. A seqiiéncia das
colheitas teciduais foi iniciada com a retirada do linfonodo mesentérico e hemostasia perfeita
dos seus vasos circundantes. Utilizando seringa de 10 ml acoplada a agulha 22 Gl1Y, foi
retirado 1ml de sangue da veia porta, o qual foi colocado em tubo contendo 9 ml de caldo
criptico de soja para cultura. Da mesma forma e com material semelhante, foi efetuada
pungdo da veia cava inferior abaixo da desembocadura das veias renais, para obtengdo da

maior quantidade possivel de sangue, sendo 1ml colocado em tubo para cultura. O 1/3 inferior
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do térax foi aberto e as visceras expostas. Imediatamente foi injetado no ventriculo esquerdo
10 ml de solugdo salina isotdnica. Ao retornar a cavidade abdominal, foi retirado o bago,
cortado em trés partes, cujo 1/3 médio foi destinado para microbiologia. A retirada do figado
foi cuidadosa, no intuito de se identificar precisamente os cotos do DB nos Grupos II e IIL
Colheita de fragmento do lobo hepatico direito para cultura. O rim esquerdo foi dissecado e
retirado. Com os mesmos cuidados foi removido o coragdo. A traquéia e os bronquios
principais foram dissecados, como ilustrado na figura 3, e ligados separadamente com fio
algoddo 4-0. Secgdo do bronquio direito distal a ligadura para retirada do 6rgdo e desse, o
lobo médio para cultura. Antes de retirar o pulmao esquerdo, foi injetada solugdo de formol a
10% na luz da traquéia até observar reconstituigdo do volume aproximado do érgdo. O ileo
terminal foi novamente ligado 4 cm aquém da oclusdo e na luz desse segmento foi injetado
formol a 10%, com retirada do segmento entre as ligaduras. O figado, bago, rim esquerdo,
pulmdes e o ileo terminal foram acondicionados individualmente em frascos contendo solugédo
de formol a 10%, para estudo dos tecidos por microscopia Optica. Os orgdos foram pesados
em balanga eletronica, acrescidos dos pesos dos fragmentos, com excegdo do pulmio

esquerdo e do ileo terminal.
FIGURA 3: Traquéia e bronquios dissecados, apos a retirada do coragdo, como indicado pelas

setas preta e branca respectivamente,

==

s
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Tomou-se o cuidado de se duplicarem os valores do pulméio, assumindo-se que seu

peso e a distribuigo do in6culo foram simétricos® .
3.4 MICROBIOLOGIA

Apbs a chegada ao Laboratério de Microbiologia do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parani, os fragmentos do bago, do figado, do pulmdo direito e o
linfonodo mesentérico foram macerados com quantidade suficiente para completar o volume
de 3 ml em solugdo de cloreto de s6dio 0,9%, sob fluxo laminar, em homogerieizadores com
bulbos especiais para a fragmentagdo dos tecidos. A seguir, as amostras foram semeadas em
aliquotas de 1 ml, em duplicata, placas A e B. Isso significa que as primeiras culturas ja
apresentaram dilui¢do de 1:3 e apds, com o 1 ml restante, foram realizadas diluigﬁées de 10" a
10 , em placas de Petri contendo 20 ml de suspensdo de agar Mac Conkey, meio de cultura
seletivo para bacilos gram-negativos.

As amostras para hemocultura com 1 ml de sangue f01"am coletadas em 9 ml de caldo
criptico de soja e incubadas por 7 dias a 36° C e inspecionadas diariamente para verificagdo da
existéncia ou ni3o de crescimento bacteriano.

Os meios semeados foram incubados por 48 horas em estufa a 36° C e ao final foram
contadas as colér_lias em cada placa, observando-se a caracteristica das colonias de
Escherichia coli para este meio, ou seja, colonias vermelhas ou rosadas. A quantidade de
bactérias na amostra foi calculada, expressa em Unidade Formadora de ColGnias por grama da

amostra (UFC/g da amostra), utilizando-se a formula®> **:

UFC/g da amostra = UFC/placa x 3 x fator de diluigio
Peso da amostra (g)
A seguir, transformaram-se os valores quantitativos de Unidades Formadoras de

Coldnias por grama, em logaritimos decimais (log UFC/g).

Realizou-se identificag@io fenotipica das bactérias cultivadas nas placas de agar-Mac

Conkey, através de biotipagem da Escherichia coli com as provas descritas anteriormente.
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3.5 HISTOLOGIA

As amostras histolégicas dos tecidos foram processadas no Laboratério de Patologia
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. Os fragmentos foram incluidos
em parafina e seccionados em fatias com micrétomo de espessura conforme técnica
padronizada. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina (H.E.) e examinados ao
microscopio optico.

A histologia dos pulm&es, rim e bago comparou-se ao controle.

No estudo tecidual do figado, avaliou-se colestase pela presenga de proliferagdo
ductal, fibrose periductal e alteragdes das células de Kupffer.

Para o ileo terminal, avaliaram-se as vilosidades de cada campo, pela classificagdo
sugerida por MONTGOMERY e colaboradores™,

0 = Intestino normal

1 = Desenvolvimento de pequeno espago subepitelial na extremidade da vilosidade.

2 = Separagdo do epitélio na extremidade da vilosidade.

3 = Separac¢io maciga da mucosa, inclusive da porgdo lateral da vilosidade.

4 = Desnudag@o das vilosidades ou perda de parte do epitélio.

5 = Desintegra¢io da lamina propria, hemorragia e ulcerag@o da mucosa.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As hipoteses iniciais estabelecem que as amostras analisadas, constituidas de ratos
independentes, ndo apresentam diferenga significativa de recuperagdo bacteriana, a nivel de
significancia de 5%.

A analise da varidncia para teste de hipoteses foi realizada através da estatistica 7, com
probabilidade obtida pela distribuico de Snedecor® ™, calculada pela anilise da varidncia
ANOVA. Para estudo de diferengas significativas utilizou-se o teste paramétrico # de Student.

Adicionalmente a estatistica F, como critério alternativo dos testes paramétricos,
utilizou-se a analise da varidncia H de Kruskal-Walli. Para teste de diferengas, aplicou-se os -

testes de Tukey e Scheffé, para amostras de tamanho igual e diferente, respectivamente® ”°.



4 RESULTADOS

Os 45 ratos selecionados para compor os trés grupos de estudo foram aqueles onde n3o
ocorreu contaminagdo da regido operatéria no momento da inoculagio da suspensio de
Escherichia coli, por transfixagdo da parede do ileo terminal ou gotejamento dentro da
cavidade peritonial. Quando isto ocorreu, o rato foi eliminado e substituido.

Nio ocorreu morte entre os ratos apds receberem a injegdo na luz do ileo terminal,

independente do tempo de espera para o sacrificio ou do in6culo.

4.1 ACHADOS MACROSCOPICOS

Os ratos dos grupo II e III apresentaram sinais de ictericia intensa na primeira semana de
obstrugdo do DB, com impregnagdo amarela dos pelos e coluria. Ao atingirem 21 dias de
obstru¢do do DB, a impregnagdo dos pelds j& ndo era evidente, mas permaneciam com
coldria.

No sacrificio para retirada dos 6rgéos e tecidos, nenhum animal apresentou liquido
livre na cavidade peritonial. Nao se percebeu dilatagdo do ileo terminal 4 montante da
ligadura, mesmo apds 90 minutos. Nos grupos II e III, o figado era congesto, com bordas
rombas € o ducto biliar comum apresentava-se tenso, dilatado e com aderéncias das visceras
ao seu redor, como ilustrado na figura 4. Nao houve recanalizagdo perceptivel do DB. Nos

outros 6rgios examinados ndo se perceberam alteragGes macroscopicas.
4.2 HISTOLOGIA GERAL
4.2.1 Histologia do figado

No grupo I, de ratos controles, o tecido hepatico apresentou caracteristicas normais, como
mostrado na figura 5.

