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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da obstrucao biliar extra-
hepatica sobre a ocorréncia de translocacao bacteriana, endotoxemia e Fator de
Necrose Tumoral o em ratos. Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar, machos,
divididos em seis grupos, com 10 ratos cada, a saber: grupo Controle, grupo
Simulacao, grupo 1D, grupo 2D, grupo 7D e grupo 14D. Os ratos do grupo Controle
foram submetidos diretamente ao sacrificio, com coleta de sangue e drgaos, sem
nenhum procedimento cirlirgico prévio. Os ratos do grupo Simulagdo foram
submetidos a laparotomia com manipulacao e simulacao de ligadura do ducto biliar
comum, 24 horas antes do sacrificio. Os ratos dos grupos 1D, 2D, 7D e 14D foram
submetidos a ligadura do ducto biliar comum, com sacrificio apds 1, 2, 7 e 14 dias
respectivamente. Durante o sacrificio, foi coletado sangue por puncdo intracardiaca,
para dosagens de bilirrubinas, endotoxinas, TNFa e para hemocultura. Em seguida,
foram coletados swab de esfregaco de retroperitonio, rins, baco, figado, pulmdes e
linfonodos mesentéricos para cultura, e fragmento de intestino delgado para
contagem de bactérias. Cinco ratos morreram durante o experimento: 1 rato do
grupo 2D, 1 rato do grupo 7D e 3 ratos do grupo Simulacdo Com relacdo as
dosagens de endotoxinas e TNFa, todos os grupos com obstrugdo biliar extra-
hepatica apresentaram niveis detectdveis., com aumento proporcional ao tempo de
obstrucdo biliar extra-hepatica. Ocorreu translocacao bacteriana em 30%. dos ratos
do grupo 1D, 66,66% dos ratos do grupo 2D, 100% dos ratos dos grupos 7 e 14D e
28,57% dos ratos do grupo Simulacdo. Em relagdgo ao numero de bactérias
translocadas, observou-se maior quantidade de bactérias nos grupos com maior
tempo de obstrucdo biliar, sendo mais evidente no grupo 14D. Concluiu-se que
obstrucdo biliar extra-hepdtica causa translocacao bacteriana, endotoxemia e
aumento dos niveis de TNFa circulantes. O aumento do tempo de obstrugao biliar,
cursa com aumento dos indices de translocacdo bacteriana, endotoxemia e TNFa
circulantes.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of obstructive jaundice over
the occurrence of bacterial translocation, endotoxemie and TNFa in @ rat model.
Sixty male Wistar rats were used, divided in 6 groups of 10 rats each, as follows:
Control group, Sham ligated group, 1D group, 2D group, 7D group and 14D group.
Rats in the Control group were sacrificed for blood and tissue sampling only. In the
Sham ligated group, a laparotomy was performed, with manipulation and sham
ligation of the common bile ducts 24 hours prior to sacrifice. In groups 1D, 2D, 7D
and 14D, common bile ducts were ligated and the animals were sacrificed in 1 day, 2
days, 7 days and 14 days, respectively. During the sacrifice, blood was collected by
intra-cardiac punch for bilirubins, endotoxins, TNFo. measuring, and culture. After
this, swabs of the retroperitoneal fluids, kidneys, spleen, liver, lungs and mesenteric
limph node complex, were collected for culture, and fragment of small bowel was
sent to bacterial count. Five rats died during the experiment. All rats with common
bile ducts ligated had detectable levels of the endotoxins and TNFo, with
proportional increase acquainted with obstruction time. Bacterial translocation
occurred in 30% of the rats in the 1D group, 66,66% of the rats in the 2D group,
100% of the rats in the 7D and 14D groups, and 28,57% of the rats in the sham
operated group. The number of translocated bacterial was higher in the groups with
higher time of the biliar obstruction. This was more evident in the 14D group. In
conclusion, the extra-hepatic biliar obstruction causes bacterial translocation,
endotoxemie and increase of seric levels of TNF. The increased time of biliar
obstruction, leads to an even higher bacterial translocation rate, endotoxemie and
seric levels of TNFa.
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A despeito de inovagbes nas técnicas operatdrias, avangos em cuidados
intensivos e anestésicos, além do desenvolvimento de novos e potentes antibidticos,
que permitiram aos cirurgides realizarem cirurgias hepatobiliares complexas e
resseccdes pancreaticas em pacientes ictéricos, infecches e endotoxemia continuam
sendo a maior causa de morbimortalidade nesses pacientes®*>*7%2, Mesmo com o
desenvolvimento de novos antibidticos, o seu potencial como agentes profilaticos tem
suas limitagGes, o que faz com que se tore necessario um maior entendimento dos

mecanismos de infecgdo em pacientes ictéricos®.

A teoria de que a passagem de bactérias e endotoxinas do trato gastro
intestinal pode iniciar ou exacerbar o estado séptico estd cada vez mais aceita®. A
passagem de bactérias entéricas e endotoxinas induz a liberacdo de citocinas pelos
macréfagos teciduais. As lesbes organicas podem ser mediadas por complemento,
ativacdo do sistema de coagqlagﬁo, assim como por produtos de macrdfagos e
neutréfilos ativados, incluindo  citocinas e proteases®™. Assim, bactérias‘ ou
endotoxinas provenientes do intestino podem causar sepse, na auséncia de

evidéncias microbioldgicas de infeccio®.

Translodagﬁo bacteriana tem por definicdo a passagem de microorganismos
vidveis, através da parede intestinal, para os ductos linfaticos abdominais e para a

circulacgo sistémica®*1823,283031,3949,51

Existem inimeros modelos experimentais que demonstram a ocorréncia de
translocacéo bacteriana em situagbes como, desnutricdo associada a queimaduras

extensas e traumas severos®****® uso de nutricio enteral’, uso de nutricdo
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12656667 jsquemia intestinal®”®, ocluso

parenteral total”’*®, choque hemorrégico
intestinal”*”’, traumas térmicos*®*, uso de corticoesterdides®, deplecio de células
T*, administracio parenteral de endotoxinas®™~°, icterica obstrutiva'®!%?°%386272

entre outros.

Em 1955, SHATTEN et al.® apresentaram o primeiro relato de translocacio
bacteriana apos varios procedimentos cirtrgicos abdominais. Na década de 50, era
popular o método de ligadura da artéria hepatica para o tratamento da hipertensao
portal. Apds esse procedimento, eram freqlientes os relatos de necrose hepatica
associada a infeccdo bacteriana. Nessa época, ainda ndo havia sido demonstrado em
seres humanos que bactérias do trato gastrointestinal poderiam passar para a
circulacao portal, mesmo na auséncia de processos infecciosos intra-abdominais. Os
resultados desse estudo levaram os autores a concluir que ocorria passagem de
bactérias da luz intestinal para 0 sangue portal, com contaminacdo secundaria do

figado.