Nos grupos II e III, observou-se notavel aumento no nimero dos dactulos biliares,
invadindo a lamina limitante do espago portal, substituindo os hepatécitos adjacentes, como

se mostra na fotomicrografia da figura 6. A deposigdo de colageno nessa regiio foi minima e
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a infiltragdo por células inflamatorias foi insignificante. As células com caracteristicas

microscopicas compativeis com as de Kupffer apresentaram hiperplasia e hipertrofia.

FIGURA 4: Achados macroscopicos apos 21 dias de colestase extra-hepatica. A seta indica
o ducto biliar dilatado.

422 Histologia do bago

Nio se encontraram diferengas expressivas entre os grupos estudados, exceto pela

presenga de congestdo vascular nos grupo com ictericia, ou seja, grupos II e IT1.
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FIGURA 5: Histologia do figado no controle. (H.E. 100 x)

N

FIGURA 6: Histologia do figado apds 21 dias de obstrugdo biliar. Observa-se proliferagdo

ductal que ultrapassa a lamina limitante. (H.E. 200 x)
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4.2.3 Histologia do pulmao

Os aspectos microscopicos dos grupos com ictericia prolongada foram semelhantes aos
do grupo controle, e estdo ilustrados na figura 7. Nao houve ocorréncia de edema septal nos

grupos em estudo.

FIGURA 7: Histologia do pulm@o ap6s 21 dias de obstrugdo biliar. Ndo apresenta alteragdes
em relagdo ao controle. (H.E. 100 x)

4.2 4 Histologia do rim

Os aspectos teciduais dos controles foram normais, evidenciando-se diferenga nos
ratos ictéricos, pela presenga nestes, de depdsitos de pigmentos biliares no epitélio dos tubulos
contornados e degeneragdo hidropica citoplasmatica, definida histologicamente como

nefropatia colestatica e mostrado na figura 8.
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FIGURA 8: Histologia do rim apés 21 dias de obstrugdo biliar. A seta mostra deposito de
pigmento biliar nos ductos contornados.(H.E. 400 x)

4.2.5 Histologia do ileo terminal

Os ratos do grupo controle apresentaram mucosa normal com vilosidades revestidas
por células colunares, de nicleos basais alongados e bordas estriadas nitidas. Em todos ratos
ictéricos o ileo terminal apresentou alteragdo, caracterizada pela presenga de edema
subepitelial que foi graduado conforme estabelecido nos métodos e mostrado nas tabelas 1,

2 e 3 eilustrado nas figuras 9 e 10.
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TABELA 1: Numero de ratos com edema subepitelial no ileo sacrificados em 15 minutos.

Grupo / Grau Ausente 1 2 3 4e5
1 4 0 0 0 0
i 0 0 2 2 0
m 0 0 2 1 0

TABELA 2: Numero de ratos com edema subepitelial no ileo sacrificados em 30 minutos.

Grupo/ Grau  Ausente 1 2 3  4eS5
I 5 0 0 0 0
I 0 0 4 4 0
111 0 0 2 2 0

TABELA 3: Numero de ratos com edema subepitelial no ileo sacrificados em 90 minutos.

Grupo/ Grau Ausente 1 2 3 4e5
I 5 0 0 0 0
I 0 0 3 5 0
oI 0 0 1 3 0
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FIGURA 9: Histologia do ileo terminal apos 21 dias de obstrugéo biliar - alteragdo grau 2.
A seta indica presencga de edema subepitelial. (H.E. 200 x)

3 d g v

A seta indica presenga de edema subepitelial. (H.E. 200 x)
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4.3 PESO DOS RATOS E DOS ORGAOS

Entre os grupos L II e III ndo havia aumento significativo do peso dos ratos.
Nos ratos dos grupos IL, com colestase de 21 dias, ocorreu aumento significativo do peso
dos 6rgdos, como percentual do peso corporeo, no figado, bago e pulmao, neste exceto aos 15
minutos. O rim ndo apresentou diferenca em relagio ao controle.
No grupo III ndo houve diferenga significativa apenas no bago e linfonodo mesentérico
aos 30 minutos e no pulmio aos 90 minutos.
A média dos percentuais do peso corpéreo, que cada 6rgdo representou nos grupos,

estdo resumidos nas tabelas 4, S, e 6.

TABELA 4: Representagio do peso médio dos 6rgdos como percentual do peso corpdreo
médio dos ratos sacrificados em 15 minutos.

GRUPO FIGADO BACO LINFONODO PULMAO RIM
I 3,88% 0,19% 0,12% 0,35% 0,38%
I 6,58%* 0,41%* 0,07% 0,35% 0,46%
11 6,24%* 0,43%* 0,84%* 0,84% 0,37%

TABELA 5: Representacdo do peso médio dos orgdos como percentual do peso corporeo
médio dos ratos sacrificados em 30 minutos.

GRUPO FIGADO BACO LINFONODO PULMAO RIM
I 4,00% 0,23% 0,13% 0,13% 0,41%
II 7,35%* 0,45%* 0,05%* 0,44%* 0,40%
11 5,92%* 0,33% 0,33% 0,64%* 0,64%

TABELA 6: Representagdo do peso médio dos orgdos como percentual do peso corpéreo
médio dos ratos sacrificados em 90 minutos.

GRUPO FIGADO BACO __ LINFONODO _ PULMAO RIM
I 4,03% 0,16% 0,10% 0,28% 0,35%
I 7,42%* 0,47%* ©0,07%* 0.51% 0,37%
I 6,55%* 0,56%* 0,19%* 0,56% 0,45%

*
Em relagio ao grupo I apresenta diferenga significativa.
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44 CONCENTRACAO MEDIA DO log (UFC) / grama DOS ORGAOS E TECIDOS

No grupo III, composto por ratos ictéricos. que receberam inje¢do no lume do ileo
terminal de solucdo de cloreto de sddio 0,9%, n3o se registraram colOnias nas placas de
cultura, de todas as amostras de tecidos examinadas.

As figuras demonstrativas das concentragdes dos valores médios para os grupos I e II

estdo representados nos estudos comparativos.
44.1. Figado

No grupo I, as concentragdoes médias de UFC/g de tecido ndo apresentaram diferenga
significativa entre os tempos observados. A concentragdo maior ocorreu apds 90 minutos.
No grupo II, com colestase, os resultados ndo apresentaram diferengas significativas, com

concentragdo maior em 15 minutos.
442 Pulmio

No grupo I, as concentragdes nos tempos avaliados ndo apresentaram diferenga
significativa.

No grupo II, aos 15 minutos, ocorreu a maior concentragdo de bactérias entre os ratos
com ictericia. Houve diminuig@o significativa em 30 e 90 em relagdo as concentragées em 15

. minutos.
443. Bago

No grupo I, aos 15 minutos, ocorreu a maior concentragdo da média de UFC/g de
tecido entre todos os érgdos e tempos. Ndo houve diferenca significativa para 30 e 90
minutos.

No grupo II, como no anterior, ndo ocorreu diferenga entre os tempos examinados.
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444 Linfonodo Mesentérico.

Nos grupos I e II ndo ocorreu diferenga significativa das concentragdes entre 0s

tempos examinados. Observou-se grandes concentrages médias de UFC/g de tecido em todos

0S tempos.

45. COMPARACAO DA CONCENTRACAO MEDIA DO log (UFC) / g ENTRE OS
ORGAOS E TECIDOS.

45.1. Figado

No grupo II , aos 15 minutos, ocorreu concentragdo de bactérias consistentemente
maior em relagdo ao grupo I (p=0,10) e significativamente maior em 30 minutos (p=0,03).
Aos 90 minutos ndo apresentou diferenga entre os grupos. Os resultados estdo demonstrados

na figura 11.

FIGURA 11: Comparagdo da concentragdo média do log (UFC) / g de figado entre os grupos
Iell. *(p =0,03)
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4,52 Pulmio

A concentragdo de bactérias no grupo I, aos 15 minutos, foi significativamente maior,
com diminuicio das concentragdes aos 30 minutos. Aos 90 minutos, ocorreu aumento
significativo de concentragdo de bactérias no grupo I. Os resultados estdo demonstrados na

ﬁgura}12.

FIGURA 12: Comparagio da concentra¢do média do log (UFC) / g de pulmao entre os
gruposIell. * (p =0,02), **(p = 0,01)
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453. Baco

Nio ocorreu diferenga significativa entre os grupos. Aos 15 e 90 minutos a

concentragdo foi mais notavel no grupo I. Os resultados estdo demonstrados na figura 13.
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FIGURA 13: Comparagio da concentragio média do log (UFC) / g de bago entre os grupos I
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4.54. Linfonodo Mesentérico

A concentragdo foi maior aos 30 minutos no grupo II, mas sem diferencga significativa

entre os grupos. Os resultados estdo demonstrados na figura 14.
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FIGURA 14 : Comparagio da concentra¢do média do log (UFC) / g de linfonodo entre os
grupos I eIl
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46. PERCENTUAL DE OCORRENCIA DE RECUPERACAO BACTERIANA DOS
ORGAOS E TECIDOS NOS GRUPOS I E I

Os orgdos e tecidos que apresentaram colOnias nas placas de cultura estdo expressos nas
tabelas 7 e 8. Houve diferenca significativa na redugdo da ocorréncia de culturas positivas no
pulmdo dos ratos do grupo II entre 15 e 30 minutos e entre 15 ¢ 90 minutos. Ndo ocorreu

desenvolvimento de colOnias nas placas de culturas do grupo III.

TABELA 7: Percentual de ocorréncia de recuperago bacteriana dos 6rgdos e tecidos no

Grupo 1.
Orgio / Tempo de Sacrificio 15 minutos 30 minutos 90 minutos
Linfonodo mesentérico 100 % 80 % 80 %
Figado 75 % 0% 60 %
Bago 75 % 40 % 60 %

Pulmio 75 % 0% 40 %
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TABELA 8: Percentual de ocorréncia de recuperagio bacteriana dos 6rgdos e tecidos no

Grupo II
Orgdo / Tempo de Sacrificio 15 minutos 30 minutos 90 minut_os
Linfonodo mesentérico 100 % 87,5 % 100 %
Figado 100 % 75 % 87,5 %
Bacgo 75 % 37,5 % 50 %
Pulmio 100 % 0 % 25 %

47. COMPARACAO PERCENTUAL NA OCORRENCIA DE RECUPERACAO
BACTERIANA DOS ORGAOS E TECIDOS ENTRE OS GRUPOS I EII

Houve diminui¢do significativa na ocorréncia de colonias de bactérias no figado somente
aos 30 minutos, como ilustrado na figura 15. Nos demais 6rgdos ndo ocorreram diferengas

qualitativas que fossem significativas como mostrado nas figuras 16, 17 e 18.

FIGURA 15: Comparagdo percentual na ocorréncia de recuperagdo bacteriana no figado
entre os grupos I e IL. *(p = 0,005)
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FIGURA 16: Comparagdo percentual na ocorréncia de recuperagio bacteriana no pulmédo
entre os grupos I e IL.
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FIGURA 17: Comparagdo percentual na ocorréncia de recuperagdo bacteriana no bago entre
os grupos I e IL
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FIGURA 18: Comparagio percentual na ocorréncia de recuperagdo bacteriana no linfonodo
mesentérico entre os grupos I e I1..
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48. CONCENTRACAO MEDIA DO log (UFC)/ ORGAO OU TECIDO

O total da média dos valores das UFC/g foi vinculado ao peso total dos orgdos, exceto o
linfonodo mesentérico que foi enviado inteiro para cultura. Ocorreu diferenga significativa
entre todos os tempos avaliados no figado, com o total por érgido predominando no grupo II,
conforme grafico 19. No pulmdo houve diferenga significativa aos 30 ¢ 90 minutos, com 0s
valores maiores ocorrendo no grupo II e mostrado no grafico 20. No bago a diferenca
significativa se estabeleceu apenas aos 30 minutos, e como nos 6rgéos previamente relatados,

o predominio ocorTeu no grupo II e pode ser observado no grafico 22.



FIGURA 19: Comparagdo da média do log (UFC) / figado entre os grupos I e I.
*(p = 0,003), **(p < 0,001), ***(p <0,001)

7,00 -

6,00 -

5,00 -

N
8

— = —GRUFO|
—e—GRUFO I

o
8

log (UFC) / 6rgéo

N
8

8

o
8
]

15 30~ 90
tempo (min)

FIGURA 20: Comparagdo da média do log (UFC) / pulmio entre os grupos I ¢ II.
*(p = 0,0004), **(p = 0,04)
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FIGURA 21: Comparagio da média do log (UFC) / bago entre os grupos I ¢ IL.
*(p=0,02)
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FIGURA 22 : Comparagdo da média do log (UFC) / linfonodo entre os grupos I € II.
*(p=10,01)
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49 HEMOCULTURA

" Na avaliacio das hemoculturas da veia porta, houve dificuldade técnica para a coleta do
sangue em 4 ratos, devido ao acesso a veia porta prejudicado por aderéncias locais ou por
auséncia de refluxo de sangue a aspiragdo. Os fracassos na retirada de sangue da veia porta
ocorreram em 1 rato do grupo I aos 15 minutos , 1 rato do grupo II aos 30 minutos e 2 ratos

do grupo III aos 30 minutos. Os resultados estdo expressos nas tabelas 9 e 10.

TABELA 9 : Percentual de hemoculturas positivas para Escherichia coli da veia cava

inferior.
Grupo / Tempo de Sacrificio 15 minutos " 30 minutos 90 minutos
I 50% 40% 60%
I 75% 50% 50 %
i 0% 0% 0%

TABELA 10: Percentual de hemoculturas positivas para Escherichia coli da veia porta. |

Grupo / Tempo de Sacrificio 15 minutos "30 minutos 90 minutos
I 66,6% 40% 60%
I 50% 50% 75%
I 0% 0% 0%

4.10 FENOTIPO

Em todas as placas de cultura com crescimento de col6nias, as amostras para o fendtipo
resultaram nas caracteristicas da Escherichia coli ATCC 25922.



5 COMENTARIOS
5.1 MODELO EXPERIMENTAL

O rato foi utilizado neste estudo, por ser aceito como modelo para pesquisa das
defesas do hospedeiro na obstrugdo biliar, embora existam diversos pontos de diferencas
funcionais e anatdmicas em relagdo aos seres humanos, que implicam em restrigdes e
cuidados para aplicagdo clinica?* ¥7. Os resultados neste estudo serdo comparados a outros
experimentos, que utilizaram ratos ou outros animais de laboratorio.

A via de inje¢do do inéculo de Escherichia coli ndo encontra modelo similar, pois s30

. . . 197,99
10, 47. 63, 89.99 oy intraperitonial®” > .

descritos estudos com bacteremia induzida pela via venosa
A via gastrointestinal para inoculag@o de bactérias € descrita apenas através de gastrogavagem
e utilizada em camundongos livres de germes patogénicos® ou modelo de trauma® | o que
difere do objetivo deste estudo.

Na operagdo para a retirada dos oOrgdos e tecidos, iniciou-se pelo linfonodo
mesentérico com objetivo de ndo permitir que mais bactérias ultrapassassem do ducto

a*> 1% ¢ desta

linfatico para a circﬁlaqio sistémica, rota comprovada de translocagdo bacterian
forma, facilitar a retirada do maior nimero de bactérias que estivessem na circulagdo
sangiiinea, quando substituiu-se, em parte, o sangue por solugdo salina isotonica. O intento
dessa substituigdo foi recuperar principalmente as bactérias ja instaladas nos tecidos.