Translocacao bacteriana apds ligadura do ducto biliar, comum em modelos
experimentais, ja foi relatada por varios autores, porém, o mecanismo pelo qual
bactérias passém da luz intestinal para os ductos linfaticos nao foi ainda claramente
definido. DEITCH et al.*®> propuseram trés fatores que promoveriam esse processo:

desequilibrio da microecologia nativa do intestino, lesdo da mucosa intestinal e

comprometimento da resposta imunoldgica.

Embora o intestino grosso seja o maior reservatorio de bactérias Gram-

negativas, sabe-se que a passagem de bactérias para ductos linfaticos abdominais e
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circulacdo sistémica ocorre com maior freqliiéncia no intestino delgado. Além disso,
os sais biliares sdo reconhecidos como inibidores do crescimento bacteriano na luz
intestinal. Portanto, a auséncia de bile no intestino € um dos provaveis fatores do

desequilibrio da microfiora nativa.

A barreira composta de muco e células epiteliais, associada a presenca da
microfliora intestinal normal, corresponde a primeira linha de defesa contra a
translocacao bacteriana. Se eventualmente essa defesa inicial ndo conseguir evitar a
passagem de bactérias através da parede intestinal, a segunda linha de defesa, dita
imunoldgica, através dos linfocitos e macrofagos, tenta prevenir a disseminacdo

sistémica dessas bactérias®.

DEITCH et al.*? investigaram a ocorréncia de translocacio bacteriana em ratos
submétidos a ligadura do ducto biliar comum, sacrificados 7 dias apds a obstrucao.
Os autores encontraram incidéncia maior de translocacao bacteriana nos ratos com
oclusao biliar ( 33% ) comparado com os grupos Controle (5% ) e Simulagao ( 7% ).
Com relacdo a populagdo bacteriana do ceco, ndo houve diferenca significativa entre

os trés grupos.

Utilizando o mesmo modelo experimental, PARKS et al.’®, observaram
translocacdo em 62,5% dos ratos com ligadura do ducto biliar comum, contra
nenhum dos grupos Controle e Simulacdao. Com relacao a microflora intestinal, houve
um alteracao qualitativa, com presenca de um amplo espectro de bactérias Gram-

negativas no ceco dos ratos com ligadura do ducto biliar.
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SLOCUM et al.”” avaliaram se, em auséndia de bile no intestino, ocorreria
translocacao bacteriana. Para isso, submeteram ratos a ligadura do ducto biliar
comum ou a uma fistula colédoco-vesical. Os autores encontraram maior incidéncia
de translocagao bacteriana nos dois grupos, em comparacao com os grupos Controle
e Simulacdo, mostrando que a translocacdo bacteriana n3o estava associada a

obstrucdo biliar ou a ictericia, mas sim, a auséncia de bile na luz intestinal.

Com a crescente evidéncia de que o Lipopolissacarideo (LPS) de bactérias
Gram-negativas ativam os macrofagos CD14 para a liberacao de citocinas pro-
inflamatorias, entre estas, o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa), postulou-se que
o aumento da populacdo bacteriana Gram-negativa traria como conseqiiéncia o
aumento de TNFa na comrente dirculatoria. Os efeitos bioldgicos dessas citocinas
estdo associados aos sintomas do choque séptico, e, recentemente, esses efeitos
foram imputados a0 TNFa. Essa evidéncia emergiu em nosso meio pelos estudos
envolvendo drogas inibidoras da liberacdo de TNFax em modelos experimentais que

evocassem a exacerbacio da microfiora Gram-negativa intestinal®®*,

Este estudo associa, de forma cinética, os efeitos da oclusdo biliar extra-
hepdtica a translocacdo bacteriana, endotoxemia e liberacdo de TNFa em ratos

Wistar.
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1.1 OBIJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:
1- Verificar se obstrucdo biliar extra-hepatica causaria translocacdo
bacteriana.
2 - Verificar se obstrugdo biliar extra-hepatica causaria endotoxemia.
3 - Verificar se obstrucdo biliar extra-hepatica elevaria os niveis de TNFa
circulante.
4 - Verificar se o tempo de obstrucdo biliar extra-hepatica influenciaria os

indices de translocacdo bacteriana, endotoxemia e TNFa circulante.
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Na revisao da literatura a seguir, serao apresentados alguns estudos que
analisaram a presenca de translocacdo bacteriana na vigéncia de ictericia obstrutiva,
bem como translocacdo bacteriana associada a endotoxemia e a liberacao da citocina

pré-inflamatoria, o TNF, por serem estudos atinentes a analise deste trabalho.

Para analisar se ictericia obstrutiva causava translocacdo bacteriana, DEITCH
et al.? estudaram 81 ratos divididos em 3 grupos. Os animais foram sacrificados 7
dias apés a realizacdo do 1° procedimento. Foram coletados linfonodos
mesentéricos, bago, figado e ceco para cultura, além de fragmento do ileo terminal e
do figado para estudo histoldgico. Os autores observaram que o grupo onde o ducto
biliar comum foi ligado teve incidéncia maior de translocacao bacteriana (33%) do
que os grupos Controle (5%) e Simulacdo (7%). Nos trés grupos, as bactérias foram
encontradas apenas no linfonodos mesentéricos, e as espécies mais comuns foram
Escherichia colj, Proteus e Staphylococcus sp. A populacao bacteriana do ceco foi
quantificada, e observou-se que o seu nivel nos 3 grupos nao apresentou diferenca
significativa, embora os ratos do grupo 3 tivessem os maiores niveis de bacilos
Gram-negativos. Porém, quando os autores dividiram os ratos do grupo 3 em ratos
com translocacao bacteriana e ratos sem translocacao bacteriana, observaram que o
aumento da populacdo bacteriana do ceco foi 100 vezes maior naqueles com
translocacao bacteriana. Com relacdo aos estudos histologicos do ileo terminal, nos
ratos com ligadura do ducto biliar comum, ndo foram observadas ulceracbes na
mucosa, mas a presenca de edema subepitelial, enquanto que nos ratos dos grupos
Controle e Simulacdo os estudos histoldgicos foram todos normais. Portanto, esse

estudo indicou que colestase extra-hepatica induzida experimentalmente esta
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associada a translocacdo bacteriana para linfonodos mesentéricos. Dois fatores que
parecem promover translocacdo bacteriana apds a ligadura do ducto biliar comum
s30 as alteragOes histolégicas da mucosa de ileo e o desequilibrio da microflora

intestinal, resultando em crescimento de bacilos entéricos Gram-negativos.

Com o objetivo de analisar a relacdo da microfiora intestinal e translocacao
bacteriana na vigénda de ictericia obstrutiva, PARKS et al.®® estudaram 25 ratos
Wistar adultos, divididos em trés grupos. Os ratos foram sacrificados 7 dias apds a
primeira cirurgia. Foi coletado sangue para hemocultura. Também foram coletados
linfonodos mesentéricos, baco e lobo direito do figado, para cultura. Além disso,
foram coletadas amostras de 3 locais diferentes do intestino: jejuno, ileo e ceco. Os
autores observaram que ndao houve translocacao bacteriana em nenhum rato dos
grupos Controle e Simulacdo. No grupo com ligadura do ducto biliar comum,
translocacdo bacteriana foi demonstrada em 5 dos 8 ratos (62,5%). Esses ratos
apresentavam bactérias em linfonodos mesentéricos, e 1 rato apresentou
hemocultura positiva. Em todos os casos, a bactéria isolada foi Escherichia cofi. Com
relacdo a microflora intestinal, encontrou-se um largo espectro de organismos Gram-
negativos no cecb de ratos submetidos a ligadura do ducto biliar comum, refletindo
um disturbio qualitativo na microfiora cecal. O espectro dos organismos que
cresceram no intestino delgado foram similares nos 3 grupos estudados. Os autores
concluiram que a ligadura do ducto biliar comum causaria translocagao bacteriana
‘em modelo experimental. Disttrbio da microfiora intestinal poderia ser parcialmente

responsavel por esse fendOmeno, mas outros fatores, como injuria fisica da mucosa
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intestinal, associada a queda da imunidade local ou sistémica e endotoxemia

sistémica, poderiam também estar associados.

CLEMENTS et al.?® avaliaram o papel do intestino na fisiopatologia da
obstrucdo biliar extra-hepatica. Para isso, dividiram 71 ratos Wistar adultos em 6
grupos. No grupo 1, o grupo Controle, foi realizada coleta de material apds
anestesia. No grupo 2, foi realizada ligadura do ducto biliar comum e sacrificio 1
semana depois. No grupo 3, estavam os ratos submetidos a ligadura do ducto biliar
comum, com sacrificio apos 3 semanas. Os grupos 4 e 5 tiveram apenas simulacdo
da ligadura do ducto biliar e sacrificio apds 1 e 3 semanas, respectivamente. No
grupo 6, foi realizada uma derivacao do ducto biliar comum para bexiga, através de
um cateter de Silastic. Nesse grupo, o sacrificio ocorreu 1 semana apds o primeiro
procedimento. Durante o sacrificio, foi coletado sangue para dosagem de endotoxina
pelo método do Limulus, realizada laparotomia com coleta de esfregaco de
retroperitonio com swab estéril, sangue portal para cultura, lobo hepatico direito,
pulmdes direito, bago, linfonodos mesentéricos e ceco para cultura. Foi também
coletado fragmentos do cdlon ascendente e do ileo term»inal, para estudo histoldgico.
Nos ratos submetidos a ligadura do ducto biliar comum, houve significante
translocagdo bacteriana, quando comparados com 0s grupos de simulacdo e
drenagem biliar. Sessenta e oito por cento dos ratos com ligadura do ducto biliar
comum, sacrificados 1 semana, depois apresentaram translocacdo bacteriana, com
comprometimento dos linfonodos mesentéricos em 64%, figado e sangue portal em
18%. O organismo mais frequente foi £scherichia coli. Os ratos do grupo 3 tiveram

uma incidéncia similar de 60% de transiocacdo bacteriana, porém com
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comprometimento mais difuso: linfonodos mesentéricos, figado e sangue portal em
14%, baco em 22% e pulmbes em 36% dos casos. Apenas 1 rato com drenagem
biliar apresentou translocacao bacteriana. Ambos o0s grupos de ligadura do ducto
biliar comum mostraram alteracGes qualitativas na flora cecal, com maior diversidade
de bactérias isoladas, quando comparadas com o grupo Controle. Os ratos
submetidos a ligadura do ducto biliar, sacrificados 3 semanas apos, tiveram niveis
significativamente superiores de endotoxinas, quando comparados com os ratos do
grupo 5. A andlise histologica do ileo terminal no grupo de ligadura do ducto biliar
com sacrificio 3 semanas depois mostrou alteracoes inespecificas com achatamento
das vilosidades, alargamento das placas de Peyer e aumento do nimero de figuras
de mitose. Entretanto, essas alteracGes foram puramente descritivas. Nao houve
alteracoes histologicas em outros grupos. Os autores concluiram que obstrucgo biliar
por 1 ou 3 semanas causaria transiocacao bacteriana, embora os mecanismos
pudessem ser diferentes. Auséncia de bile intraluminal resultaria em aumento
significante, mas autolimitado na populacago Gram negativa, o que poderia justificar
translocagao em estagios iniciais da obstrugdo biliar. A duracdo da obstrucdo biliar
aumentaria a endotoxemia sistémica e seria um fator consistente, que, combinado
com fatores cbm depressao imunoldgica e a quebra da fisica da barreira mucosa

intestinal, poderia promover translocacao bacteriana, perpetuando sepse sistémica.

PARKS et al.>® estudaram a perda da funcdo da barreira intestinal em ictericia
obstrutiva experimental em ratos, e clinica em 33 pacientes. O estudo experimental
foi realizado com ratos Wistar adultos, que foram submetidos a ligadura do ducto

biliar comum, ou a simulacdo da ligadura do ducto. A incidéncia de translocacgo
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bacteriana e mudangas na permeabilidade intestinal foram avaliadas 1 semana
depois. Para avaliacdo de translocacao bacteriana, foram realizadas hemocultura de
sangue portal e cultura de linfonodos mesentéricos, baco e lobo hepatico direito.
Com relacdo a avaliacao da permeabilidade intestinal, esta foi realizada calculando-se
a porcentagem de eliminacdo urindaria em 24 h de Polietilenoglicol 4000 radioativo
(PEG 4000 rad), administrado por via oral. Cada animal era seu proprio controle, e
determinou-se a mudanca de porcentagem na permeabilidade intestinal pré-
operatdria em relacdo ao valor encontrado apos uma semana. Quanto ao estudo
dinico, um estudo prospectivo foi realizado em 33 pacientes consecutivos com
ictericia obstrutiva, submetidos a drenagem biliar intema como procedimento
terapéutico definitivo, que poderia ser cirrgica, endoscopica ou percutanea. Seis
pacientes nado ictéricos submetidos a laparotomia ou colangiopancreatografia
endoscopica retrograda diagnostica formaram o grupo Controle. Além deles, 11
voluntdrios sadios foram avaliados. Cada paciente foi avaliado antes do procedimento
e também 1, 7 e 28 dias apods. A permeabilidade intestinal foi avaliada através da
excrecdo urinaria de manitol e lactulose, administrados por via oral. A quantidade de
lactulose e manitol excretados foi calculada como porcentagem da dose
administrada. Quanto ao estudo experimental, os autores observaram a presenca de
translocacdo bacteriana em 7 de 12 ratos com ligadura do ducto biliar, contra
nenhum do grupo de simulacdo. Em todos os casos, cresceu Escherichia coli nos
linfonodos mesentéricos. Os ratos com ligadura do ducto biliar comum apresentaram
um aumento significativo da permeabilidade intestinal, comparados com os do grupo