Como achado macroscépico, a extremidade tensa e dilatada do DB, 21 dias apds sua

ligadura, sem extravasamento de bile, ndo deixa hipotese para recanalizagdo do ducto.
5.2 MICROBIOLOGIA

Para quantificar os microorganismos que se desenvolveram nas placas de cultura,
utilizou-se a unidade formadora de colénias (UFC). Cada colonia que se desenvolveu na placa
pode ter-se originado, teoricamente, de uma Unica bactéria, de centenas delas ou mesmo de
milhares. Isso ocorre porque as bactérias geralmente se unem em grupamentos COesos, Cujo
numero de representantes é por demais variado®® . Significa que numeros aleatérios de
microorganismos sdo semeados nas placas, fruto de verdadeiro fracasso do processo de

isolamento unitario. A conseqiiéncia € o erro sistematico inevitavel, aceito universalmente no
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atual estado dos conhecimentos. Variagdes de 1 a 1000 bactérias sdo aceitas como
insignificantes, mesmo quando sdo utilizadas grandes dilui¢des seriadas progressivas28 . No
sentido de conferir a precisdo do método, realizaram-se culturas em duplicata, amostras A e B
respectivamente. A semelhanga nas contagens confirmou a precisio do procedimento e a
média de ambas aumentou o valor do teste.

Como ao reconstituir-se o que foi contado nas placas de dilui¢des, o nimero de UFC/g
de tecido homogeneizado por ser muito elevado, foi transformado em logaritimo de base 10 e
todos os calculos foram assim procedidos. Para tanto, foi necessario utilizar artificio nos casos
em que ndo houve crescimento de bactérias: considerar a auséncia de bactérias como 2
unidades. Esse nimero foi utilizado como constante k¥ em todos os calculos. Foi considerada
correta a- utilizagdo dessa constante tanto do ponto de vista biolégico — fundado no exposto
acima — quanto do aspecto matematico. Nas propriedades das estatisticas, sabe-se que a
adi¢do de uma constante modifica o resultado de forma previSivel e a variancia da distribui¢ao
n3o se altera. Para fins de selecionar o niumero de UFC/placa, as placas de cultura com
coldnias incontaveis, ou seja, acima de 300 colonias/placa®®, foram desprezadas e a média
realizada com as contagens das dilui¢Ges logo inferiores.

A Escherichia coli é relatada como a bactéria mais encontrada no linfonodo
mesentérico em estudos de translocagdo bacteriana na obstrugdo biliar™® 27 3% 8% 102, 108 E
um tipico microorganismo entérico Gram-negativo da microflora de ratos e camundongos e
foi escolhida para promover bacteremia por apresentar, teoricamente, capacidade de |
testar o comportamento do SRE nessa condi¢do. A Escherichia coli compreende grande
numero de grupos e tipos sorologicos, identificados pelos antigenos O, K ¢ H, porém, nio
apresenta os trés antigenos ao mesmo tempo. S&o conhecidos, atualmente, 171 antigenos O,
100 antigenos K e 57 antigenos H, mas a identificagdo de sorogrupos e sorotipos € restrita a
determinadas doengas ou outras condiges ecologicas'” . Na recuperagdo tecidual, as
caracteristicas do fenétipo da Escherichia coli foram testadas em todés as placas, com
resultados semelhantes aos das bactérias inoculadas. As caracteristicas semelhantes do
fenétipo ndo permitem afirmar que se trate da mesma bactéria injetada, porém, podemos
inferir que sim, pelos resultados evidenciados. A auséncia de bactérias nos tecidos dos ratos
que receberam injegdo intraluminal de solugdo salina isotdnica, refor¢a a hipétese anterior.

Outros estudos'® * da fungio reticuloendotelial na obstrugdo biliar utilizaram
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microorganismos nio marcados com material radioativo e os resultados séo semelhantes ao

que hora se encontrou.
5.3 ALTERACOES TECIDUAIS

As alteragdes a microscopia Optica encontradas nos ratos com 21 dias de obstrugéo

§7. 891 comprovando que a ligadura do DB, conforme

biliar foram iguais a de outros relatos
recomendado por LEE®, foi efetiva e refletiu-se em alteragdes hepaticas.

Nos grupo II e II, nos quais os ratos permaneceram 21 dias com obstru¢do do ducto
biliar (DB), todos os animais apresentaram edema subepitelial ao exame microscopico do ileo
terminal, graduados conforme proposta d¢ MONTGOMERY %, Trabalhos anteriores do nosso

grupo de pesquisa’> 8

, com a observagdo de todos os graus de lesio da mucosa do ileo
terminal, permitiram a classificagdo dos achados neste estudo, apenas nos graus 2 e 3. Muitos
pesquisadores encontraram resultado semelhante ou ndo e com interpretagdes diferentes. Para
REYNOLDS e colaboradores® , a obstrugio biliar provoca translocagdo bacteriana, mas sem
alteragdes histologicas no ileo terminal. J4 CLEMENTS e colaboradores?’ acreditam que o
achatamento das vilosidades, alargamento das placas de Payer e aumento do nimero de
figuras mitéticas que encontraram no ileo terminal sdo apenas descritivas. O edema
subepitelial, porém, é considerado como lesio mucosa do ileo terminal com papel
fundamental na obstrucio biliar e, associado a aumento da flora intestinal, promove
translocagdo bacteriana®®. Ratos com desvio da bile para o interior da bexiga urinaria

apresentam alteragdo da mucosa do ileo terminal, levando a conclusdo de que a auséncia da

bile na luz intestinal e ndo a obstrugdo biliar, promove translocagdo bacteriana' .
5.4 CONCENTRACAO MEDIA DE UFC/G DE TECIDO

Para a translocagio de bactérias, WELLS e colaboradores''® propuseram que as
bactérias sio fagocitadas por macrofagos da submucosa, que as transportam para fora da luz
intestinal e as liberam vivas no linfonodo mesentérico. Esse mecanismo ocorre com a mucosa
intestinal anatomicamente integra’. A bile, ao ser impedida de atingir a luz intestinal, cria uma
condi¢do de facilidade para a invasdo dos enterocitos por bactérias, pela perda da sua

propriedade protetora as células intestinais’.
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No presente estudo, a incidéncia de translocagdo bacteriana para o linfonodo
mesentérico nos tempos avaliados ndo apresentou diferenga significativa entre ratos ictéricos
e controles, apos a inje¢io do indculo de Escherichia coli 10° UFC/ml no ileo terminal.
ROHRIG e colaboradores® também haviam testado essa concentragdo em ratos com 21 dias
de obstrugo biliar e os resultados foram semelhantes. O trajeto linfatico de transloca¢@o néo
mostrou capacidade na destrui¢io das bactérias, para essa concentragio injetada no ileo
terminal.

A microflora estritamente anaerébica tem a fungdo de controlar a colonizagdo
intestinal e a translocagdo de espécies potencialmente patogénicas tais como Escherichia coli
e outras como Enterobacteriaceae, Pseudomonas sp e Enterococcus sp''®. A microflora
intestinal possui acima de 500 espécies de bactérias, com predominio das anaerédbicas''®. As
bactérias anaerdbicas praticamente n3o s3o encontradas nos cultivos de tecidos na
investigagdo de translocagdo bacteriana®” *%* %2, Uma hipotese ¢ que estas bactérias, por
estarem colonizadas no muco que recobre as vilosidades, ndo se aderem ao epitélio para que
possa ocorrer translocagdo. Qutra possibilidade é que haja resisténcia a fagocitose ou grande

118

susceptibilidade das bactérias anaerobicas apos fagocitadas . Expeﬁmentalmente, 0 uso de

antibioticos que reduzem a flora anaerdbica promovem translocagio bacteriana para o

linfonodo mesentérico>~ ¥

, que pode ser aumentada no caso de se associar
imunossupressor'>. Na obstrugio biliar extra-hepatica em murinos, ha um desequilibrio na
microflora intestinal, com aumento e diversificagio de bacilos entéricos gram-negativos no

ce 0038’ 82

, mas sem alteragio da flora do intestino delgado®. DEITCH e colaboradores®®
encontraram translocag@o bacteriana para o linfonodo mesentérico em camundongos com
obstruggo biliar, somente com populagio de bacilos entéricos gram-negativos superior a 10
g/ceco. Apesar da populagdo bacteriana ser maior no ceco, muitas evidéncias indicam que o
escape de bactérias da luz intestinal ocorre no intestino delgado’'® . A inflamagio sistémica,
provocada por doses crescentes de zymosan em ratos, mostrou que as bactérias mudam a rota
de translocagdo proporcionalmente a agressio ao hospedeiro, ocorrendo 11500 vezes mais
bactérias na veia porta do que via linfatica apos aumento da dose de zymosan intraperitoneal.
Deduz-se, portanto, que a rota da translocagdo das bactérias depende da magnitude do insulto
inflamatério”.