de simulagao (66,2% x 11,6%). Na@o houve diferenca significativa entre os ratos que
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apresentaram translocacao bacteriana e aqueles ictéricos que n3o apresentaram. A
média do indice de permeabilidade intestinal lactulose:manitol nos 11 voluntarios
sadios nao foi significativamente diferente dos pacientes do grupo Controle. No
entanto, a média do indice lactulose:manitol nos pacientes ictéricos foi
significativamente superior a do grupo Controle. A razdo lactulose:manitol em
pacientes ictéricos retornou ao normal 28 dias apds a intervencdo, e foi
significativamente menor que no dia anterior ao procedimento. Esse estudo
demonstrou evidéncias de disfuncdo da barreira intestinal apds ictericia obstrutiva
experimental, com translocagao bacteriana significante e aumento da permeabilidade
intestinal. Houve também aumento significativo da permeabilidade intestinal em
pacientes ictéricos, que retornou ao normal 28 dias apds a drenagem biliar interma.
Isso sugere que retorno precoce de bile ao trato gastrointestinal pode melhorar a
funcdo da barreira intestinal e reduzir a incidéncia de sepse de origem intestinal ou

outras complicacdes associadas a endotoxemia em ictericia obstrutiva.

Com o objetivo de avaliar os efeitos de ictericia obstrutiva e da drenagem
biliar extema na translocacio, CAKMAKCI et al.”® desenvolveram um estudo
submetendo ratos a ligadura do ducto biliar comum, ou a derivacao do ducto biliar
comum para a pele. Quarenta ratos albinos foram divididos em 3 grupos: grupo 1
era o grupo Controle; no grupo 2, os ratos eram submetidos a ligadura do ducto
biliar comum, e no grupo 3 os ratos eram submetidos a derivacdo do ducto biliar
comum para pele. Os ratos foram sacrificados 10 dias apds, quando foi coletado
sangue para dosagem de bilirrubinas e hemocultura, além de swab de esfregaco de

retroperitonio e fragmentos de figado, baco, linfonodos mesentéricos, pulmoes e



2 Revisdo da Literatura 14

ceco. Como resultado, observou-se que houve maior incidéncia de translocacdo
bacteriana para linfonodos, bago e figado nos ratos do grupo 2, comparados com 0s
ratos controle, porém sem significancia estatistica. No grupo 3 também houve
aumento no indice de translocacdo bacteriana para linfonodos, baco e figado,
comparado com o grupo Controle, porém, com significancia estatistica. Ndo houve
diferenca estatistica quando se comparou o grupo 2 com o 3. As culturas dos swabs
de esfregaco de retroperitonio, feitas durante a segunda laparotomia, nao
evidenciaram colonizacdo bacteriana. As principais bactérias translocadas foram
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes e Staphylococcus aureus. A populacao
bacteriana do ceco foi quantificada e nao houve diferenca significativa entre os 3
grupos. Os autores sugeriram que a auséncia de bile no intestino poderia promover

translocacdo bacteriana para orgdos viscerais.

OZASLAN et al.*’, em recente estudo, analisaram os efeitos da lactulose na
translocacdo bacteriana em ratos com obstrucado biliar extra-hepatica. Para isso, os
autores utilizaram 70 ratos Wistar albinos, divididos em 4 grupos. Os animais foram
sacrificados 14 dias apds o primeiro procedimento. Colheram-se swabs de esfregaco
de retroperitonio, linfonodos mesentéricos, figado e ceco, que foram enviados para
cultura. Quando ocorreu translocagao bacteriana, foi apenas para linfonodos
mesentéricos. Escherichia coli foi a Unica espécie bacteriana que translocou. Houve
um aumento significante na incidéncia de translocacdo bacteriana para linfonodos
mesentéricos no grupo de ratos com ligadura do ducto biliar comum, sem uso de
lactulose, comparada com o grupo Simulacao (40% versus 5%, respectivamente). A

incidéncia de translocacao bacteriana para linfonodos mesentéricos, no grupo de
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ratos com ligadura do ducto biliar e uso de lactulose via oral, foi de apenas 10%,
porém sem significancia estatistica, quando comparado com 0s animais do grupo de
ligadura do ducto biliar comum sem uso de lactulose. Os autores quantificaram a
populacdo bacteriana do ceco. A Unica espécie bacteriana que translocou foi
Escherichia coli, e houve um significante aumento no nimero dessa espécie no
grupo de ligadura do ducto biliar comum sem uso de lactulose, em comparagao com
os demais grupos. Tratamento com lactulose previne o crescimento bacteriano, e
nesse estudo, foi associado a baixa incidéncia de translocacao bacteriana. Os autores
concluiram que a lactulose poderia reduzir a incidéncia de translocacdo bacteriana do

intestino para linfonodos mesentéricos em ratos com ictericia obstrutiva.

Para avaliar se a auséncia de bile no intestino promoveria translocacado
bacteriana, SLOCUM et al.”? estudaram 90 ratos machos Sprague-Dawley divididos
em 4 grupos. No grupo 1 estavam os ratos controle, ndo operados; no grupo 2
estavam os ratos do grupo Simulagao; no grupo 3, os ratos submetidos a ligadura do
ducto biliar comum, e no grupo 4, os ratos submetidos a derivacdo da bile para a
bexiga através de uma fistula colédoco-vesical. Uma semana apds o primeiro
procedimento, os ratos foram submetidos ao sacrificio, com coleta de linfonodos
mesentéricos, figado, baco e ceco para estudo bacterioldgico, e figado e fleo terminal
para estudo histolégico. Os autores observaram que os ratos submetidos a ligadura
do ducto biliar comum e a confeccdo de fistula tiveram uma maior incidéncia de
translocacao bacteriana para linfonodos, figado e baco, comparados com os grupos
Controle e Simulagcdo. A incidéncia de translocacao bacteriana foi similar entre os

grupos de ligadura do ducto biliar e derivagdo. A incidéncia de translocacdo
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bacteriana foi de 3,3% no grupo 1, 4,5% no grupo 2, 32% no grupo 3 e 41% no
grupo 4. Nos grupos 3 e 4, a incidéncia de translocacdo bacteriana foi maior para
linfonodos mesentéricos, que para baco e figado. A avaliacao histolégica do figado
demonstrou que a congestdao associada a ligadura do ducto biliar ndo estava
presente no grupo de derivacdo. Portanto, translocacdo bacteriana no grupo de
derivacdo ndo pareceu ser causada por obstrucdo biliar ou ictericia. A bactéria mais
freqiientemente isolada foi Escherichia coli. O nivel da populacdo bacteriana do ceco
nao foi significativamente diferente entre os grupos, com exce¢ao do grupo de
derivacao. Finalmente, os efeitos da ligadura do ducto biliar comum e da derivacdo
na morfologia do ileo terminal foram analisados. A aparéncia histologica do ileo foi
similar entre os 2 grupos. Os autores observaram a presenca de edema subepitelial
no ileo terminal dos ratos com ligadura do ducto biliar comum e naqueles com
derivacdo colédoco-vesical, que ndo estava presente nos grupos Controle e
Simulagdo. Os autores concluiram que é a auséncia de bile no intestino que
primariamente causaria lesdo da mucosa e translocacdo bacteriana, e ndo a

obstrucao biliar.

BALL et al.! analisaram a fagocitose bacteriana em ratos com ictericia
obstrutiva. Os autores utilizaram 16 ratos Sprague-Dawley divididos em 4 grupos de
4 ratos. Em cada grupo, 2 ratos eram submetidos a ligadura do ducto biliar comum e
2 a uma simulagao da ligadura. Dez dias apds, uma susbenséo de Staphylococcus
aureus era injetada via endovenosa, e os animais sacrificados. Foram coletadas
amostras de sangue, figado e pulmdes. Os 4 grupos diferiam no intervalo entre a

injecdo do Staphyloccocus aureus e o sacrificio: 15 minutos, 30 minutos, 1 hora e 3
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horas. Esse estudo foi mais qualitativo que quantitativo, e os resultados nao foram
analisados estatisticamente. As bactérias foram eliminadas rapidamente do sangue
dos animais submetidos apenas a simulacdao, enquanto que nos ratos submetidos a
ligadura do ducto biliar comum a bacteremia foi persistente. As concentracbes de
bactérias no pulmdes e figado, expressas como porcentagem das bactérias injetadas,
diminuiram no periodo de 3 horas do estudo, tanto nos ratos submetidos apenas a
simulacdo com nos ratos com ligadura do ducto biliar. A concentracdo hepatica de
bactérias foi superior é pulmonar nos ratos submetidos a simulagdo da ligadura do
ducto biliar. Entretanto, nos ratos com ligadura do ducto biliar, a concentracao de
bactérias no pulmoes foi superior a do figado, exceto no grupo de ratos de 30
minutos. O estudo de microscopia eletronica realizado no figado mostrou a presenga
de vesiculas fagodcitarias (bactérias) dentro das células de Kupffer, tanto nos ratos
com simulacao de ligadura do ducto biliar, como nos ratos com ligadura do ducto.
Nao houve diferenca morfolégica nessas vesiculas em nenhum animal. Os autores
sugeriram que, apesar do aspecto morfologico das células serem normais, o fato de
a bacteremia ter sido mais intensa nos ratos com ligadura do ducto biliar comum,
associada a uma diminuicdo da concentracdo de bactérias no figado em relacdo ao
pulmoes, podéria ser devido a um defeito na morte intracelular da bactéria, uma
diminuicdo da “entrega” de bactérias para as células reti culoendoteliais, ou uma

combinacao desses fatores.

CLEMENTS et al.?! avaliaram os efeitos da obstrucdo biliar extra-hepatica na
capacidade de dlearance das células de Kupffer. Empregaram um sistema de

reperfusdo, pelo qual particulas de latex de 0,75 «m contendo isotiocianto de
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fluoresceina eram perfundidas através do parénquima hepatico de grupos de ratos
Wistar submetidos previamente a ligadura de ducto biliar, apos os periodos de 1,2,3
e 4 semanas. O fluxo das particulas de latex conjugadas ao isotiocianato era medido
antes e apds a passagem intra-parequimatosa nos ratos. No plasma desses animais
foram dosadas bilirrubinas, endotoxinas pelo método de Limulus e anticorpos anti-
core de lipopolissacarideos por método imunoenzimatico. Os ratos avaliados apds
duas semanas de ligadura de ducto demonstraram significante diminuicdo da
capacidade de dlearance, correlacionada a concentragoes elevadas de endotoxinas e
anticorpos anti-core de LPS. Concluiram que colestase esta associada a diminuicao
da capacidade de clearance, e pode contribuir para a ocorréncia de endotoxemia.
DING et al.¥’, com o objetivo de avaliar se ictericia obstrutiva provocava
translocacao bacteriana e prejudicava a fungado reticuloendotelial, realizaram estudo
em 128 ratos Sprague-Dawley divididos em 2 experimentos. No primeiro, foi avaliada
a funcdo do SRE em ratos submetidos a ligadura do ducto biliar comum, ou apenas a
simulacdo de ligadura no ducto. Essa avaliagao foi realizada 3 dias, 1, 2 e 3 semanas
apos os procedimentos cirtirgicos. O 2° estudo foi para a avaliacao de translocagao
bacteriana, também em ratos submetidos, ou a ligadura do ducto biliar comum, ou a
sua simulagéo' 3 dias, 1, 2 e 3 semanas ap0s. A atividade do SRE foi avaliada através
de inoculacao de Escherichia coli radioativa, marcada com iodo na veia femoral.
Essa inoculacao foi realizada 3 dias, 1, 2 e 3 semanas apos o procedimento cirdrgico.
Os ratos eram sacrificados 15 minutos apds, com coleta de figado, baco, rins e
pulmoes para determinacao da radioatividade dos 6rgdaos com uso de gama-camara.