Neste trabalho as endotoxinas portal ou sistémica ndo foram dosadas, mas sdo

referidas por varios autores por estarem aumentadas na vigéncia de ictericia obstrutiva® 1%,



42

sendo postuladas duas hipéteses para esse evento. Na primeira, a auséncia de sais biliares no
interior do trato digestorio resulta em alteragio da microflora intestinal e consequente
aumento de bactérias gram-negativas e de seus produtos, entre eles as endotoxinas. A perda
do efeito emulsificante antiendotoxinas da bile incorre em aumento na quantidade de
endotoxinas no intestino grosso € passagem em maior quantidade para o sistema porta® .
Em outra hipétese, as endotoxinas ndo fagocitadas pela ineficiéncia das células de Kupffer
passam para a circulagdo sistémica com seus conseqientes efeitos deletérios*™ *". Outro fator
relacionado a alteragio nos niveis plasmaticos de endotoxinas € a imunoglobulina A
secretoria, especialmente em ratos, onde aparece quase exclusivamente na bile’®>. Quando
ausente, essa imunoglobulina diminui o efeito antiendotoxina na luz intestinal. A propria
endotoxemia, por aumentar a permeabilidade intestinal, leva a um circulo vicioso. As
endotoxinas atuam na ativagdo de agentes da resposta inflamatdria sistémica, ao liberar
mediadores presentes nas células endoteliais, neutréfilos e, principalmente, macrofagos. Os
mediadores sdo produtos toxicos do oxigénio, serotonina, histamina, fibronectina e citocinas,
como leucotrienos, interleucinas, eicosonoides e fator de necrose tumoral® ' ¢!, Os efeitos da

al® 1% 113 sepse7’ 16 Jefeitos da cicatrizag:io“’ 8

endotoxemia se relacionam a insuficiéncia ren
distarbios de coagulagdo® e faléncia de multiplos érgdos®.

A recuperagdo de bactérias, neste estudo, apos 15 minutos de inje¢do do indculo de
Escherichia coli , resultou em aumento significante na concentragio de bactérias no pulmio e
consistentemente maior no figado dos ratos com ictericia em relagdo ao controles que
obtiveram concentragdes semelhantes nesses Orgdos. Portanto, foram avaliadas as bactérias
que ndo foram mortas pelo sistema reticuloendotelial (SRE). Esse resultado foi observado por

outros pesquisadores'® *7» 6% 77 8.9

ao avaliarem a fungio do SRE nesse periodo de tempo. A
interpretagdo dos resultados deve levar em conta que na avaliagdo do indice de fagocitose,
como descreveu ROHRIG®, os resultados sdo opostos, pois quantificam o que foi captado
pelos macrofagos. A observagdo de um tnico tempo demonstra o comportamento da atividade
das células do SRE restrita a0 momento escolhido € ndo possibilita avaliagdo dindmica na -
remogio de bactérias da corrente sangiiinea® . As células de Kupffer, que na obstrugio biliar

SS, 87, 89

encontram-se com hiperplasia e hipertrofia , ao perderem sua capacidade de reter as

bactérias, permitem que ocorra aumento na concentragio pulmonar'® " 6 ¥. % g
comportamento apds 30 minutos da inje¢do do indculo de Escherichia coli mostrou diferencga

significativa nas concentragdes médias de UFC/g de figado entre os dois grupos. Esse
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comportamento expressa retardo na eliminagio de bactérias do figado ictérico, o que
comprova disfungio do sistema reticuloendotelial na obstrugao biliar prolongada em ratos. A
concentra¢do média de UFC/g no pulmio diminuiu signiﬁcativamente entre 15 e 30 minutos
nos animais ictéricos e nos controles, o que demonstra eficicia na eliminagio de bactérias por
esse 6rgdo. O pulm@o elimina as bactérias por competéncia dos macrofagos®® ou pela atuagio
eficaz de leucocitos polimorfonucleares®® *, apesar de terem sido descritos resultados
contrarios realizados in vitro’.. A inversdo das concentragdes médias de UFC/g no figado e
pulmio dos ratos com obstrugdo biliar, aos 30 minutos, também foi observada por BALL e
colaboradores'®. Ao considerarmos as UFC/érgio, em todos os tempos examinados, os
animais anictéricos apresentaram um nimero total de bactérias menor em relagdo aos
ictéricos. Esse fato se relaciona com a barreira mucosa intestinal integra nos controles, a
eficacia do SRE ou ambas.

A fungdo fagocitaria pode estar afetada em uma ou mais etapas que ocorrem neste
mecanismo. A quimiotaxia parece n3o estar afetada na ictericia obstrutiva, enquanto a
capacidade de fagocitose de polimorfonucleares e macrofagos pulmonares esta diminuida®.

As alteragdes encontradas nos valores do fator de necrose tumoral e de interleucina 6'> %

>

8. 92 ¢ 6xido nitrico®, demonstram um defeito na ativagio dos

bem como superoxido
macrofagos na obstrugdo biliar, comprovando diminui¢do na atividade do SRE. A
fisiopatologia exata dos mecanismos que ocorreram para disfun¢do do SRE na obstrugio
biliar ndo pode ser esclarecida pelos resultados encontrados no presente estudo. Contudo,
entre os potenciais fatores envolvidos, incluem-se o aumento da pressio intraductal?, a

diminuigdo das opsoninas séricas', a supressdo da atividade das células de Kupffer’®™

oua
diminuig¢3o do fluxo sangiiineo hepatico’® . Outros elementos da atividade imunitaria podem
estar envolvidos na obstru¢do biliar, como a disfungio dos linfécitos T , observado
experimentalmente em coelhos'' e ratos'”’ e avaliados através do teste de estimulo
mitogénico. A eliminagdo induzida de células T por inje¢do intraperitonial de anticorpo
monoclonal em ratos provoca diminuigdo de CD'4 ¢ CD'8 e aumento da translocagdo de
bactérias®®. A disfung¢io da imunidade celular, in vivo, testada na ictericia prolongada, resulta
em aumento no tempo e diminuigio da 4rea de rejeicdo de enxerto de pele em ratos™.

O resultado, apés 90 minutos de inoculagdo de bactérias no ileo terminal, mostrou

aumento nas concentragdes médias de UFC/g nos tecidos dos ratos do grupo I mas

significante apenas em relagio ao pulmdo do grupo II. A manutengio da bacteremia associada
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4 diminui¢do da fungdio do SRE, fagocitose defeituosa e a proliferagio das bactérias na
corrente sangiiinea ou seqiestradas em outros 6rgdos, seriam os fatores responsaveis pelo
aumento das concentragdes teciduais nos periodos mais tardios™. Ao se utilizar a luz
intestinal para injetar as bactérias, que encontram ambiente favoravel a reprodugdo, essa via
também pode contribuir para a manutengio da bacteremia.

A injegdo de solugio salina isotdnica no lume do ileo terminal dos ratos do grupo III
ndo promoveu a translocagdo de bactérias cultivaveis nos meios seletivos que foram utilizados
neste estudo. As alteragdes anatOmicas e funcionais da mucosa do ileo, encontradas na
obstrugdo biliar prolongada, ndo foram suficientes para permitir que bactérias semelhantes
aquelas do inoculo-teste fossem recuperadas nos tecidos relacionados com o sistema
reticuloendotelial. Esse comportamento permite concluir que o método € discriminante e
adequado. Esse resultado, porém, ndo exclui a existéncia de translocagdo espontinea de
bactérias para os varios Orgdos, tio bem acusados na literatura®® 27 3% 82, 102, 108 Existe,
entretanto, relato que indica diminuigio da ocorréncia de translocag@o bacteriana na obstrugio

biliar prolongada quando comparados s fases mais precoces de colestase®” .
5.5 CONCENTRACAO MEDIA DE UFC/ORGAO

O aumento significativo do peso dos 6rgdos em relagdo ao peso dos ratos no grupo
II, com 21 dias de obstrugdo biliar, levou a concentragdes de UFC/6rgdo significantes no
figado e no bago como um todo, tendo como unica exce¢do o pulmio nos animais
sacrificados aos 15 minutos. O aumento significativo da concentragio média das
UFC/érgdo na ictericia reforca todos os conceitos verificados anteriormente, com
disfungdo das defesas do hospedeiro pela diminuiggo da atividade do SRE.