Para o estudo bacterioldgico, os animais foram sacrificados 3 dias, 1, 2 e 3 semanas
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apos a cirurgia. Foi coletado sangue para hemocultura. Em seguida, eram coletados
linfonodos mesentéricos, figado, baco, swab de esfregaco de retroperitonio, bile do
ducto dilatado e ceco, para cultura. Foi realizado estudo histolégico do ileo terminal.
Com relacdo aos resultados, os autores observaram que o indice de fagocitose em
ratos com ligadura do ducto biliar apés 3 semanas foi significativamente menor,
comparados com o0s outros ratos ictéricos. Entre os demais ictéricos nao foi
observada diferenca estatistica. Todos os grupos de ratos ictéricos apresentaram
uma diminuicdo significante no indice de fagocitose, comparados com seus controles
correspondentes. O estudo bacterioldgico do sangue, bile e esfregaco de
retroperitonio foi negativo em todos os grupos. A positividade das culturas de
linfonodos aumentou com a duragao da obstrucdo biliar, de 33% no grupo com 3
dias de obstrucdao, para 47% no grupo de 2 semanas de obstrucao. Depois,
decresceu para 20% no grupo de 3 semanas de obstrucao. Apenas 1 cultura de
linfonodos foi positiva no grupo Controle de 2 semanas. A incidéncia de culturas de
linfonodos positiva nos grupos 3 dias, 1 e 2 semanas, com ligadura do ducto biliar foi
significativamente maior, comparada com seus respectivos controles. O nivel de
populacdo cecal foi maior nos ratos ictéricos, porém sem significancia estatistica,
comparados com seus respectivos controles. O estudo histoldgico do ileo terminal
mostrou nos animais ictéricos, alargamento das vilosidades com edema, dilatacdo de
ductos linfaticos e infilracdo de células inflamatorias no estroma. Os autores
concluiram que ictericia obstrutiva causa aumento da translocacdo bacteriana e

prejuizo da funcdo fagocitaria do SRE.
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REYNOLDS et al.®! estudaram a associacdo entre u'anslocagéo'bacteriana para
linfonodos mesentéricos e falha da ativacdo macrofagica em ratos Sprague-Dawley
submetidos a obstrucdo biliar por 7 dias. Foram avaliados : albumina, bilirrubina,
proteina C-reativa, quantificagdo de bactérias em linfonodos mesentéricos, bile e
sangue, além da liberacao de TNF, geracdo de superdxido-dismutase e dxido nitrico
por macrofagos peritoniais. A quantificacdo de bactérias foi feita pelo método de
diluigbes e contagens em placas. Para a dosagem de TNF, foi empregado o método
de citotoxicidade com as células WEHI-13. A geracdo de superoxido-dismutase foi
efetuada pelo método da reducdo do ferricitocromo C, e os niveis de dOxido nitrico
pela reacdo de Greiss. Encontraram significante aumento nos niveis de bilirrubina e
diminuicdo de albumina. A proteina C-reativa encontrava-se em niveis ndo
detectaveis. Translocacdo bacteriana para linfonodos mesentéricos foi observada em
20 dos 30 ratos submetidos a ligadura de ducto biliar, em contraste a ndo
colonizacdo nos ratos do grupo Simulacdo. As bactérias encontradas foram a
Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Proteus mirabilis, variando de 5 a 10°
UFC/ml do macerado de linfonodos. A resposta de producdo de superdxido
dismutase de macrofagos estava significativamente diminuida quando foram
comparados os animais dos grupos Controle e ligadura de ducto. A producdo de
oxido nitrico foi similar em ambos os grupos. Concluimm que as citocinas sao
produzidas em concentragoes fisiologicas pelas fungbes autdcrinas e paracrinas, e
que excercem efeitos terapéuticos, contudo, quando os niveis fisiologicos sdo
excedidos, causam efeitos toxicos. Evidenciaram também que a hiperatividade

macrofagica € danosa e esta relacionada a patogénese da endotoxemia.
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ROSCHER et al.®* estudaram a microfiora bacteriana, a producio de
endotoxina e as prostaglandinas em obstrucao do intestino delgado. Para isso, os
autores submeteram 29 porcos a laparotomia: 18 a obstrucao de intestino delgado e
11 3 manipulagcao, seccao e anastomose término-terminal do intestino delgado, para
controle. Para dosagem de endotoxina, foi coletado sangue de cateter venoso central
e de cateter em veia porta, 3 vezes ao dia, de todos os porcos. Para dosagem de
prostaglandinas, foi coletado sangue dos 2 cateteres, 2 vezes ao dia, de 12 porcos
com obstrucao intestinal e 7 do grupo Controle. Os animais foram sacrificados 7 dias
ap6s o primeiro procedimento. Foram retiradas amostras do contetido intestinal para
cultura de aerdbios e anaerobios, através de aspiracao de jejuno proximal e ileo
terminal. Nos animais com obstrucao de intestino delgado, houve um aumento
importante da microflora do ileo e jejuno, com predominio de Escherichia coli.
Sessenta e quatro por cento das amostras de sangue portal e 55% das amostras de
sangue venoso central, em animais com oclusao intestinal foram endotoxino-
positivas. Nos animais controle, todas as amostras de sangue da veia porta foram
negativas e 1,5% das amostras de sangue de veia central foram positivas. Com
relacdo a evolugdo das prostaglandinas, no dia da cirurgia nao houve sinais de
ativacao no gfupo de animais controle. Naqueles animais com obstrucao do intestino
delgado, entretanto, foi detectada ativagao das prostaglandinas no primeiro dia pds
operatorio. Do primeiro ao quinto dia, o nivel de prostaglandina F2« no sangue
portal estava pouco elevado. Porém, apos o sexto dia de obstrugao, houve aumento
importante do nivel de F2a no sangue portal. Concomitantemente, com a liberacao

de F2a, o nivel de KH2 prostaglandinaF2a encontrava-se elevado, tanto no sangue
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portal, como no sangue venoso central dos animais com obstrugdo intestinal,
principalmente apos o sexto dia. Os niveis de 6-Keto-prostaglandina Fla seguiram o
mesmo padrdo. Em contraste, o tromboxane B2 ndo mostrou mudanga significativa
no seu nivel em animais com obstrugao intestinal. Tanto os valores dos animais com
obstrucdo, como os do grupo Controle, ndo foram diferentes até o quinto dia,

guando uma modesta elevacdo foi notada nos animais com obstrugdo intestinal.

Com o objetivo de determinar o papel das citocinas e da ativagdgo do
complemento na patogénese das lesbes da mucosa intestinal induzidas por
endotoxinas em translocacdao bacteriana, assim como para quantificar a magnitude
da permeabilidade da mucosa intestinal induzida por endotoxinas, DEITCH et al.™
realizaram estudo utilizando camundongos e ratos Sprague-Dawley. Para o primeiro
objetivo, foram utilizados 2 grupos de experimento. No grupo 1, foi mensurada a
capacidade da endotoxina de induzir translocacao bacteriana em camundongos
hiporresponsivos a endotoxinas, ou com deficiéncia de complemento. Camundongos
heterogeneicos ICR, foram usados para controle. No grupo 2, foi utilizado um
anticorpo policlonal anti-TNF para prevenir translocacao bacteriana induzida por
endotoxina. Nesses 2 grupos, os camundongos foram randomizados e receberam, ou
injecio de endotoxina de Escherichia coli, ou injecio de solucdo salina isotbnica
(SSI). O anticorpo anti-TNF foi administrado 6 horas apds a injecdo de endotoxina ou
SSI. Vinte e quatro horas apds a injecdo de endotoxina ou SSI, os camundongos
foram sacrificados. Durante o sacrificio, foi coletado sangue para dosagem de TNF.
Também foram coletados os linfonodos mesentéricos e ceco para cultura, e

fragmento do ileo para estudo histolégico. Para realizagdgo do segundo objetivo,
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avaliacio do aumento da permeabilidade da mucosa intestinal induzida por
endotoxina, utilizaram-se ratos, que, durante a anestesia, foram randomizados. Um
grupo recebeu injecao de endotoxina de Escherichia coli, e o outro, injecao de SSI.
Foi realizada a seguir, laparotomia com isolamento de segmento de 10 cm de jejuno
e de fleo. Cada um deles foi cateterizado proximal e distalmente. Apds a lavagem
desses segmentos, as areas isoladas retornaram para a cavidade. Uma hora apos a
anestesia e injecdo de SSI ou endotoxina, foi injetado 75 mCi de *'Cr EDTA na
artéria carotida. O experimento durou 2 horas, e, durante esse periodo, foi coletado
sangue a cada 60 minutos, e liquido de perfusdo intestinal a cada 10 minutos.
Também foi avaliado o pré-tratamento com alopurinol para prevenir o aumento da
permeabilidade intestinal. Para isso, foi administrado alopurinol 24 ou 48 horas antes
da injecao de SSI ou endotoxina. Todos os camundongos que receberam endotoxina
(hiporresponsivos, deficiéncia de complemento e controle) apresentaram
translocacdo bacteriana para linfonodos mesentéricos numa porcentagem
significativa, enquanto os que receberam injecao com SSI apresentaram linfonodos
estéreis. A maioria dos camundongos que receberam endotoxina apresentavam
edema das vilosidades, ao estudo histoldgico do ileo. O fato de a translocacdo
bacteriana ocdrrer nos camundongos hiporresponsivos a endotoxina, € naqueles com
deficiéncia de complemento, indica que, nem a liberacdo de produtos de macréfagos,
nem a ativagao do complemento sdo essenciais para que ocorra a translocacdo
induzida por endotoxina. Esse fato foi reforcado pela observacdo de que, embora o
pré-tratamento com anticorpo anti-TNF tenha sido efetivo em reduzir os niveis de

TNF no plasma dos animais com injecdo de endotoxina, ele ndo preveniu a
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translocacio bacteriana induzida pela endotoxina. Com relagdo a permeabilidade
intestinal, 2 horas apds a injecdo de endotoxina, houve evidéncia de aumento da
permeabilidade ileal, mas ndo a jejunal, medido pelo aumento do dlearance do Sier
EDTA. O aumento da permeabilidade ileal e da translocagao bacteriana induzida por
endotoxina poderia ser prevenido com pré-tratamento com alopurinol, uma vez que
ele foi efetvo em diminuir a incidéncia de translocacdo bacteriana e a
permeabilidade intestinal. Como o alopurinol, um inibidor competitivo da xantina-
oxidase, previne a translocacao e o aumento da permeabilidade intestinal, induzidos
por endotoxina, isso sugere que a endotoxina promove translocacdo bacteriana

primariamente por alteragbes da permeabilidade intestinal.

Recentemente REYNOLDS et al.®? avaliaram a faléncia da barreira intestinal
em ictericia obstrutiva experimental. Para isso, os autores utilizaram 164 ratos
Sprague-Dawley, realizando 3 estudos diferentes. No 19, um grupo foi submetido a
ligadura do ducto biliar comum e o outro a simulacdo de ligadura do ducto biliar. A
coleta de material se deu 1, 7 e 21 dias apds. No 2° estudo, os autores também
utilizaram um grupo com ligadura do ducto biliar comum, e outro com simulacgo de
ligadura do ducto. Uma semana ap0s, 0s ratos eram expostos a um trauma cirirgico.
Vinte e quatro horas depois, eram sacrificados, e procedia-se a coleta de materiais.
Os ratos controle desse estudo eram compostos por animais submetidos, ou a
ligadura do ducto biliar, ou sua simulagdo, porém, por ocasido da nova laparotomia
ndo eram submetidos ao trauma cirdrgico. No estudo 3, como nos anteriores, 0s
ratos foram submetidos ou a ligadura do ducto biliar comum, ou apenas a sua

simulagdo. Uma semana apds, 0s ratos recebiam uma injecdo de endotoxina de
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Escherichia cofi ou de solugao salina isotonica (SSI). Eles eram sacrificados 24 horas
depois, para coleta de materiais. Em todos o estudos foram coletados linfonodos
mesentéricos para cultura, séngue para hemocultura e fragmento de ileo para estudo
histologico. Além disso, foi coletado sangue para a mensuracao da endotoxemia
sistémica. Apenas no estudo 1 foi colhido o ceco dos ratos para estudo
microbioldgico. Com relacdo aos resultados do estudo 1, onde foi avaliada a
translocacao bacteriana espontanea em ratos com ligadura do ducto biliar comum, os
autores observaram que ndao houve colonizacago do linfonodos mesentéricos em
nenhum dos ratos do grupo de simulacao, nem naqueles com ligadura do ducto biliar
com 1 dia de evolucao. Entretanto, nos grupos de ligadura do ducto biliar com 7 e 21
dias, 75% tiveram colonizagao dos linfonodos mesentéricos. A espécie bacteriana
mais freqiiente foi Escherichia colj, em 90% dos casos. Houve aumento dos niveis de
endotoxinas séricas nos ratos com ligadura do ducto biliar comum, comparados com
os ratos do grupo de simulacdo, porém sem diferenca estatistica. Hemocultura foi
positiva em 1 rato (8,3%)com ligadura do ducto biliar com 1 semana de evolucdo, e
em 2 ratos (16,6%) com ligadura do ducto e 3 semanas de evolugdo. Nao houve
diferenga significativa no nivel da populacdo de bacilos Gram-negativos no ceco.
Com relacao éo estudo 2, onde foram avaliados os efeitos do trauma cirirgico na
translocagao bacteriana, os autores observaram que os ratos submetidos a simulacdo
de ligadura do ducto biliar, e que depois foram submetidos a um trauma cirtrgico,
apresentaram um indice de 33% de translocacdo bacteriana. J4, nos ratos com
ligadura do ducto, com posterior exposicao ao trauma cirirgico, 75% tiveram