Outros autores também encontraram aumento significativo no peso dos érgédos dos

ratos apos 21 dias de obstrugdio biliar*” .

5.6 HEMOCULTURAS

Nio houve correlagdo entre hemoculturas positivas da veia cava inferior e a
recuperagdo das bactérias nos 6rgaos e tecidos nos grupos I e II. As culturas do sangue da

veia porta foram prejudicadas pela dificuldade técnica em coletar o sangue em 4 ocasides,
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pela presenca de aderéncias na regido, impossibilitando a exposi¢do do vaso para pun¢do

ou pela auséncia de retorno sangiiineo a aspiragio.



6 CONCLUSOES
A analise dos dados experimentais permitiu as seguintes conclusdes:

1. A inoculagio de 2 ml de suspensdo de Escherichia coli na concentragio de 10° unidades
formadoras de colénias/ml (UFC/ml), na luz do ileo terminal, promoveu translocagdo do
in6culo.

2. O pulmdo, na concentragio média de UFC/g de tecido, foi eficaz na eliminagdo de
bactérias, tanto nos ratos com obstrugdo biliar quanto nos controles, 30 minutos apds a
inoculagdo de 2 ml de suspensdo de Escherichia coli na luz do ileo terminal.

3. O figado, na concentragdo média de UFC/g de tecido, foi ineficaz na eliminagdo de
bactérias em relag¢do ao controle, 30 minutos apos a inoculagdo de 2 ml de suspensdo de
Escherichia coli na luz do ileo terminal, mostrando incapacidade funcional do sistema
reticuloendotelial.

4. O pulmio, como 6rgdo, também removeu de maneira eficaz as bactérias, 30 minutos apos
a injegdo destas no ileo terminal.

5. O figado, como 6rgdo, mostrou inefici€ncia para remover bactérias em 15 e 30 minutos
apos receber o indculo de Escherichia coli na luz do ileo terminal, mostrando

incapacidade funcional do sistema reticuloendotelial.
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ANEXOS

Tabela AO1. Peso dos animais em gramas na 1* operagio sacrificados em 15

minutos
Grupo /Rato  R1. R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
I .
I 252,12 312,23 344,00 265,67
m 289,71 320,86 276,84

Tabela A02. Peso dos animais em gramas na 1* operagdo sacrificados em 30

minutos
Grupo / Rato  R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
I
I 290,00 370,00 334,48 29342 276,50 287,91 372,06 254,78
I 342 00 224,00 370,67 331,58

Tabela A03. Peso dos animais em gramas na 1? operagio sacrificados em 90

minutos
Grupo/Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
I
1| 224,00 298,00 330,05 323,83 325,24 229,75 326,22 328,95
I 330,00 291,00 352,00 218,00

Tabela A04. Peso dos animais em gramas na 2* operagdo sacrificados em 15

minutos
Grupo /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
I 305,87 213,10 339,74 331,90
Il 261,98 315,39 350,75 208,00
11 290,55 311,10 280,47

Tabela A0S5. Peso dos animais em gramas na 2° operagéo sacrificados em 30

minutos
Grupo / Rato  R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
I 202,42 213,10 313,12 330,90 280,00
I 315,20 285,92 317,34 391,03 236,72 288,26 386,50 267,84

I 346,00 224,25 374,54 325,84
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Tabela A06. Peso dos animais em gramas na 2° operagao sacrificados em 90

minutos
Grupo / Rato  R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 "R8
I 315,84 312,67 249,02 308,06 281,00
I 227,00 319,75 364,44 32526 340,86 227,56 340,25 34241
I 331,00 29930 254,12 218,99

Tabela A07. Peso do linfonodo mesentérico em gramas nos ratos sacrificados em

15 minutos
Grupo / Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
I 0,28 0,27 054 0,31
I 0,13 0,21 0,18 0,22
11} 0,13 0,16 0,25

Tabela A08. Peso do linfonodo mesentérico em gramas nos ratos sacrificados em

30 minutos
Grupo / Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
I 028 040 030 038 0,25
II 0,21 0,21 0,12 0,17 006 0,19 030 0,08
i1 061 029 015 0,21

Tabela A09. Peso do linfonodo mesentérico em gramas nos ratos sacrificados em

90 minutos
Grupo/Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
I 0,31 0,30 0,22 0,29 0,30
I 0,21 0,15 029 0,19 0,17 0,19 032 0,12
I 0,70 0,59 050 044

Tabela A10. Peso do rim esquerdo em gramas nos ratos sacrificados em 15

minutos
Grupo/Rato R1 R2 R3 R4 R5 ' Ré6 R7 R8
I 1,34 0,80 1,03 - 1,30
I 1,12 1,20 1,36 1,34

I 1,17 0,97 1,08




Tabela A11. Peso do rim esquerdo em gramas nos ratos sacrificados em 30

minutos
Grupo / Rato  R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
I 0,80 0,77 1,32 1,24 1,10
I 1,22 1,01 1,30 1,23 1,11 1,17 1,43 1,08
111 1,17 1,03 1,39 1,20

Tabela A12. Peso do rim esquerdo em gramas nos ratos sacrificados em 90

minutos
Grupo /Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
I 1,10 1,16 0,88 1,15 0,87
I 1,17 1,04 075 0,45 1,33 0,95 1,15 1,38
III 1,22 1,33 1,33 1,32

Tabela A13. Peso do bago em gramas nos ratos sacrificados em 15 minutos

Grupo/Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
I 045 051 054 0,75

i 08 1,29 195 0,71

I 124 1,10 147

Tabela A14. Peso do bago em gramas nos ratos sacrificados em 30 minutos

Grupo /Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
I 028 038 123 0,69 0,58

o 131 1,07 125 143 201 142 066 106
I 0,70 094 129 1,09

Tabela A15. Peso do bago em | gramas nos ratos sacrificados em 90 minutos

Grupo /Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
I 0,50 030 056 032 0,58

i 18 1,94 131 098 178 08 122 096
TII 165 177 1,82 138

Tabela A16. Peso do fragmento de bago em gramas nos ratos sacrificados em 15

minutos 4
Grupo/Rato R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
I 0,17 0,20 0,22 0,27
o 0,42 0,29 0,26 0,39

it 022 026 0,33
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Tabela A17. Peso do fragmento de bago em gramas nos ratos sacrificados em 30

minutos
Grupo/Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
I 0,12 0,14 0,35 0,28 0,25
11 0,17 0,15 0,25 0,26 033 036 026 040
I 0,20 0,09 039 0,22

Tabela A18. Peso do fragmento de bago em gramas nos ratos sacrificados em 90

minutos
Grupo /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
I 022 0,16 017 0,15 0,12
A 024 046 037 024 044 030 043 044
i 029 043 041 0,47

Tabela A19. Peso do ﬁ&ado em gramas nos ratos sacrificados em 15 minutos

Grupo /Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
I 11,31 939 11,91 13,00

I 17,71 21,53 25,01 11,64

11 16,94 1822 19,69

Tabela A20. Peso do ﬁgado em gramas 1nos ratos sacrificados em 30 minutos

Grupo /Rato  RI R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
I 6,55 7,05 1393 1335 11,19

i 2340 2455 2449 2378 1920 21,01 13,62 21,40
I 18,10 14,79 2562 1634

Tabela A21. Peso do ﬁﬁixdo em gramas nos ratos sacrificados em 90 minutos

Grupo /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
I 11,64 11,29 11,65 11,11 12,78

II 22,00 20,38 24,86 20,88 24,08 18,55 20,18 2345
1 19,62 22,00 24,60 1340

Tabela A22. Peso do fragmento de figado em gramas nos ratos sacrificados em 15

minutos
Grupo/Rato R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
I 0,51 0,62 0,64 0,39
I 0,31 0,26 0,43 0,47

m 031 022 046




Tabela A23. Peso do fragmento de figado em gramas nos ratos sacrificados em 30

minutos _
Grupo /Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
I 048 0,74 040 0,41 0,57 '
11 0,15 0,15 027 026 0,19 041 041 0,87
m 0,80 0,09 0,57 054

Tabela A24. Peso do fragmento de figado em gramas nos ratos sacrificados em 90

minutos
Grupo/Rato R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
I 0,52 033 0,73 0,41 0739
II 020 064 042 028 041 0,56 0,60 1,27
J11| 0,41 0,51 042 051

Tabela A25. Peso do pulmio direito em gramas nos ratos sacrificados em 15

minutos
Grupo/Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
I 0,86 0,80 1,36 1,11
I 0,81 1,06 1,11 0,88
il 1,49 1,16 1,03

Tabela A26. Peso do pulmio direito em gramas nos ratos sacrificados em 30

minutos
Grupo /Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
I 0,70 1,06 0,97 1,08 0,86
I 1,17 1,29 1,06 1,23 1,69 1,18 1,39 1,31
m 1,40 091 0,80 1,02

Tabela A27. Peso do pulméo direito em gramas nos ratos sacrificados em 90

minutos
Grupo /Rato R1 R2 . R3 R4 . RS R6 R7 R8
1 0,93 0,81 0,74 0,80 0,83
1I 205 1,70 073 130 233 1,12 126 1,26

oI 099 091 0.8 0,86

51



Tabela A28. Peso do fragmento de pulméo direito em gramas nos ratos
sacrificados em 15 minutos

52

Grupo / Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
I 0,32 0,34 0,34 0,45
11 0,19 0,18 0,22 0,40
I 0,28 022 0,22
Tabela A29. Peso do fragmento de pulmédo direito em gramas nos ratos
sacrificados em 30 minutos
- Grupo/Rato R1 R2 R3 R4 RS R6 = R7 R8
I 0,29 0,15 0,34 0,31 0,18
I 0,20 0,19 0,27 0,22 0,39 0,45 0,56 0,31
i 023 004 022 0,19
Tabela A30. Peso do fragmento de pulmé@o direito em gramas nos ratos
sacrificados em 90 minutos :
Grupo / Rato R1 R2 R3 R4 RS R6 - R7 R8
I 0,35 0,11 0,15 0,21 0,34
It 0,40 042 034 0,28 0,42 0,47 0,42 0,25
11} 0,41 0,50 0,30 0,30
Tabela A31. Numero (Percentual) de translocacdo para os érgdos no Grupo I
(')rgio / Tempo de Sacrificio 15 minutos 30 minutos 90 minutos
Linfonodo mesentérico 4/4 (100 %) 4/5 (80 %) 4/5 (80 %)
Figado 3/4 (75%) 0/5 (0%) 3/5 (60 %)
Bago 3/4 (75%) 2/5(40%) 3/5 (60 %)
Pulmio 3/4 (75%) 0/5 (0%) 2/5 (40 %)

Tabela A32. Numero (Percentual) de translocagdo para os 6rgaos no Grupo II

(')rgio / Tempo de Sacrificio 15 minutos 30 minutos 90 minutos

Linfonodo mesentérico 4 /4 (100 %) 7/8 (87,5%) 8/8 (100 %)
Figado 4/4 (100 %) 6/8 (75%) 7/8 (87,5 %)
Bago 3/4 (75%) 3/8 (37,5%) 4/8 (50%)
Pulmio 4/4(100%)  0/8 (0 %) 2/8 (25%)

Tabela A33. Niimero (Percentual) de translocagdo para os égios no Grupo Il

(')rgﬁo / Tempo de Sacrificio 15 minutos 30 minutos 90 minutos
Linfonodo mesentérico 0/3 (0%) 0/4 (0%) 0/4 (0%)
Figado 0/3 (0%) 0/4 (0%) 0/4 (0%)
Bago 0/3 (0%) 0/4 (0%) 0/4 (0%)
Pulmio 0/3 (0%) 0/4 (0%) 0/4 (0%)




Tabela A34. Numero de UFC / placa do figado no Grupo I com sacrificio em 15

minutos
Dilui¢io /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
13 33 24 02 02 09 03 00 00
10! 27 15 00 00 02 00 00 00
1072 02 01 00 00 00 00 00 00
10° 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A35. Numero de UFC / placa do figado no Grupo I com sacrificio em 30

minutos
Dilui¢do /Rato R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B
1:3 00 00 00 00 00 00 00 00 00 OO
107 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
103 00 00 00 00 00 00 00 OO0 00 00

Tabela A36. Numero de UFC / placa do figado no Grupo I com sacrificio em 90

minutos
Diluigio /Rato RI R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
1:3 i i 08 07 00 00 12 12 00 00
10! i i 06 01 00 00 05 06 00 00
102 98 03 00 00 00 00 00 00 00 00
10° 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A37. Numero de UFC / placa do figado no Grupo II com sacrificio em 15

minutos
Dilui¢io / Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
, A/B AB AB AB AB AB AB AB
1:3 02 01 i 90 04 02 i i
101! 00 00 i i 01 01 i i
10 00 00 i i 00 00 12 10

103 00 00 00 00 00 00 00 00
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Tabela A38. Numero de UFC / placa do figado no Grupo II com sacrificio em 30

minutos
Diluicdo /Rato R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B
1:3 08 05 00 00 16 19 14 14 09 08 14 14 36 08 00 00
107! 00 00 00 00 93 14 00 00 05 04 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 01 00 00 OO0 00 OO 00 00 00 00 00 00
103 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 OO OO0 00 00

Tabela A39. Numero de UFC / placa do figado no Grupo II com sacrificio em 90

minutos _
Diluicdo /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
1:3 00 01 05 04 30 21 02 00 1 1 OO0 OO0 01 00 07 OS5
10! 00 00 OO0 00 07 06 00 00 i 1 00 00 OO0 00 02 00
10 00 00 00 00 00 00 00 00 12 09 00 00 00 00 00 00
103 00 00 00 00 00 00 0O 00 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A40. Numero de UFC / placa do figado no Grupo III com sacrificio em 15

minutos :
Diluigio /Rato R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
1:3 00 00 00 00 00 00 '
10 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 00 00
107 00 00 00 00 00 00

Tabela A41. Numero de UFC / placa do figado no Grupo III com sacrificio em 30

minutos
Diluigdo /Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
AB AB AB AB AB AB AB AB
1:3 00 00 00 00 00 00 00 00
107 00 00 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 00 00 00 00

107 00 00 00 00 00 00 00 00
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Tabela A42. Numero de UFC / placa do figado no Grupo III com sacrificio em 90

minutos ,
Dilui¢io /Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7° RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
1:3 00 00 00 00 00 00 00 00
10° 00 00 00 00 00 00 00 00
107 00 00 00 00 00 00 00 00
10° 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A43. Numero de UFC / placa do bago no Grupo I com sacrificio em 15

minutos
Dilui¢io /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB. AB AB
1:3 37 45 47 19 29 39 00 00
10! 16 23 16 13 01 05 00 00
102 00 00 00 00 00 01 00 00
103 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A44. Namero de UFC / placa do bago no Grupo I com sacrificio em 30

minutos
Dilui¢do /Rato RI R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
13 00 00 00 00 i i 00 00 O1 00
10 00 00 00 00 93 91 00 00 00 00
102 00 00 00 00 10 06 00 00 00 00
107 00 00 00 00 01 00 00 00 00 00

Tabela A45. Numero de UFC / placa do bago no Grupo I com sacrificio em 90

minutos :
Dilui¢cdio /Rato R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
133 I i 11 12 00 00 07 05 00 00
101 I i 05 08 00 00 00 00 00 00
107 05 08 00 00 00 00 00 00 00 00

10° 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
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Tabela A46. Numero de UFC / placa do bago no Grupo II com sacrificio em 15

minutos
Diluicio / Rato R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
1:3 05 03 46 38 00 00 38 32
10 04 00 i 08 00 00 20 12
107 00 00 01 00 00 00 01 00
103 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A47. Numero de UFC / placa do bago no Grupo II com sacrificio em 30

minutos
Diluigio /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B
1:3 10 10 00 00 56 56 00 00. 05 02 00 00 00 00 00 00
10 01 02 00 00 55 55 00 00 02 02 00 00 00 00 00 00
10 00 00 00 00 01 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
107 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 OO0 00 00 00 00

Tabela A48. Numero de UFC / placa do bago no Grupo II com sacrificio em 90

minutos
Diluicdo /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B
1:3 01 02 00 00 i 1 14 14 16 12 00 00 00 00 00 00
10! 00 00 00 00 14 09 02 01 09 06 00 00 00 00 00 00
102 00-00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 Q0
103 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A49. Numero de UFC / placa do bago no Grupo III com sacrificio em 15

minutos
Dilui¢do / Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
1:3 - 00 00 00 00 00 00
1071 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 00 00

103 00 00 00 00 00 00
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Tabela A50. Numero de UFC / placa do bago no Grupo III com sacrificio em 30

minutos
Dilui¢io /Rato R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B A/B AB A/B A/B A/B A/B A/B
1:3 00 00 00 00 00 00 00 00
107! 00 00 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 00 00 00 00
103 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A51. Numero de UFC / placa do bago no Grupo III com sacrificio em 90

minutos .
Diluigdo / Rato  R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
1:3 00 00 00 00 00 00 00 00
10 00 00 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 00 00 00 00
103 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A52. Numero de UFC / placa do linfonodo mesentérico no Grupo I com
sacrificio em 15 minutos

Dilui¢gdo /R ato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 R8 -

A/B AB AB AB AB AB AB AB
1:3 i i i i 32 44 10 10
10! 38 22 19 16 02 07 00 00
10?2 01 00 00 00 00 00 00 00

102 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A53. Namero de UFC / placa do linfonodo mesentérico no Grupo I com
sacrificio em 30 minutos

Dilui¢io / Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
A/B AB AB AB AB AB AB A/B

13 13 12 08 06 14 08 57 54 00 00

107 09 1 01 00 11 08 15 12 00 00

102 00 00 00 00 01 00 00 00 00 00

103 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00




Tabela A54. Numero de UFC / placa do linfonodo mesentérico no Grupo I com
sacrificio em 90 minutos

Diluicdo / Rato Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
A/B AB AB AB AB AB AB AB

1:3 i i 66 43 00 00 95 90 66 63

107 i i 19 15 00 00 16 14 12 04

102 26 00 01 00 00 00 01 00 00 00

10° 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A55. Nimero de UFC / placa do linfonodo mesentérico no Grupo I com
sacrificio em 15 minutos

Diluigio /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
A/B ABB AB AB AB AB AB AB

1:3 01 00 i i 06 05 i i
10" 01 00 i i 03 02 i i
107 00 00 i i 00 00 i i
10 00 00 i 06 00 00 08 06

Tabela A56. Numero de UFC / placa do linfonodo mesentérico no Grupo II com
sacrificio em 30 minutos

Diluigdo /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 R8

AB AB AB AB AB AB AB AB

1:3 : i 1 01 00 03 02 i i 01 00 02 01 170 105 00 00
10" 09 08 00 00 03 O1 140 140 00 00 00 00 103 78 00 00
10° 03 00 00 00 00 00 O1 00 00 00 00 00 05 00 00 00
107 00 00 00 00 00 00O 00 00 00 00 00 00 00 OO0 00 00

Tabela A57. Namero de UFC / placa do linfonodo mesentérico no Grupo II com

sacrificio em 90 minutos

Diluigdo /Rato Rl R2 R3
A/B A/B A/B

R4 RS R6 . R7

R8

AB AB AB AB AB

1:3 30 28 03 03 01 00 01 01 03 02 02 O1 75 i i 1
10" 04 04 00 00 00 00 00 00 02 00 00 00 33 1 1 1
10 00 00 00 00 00 00 00 00 00 OO0 OO0 00 00 02 i Ol

102 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
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Tabela A58. Numero de UFC / placa do linfonodo mesentérico no Grupo III com
sacrificio em 15 minutos

Diluicdo /Rato R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB

1:3 00 00 00 00 00 00

10" 00 00 00 00 00 00

102 00 00 00 00 00 00

107 00 00 00 00 00 00

Tabela A59. Numero de UFC / placa do linfonodo mesentérico no Grupo III com
sacrificio em 30 minutos

Diluigdo /Rato  R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8
A/B AB AB AB AB AB AB A/B

1:3 00 00 00 00 00 00 00 00

10" 00 00 00 00 00 00 00 00

10? 00 00 00 00 00 00 00 00

107 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A60. Numero de UFC / placa do linfonodo mesentérico no Grupo III com
sacrificio em 90 minutos

Diluigio /Rato  R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB

1:3 00 00 00 00 00 00 00 00

10’ 00 00 00 00 00 00 00 00

10? 00 00 00 00 00 00 00 00

103 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A61. Numero de UFC / placa do pulmao no Grupo I com sacrificio em 15

minutos
Diluigdo /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
AB AB AB AB AB AB AB AB
13 03 03 00 00 09 14 03 02
10 02 02 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 00 00 00 00

103 00 00 00 00 00 00 00 00
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Tabela A62. Namero de UFC / placa do pulmao no Grupo I com sacrificio em 30

minutos
Dilui¢do /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 R8
A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B
1:3 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
10 00 60 00 00 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 00 00 00 00 OO0 00
107 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A63. Numero de UFC / placa do pulméo no Grupo I com sacrificio em 90

minutos
Dilui¢do /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB A/B
1:3 02 i 00 00 00 00 04 04 00 00
10! 01 00 00 00 00 00 01 00 00 00
10 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0O
10’ 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A64. Numero de UFC / placa do pulmio no Grupo II com sacrificio em 15

minutos
Diluiciio /Rato Rl " R2 R3 R4 R5 R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
1:3 115 101 07 02 09 08 09 07
101! I 18 04 01 05 02 04 04
10 00 00 00 00 00 00 00 00
103 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A65. Numero de UFC / placa do pulm@o no Grupo II com sacrificio em 30

minutos
Dilui¢do /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B
1:3 00 00 00 00 00 00 00 OO 00 00 00 00 00 00 00 00
101! 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 OO0 00 00 0O 00
10 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00

102 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00




Tabela A66. Ntumero de UFC / placa do pulmdo no Grupo II com sacrificio em 90

minutos
Dilui¢do /Rato Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B A/B
1:3 01 00 00 00 00 00 O1 O1 00 00 00 OO0 00 OO0 00 OO
107! 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
10° 00 00 00 00 00 00 0O 00 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A67. Numero de UFC / placa do pulm3o no Grupo IIT com sacrificio em 15

minutos
Diluiciio /Rato R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B AlB AB AB AB AB AB AB
1:3 00 00 00 00 00 00
107! 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 00 00
103 00 00 00 00 00 00

Tabela A68. Numero de UFC / placa do pulm&o no Grupo III com sacrificio em 30

minutos .
Diluigio / Rato Rl R2 R3 R4 - RS R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
1:3 00 00 00 00 00 00 00 00
10! 00 00 00 00 00 00 00 00
102 00 00 00 00 00 00 00 00
103 00 00 00 00 00 00 00 00

Tabela A69. Numero de UFC / placa do pulmao no Grupo Il com sacrificio em 90

minutos
Diluigdo /Rato  R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
A/B AB AB AB AB AB AB AB
13 00 00 00 00 00 00 00 00
10 00 060 00 00 00 00 00 00
1072 00 00 00 00 00 00 00 00

103 00 00 00 00 00 00 00 00
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Tabela A70. Agar Mac Conkey, meio de cultura seletivo para bacilos Gram-

negativos facultativos

Composicio tipica _g/litro
Peptona de gelatina 17,0
Peptona de carne 1,5
Peptona de caseina 1,5
Cloreto de so6dio 5,0
Lactose 10,0
Mistura de sais biliares 1,5
Vermelho neutro 0,03
Cristal violeta 0,001
Agar 13,5
pH final 7,1£0,2a25°C
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