translocacdo bacteriana. Esses ratos apresentaram 20% de hemocultura positiva
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contra nenhuma no grupo de simulacdao. Nao houve diferenca entre os ratos com
ligadura do ducto biliar comum e trauma cirtirgico, e ratos com ligadura do ducto e
sem exposic3o ao trauma cirlrgico. No estudo 3, onde se avaliaram os efeitos da
endotoxina na translocacdo bacteriana, observou-se um aumento significativo na
incidéndia de translocacdo bacteriana, quando da injecao de endotoxina. No grupo
de simulacdo e injecdo de endotoxina, 40% dos ratos apresentaram translocagdo, e
naqueles com ligadura do ducto biliar e injecao de endotoxina, 93% apresentaram
translocacdo. Além disso, 71% dos ratos com ligadura do ducto biliar e injegao de
endotoxina apresentaram hemocultura positiva, contra nenhuma no grupo de
simulacao e uso de endotoxina. Quando comparados com 0s ratos com ligadura do
ducto biliar, mas sem uso de endotoxina, os ratos com ligadura do ducto e injecao
de endotoxina apresentaram um aumento significativo de translocacdo bacteriana de
93% versus 66%, além de hemocultura positiva em 71% versus 17%. O estudo
histopatoldgico do ileo foi normal em todos os casos. Os autores sugeriram que
obstrugao biliar causaria translocacdo bacteriana, e que esse processo seria
potencializado pelo trauma cirtirgico e pela endotoxemia. Os dados suportam a tese
da faléncia da barreira intestinal na ictericia, e sugerem que terapias objetivando
diminuir U'anélocagéo bacteriana merecem avaliacao na profilaxia e tratamento de

infeccOes em padientes ictéricos.
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3.1 Delineamento Experimental

Este estudo experimental foi realizado nas dependéncias do Laboratorio de
Microbiologia e Imunologia da Faculdade Evangélica de Medicina do Parana. As
normas técnicas adotadas seguiram as orientagoes determinadas pela Associacao
Brasileira de Normas Técnicas e as Normas para Apresentacao de Trabalhos da
Universidade Federal do Parana. Foram adotados os Principios Eticos para
Experimentaciio Animal®3. Para a descricio anatémica dos ratos, observaram-se as

orientacbes de LAMBERT®,

Foram utilizados 60 ratos albinos machos, (Rattus norvegicus), da linhagem
Wistar- TECPAR, com peso variando entre 210 e 250 g. Os animais foram
distribuidos em caixas com 5 ratos, permanecendo durante todo o experimento
alojados no laboratdrio em temperatura ambiente, tendo livre acesso a dgua e racio

especifica para a espécie (NUVILAB-CR1, Nuvital, Curitiba).

3.2 Técnica Operatéria

Os ratbs foram submetidos a anestesia por injecao intraperitoneal de Hidrato
de Cloral a 10%, na dose de 500 mg/Kg de peso corpdreo e depois submetidos a
tricotomia abdominal. Em seguida, foram fixados em decibito dorsal. Realizou-se
anti-sepsia com polivinil-pirrolidona-iodo e colocagao de campos de aplicacdo indireta
esterilizados. Para a laparotomia, foi utilizada uma incisdo mediana xifo-ptbica, com

abertura de todos os planos da parede abdominal e exposicdo da cavidade
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abdominal. Os procedimentos posteriores variaram conforme O grupo a que
pertencia cada rato. Realizou-se a ligadura do ducto biliar comum com fio de algodao
000.

A sintese da ferida cirirgica foi feita com sutura continua, em dois planos,
com fio Vicryl 00 (Johnson &Johnson®). Os ratos foram divididos em 6 grupos, com
10 ratos cada um, a saber:

Grupo Controle (C) Laparotomia e coleta das amostras

Grupo Simulagao (S) Laparotomia e manipulagao do ducto biliar comum
Grupo 1 dia (D1) Ligadura do ducto biliar comum por 1 dia

Grupo 2 dias (D2) Ligadura do ducto biliar comum por 2 dias

Grupo 7 dias (D7) Ligadura do ducto biliar comum por 7 dias

Grupo 14 dias (D14)  Ligadura do ducto biliar comum por 14 dias

3.2.1 Grupo Controle

Neste grupo, os ratos normais foram submetidos diretamente ao sacrificio,
com coleta de sangue e retirada das amostras de esfregago do retroperitdnio, rins,

figado, baco, pulmdes, linfonodos mesentéricos e fragmento de intestino.

3.2.2 Grupo Simulacao

Neste grupo, apds laparotomia, foi realizada exposicdo do ducto biliar comum,
com reparo do mesmo com fio de algod3o 000, porém sem ligadura. Vinte e quatro

horas apds, os ratos foram submetidos ao sacrificio e coletadas amostras de sangue
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e de esfregaco do retroperitonio, rins, figado, baco, pulmdes, linfonodos

mesentéricos e fragmento de intestino.

3.2.3 Grupo 1 Dia

Neste grupo, foi realizada a exposicao do ducto biliar comum, com ligadura do
mesmo com fio de algoddao 000. Vinte e quatro horas apds, os ratos foram
submetidos ao sacrificio, com coleta de amostras de sangue e de esfregaco do
retroperitonio, rins, figado, baco, pulmoes, linfonodos mesentéricos e fragmento de

intestino.

3.2.4 Grupo 2 Dias

Neste grupo, foi realizada a exposicao do ducto biliar comum, com ligadura do
mesmo com fio de algodao 000. Dois dias apds, os ratos foram submetidos ao
sacrificio, coleta de sangue e de esfregaco do retroperitonio, rins, figado, baco,

pulmdes, linfonodos mesentéricos e fragmento de intestino.

3.2.5 Grupo 7 Dias

Neste grupo, foi realizada a exposicdo do ducto biliar comum, com ligadura do
mesmo com fio de algodao 000. Sete dias apds, os ratos foram submetidos ao
sacrificio e coleta de sangue e de esfregago do retroperitdnio, rins, figado, baco,

pulmdes, linfonodos mesentéricos e fragmento de intestino.
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3.2.6 Grupo 14 Dias

Neste grupo, foi realizada a exposicao do ducto biliar comum, com ligadura do
mesmo com fio de algodao OOO. Quatorze dias apds, os ratos foram submetidos ao
sacrificio e coleta de sangue e de esfregaco do retroperitonio, rins, figado, baco,

pulm6es, linfonodos mesentéricos e fragmento de intestino.

3.2.7 Sacrificio e Coleta de Amostras

Excetuando-se os ratos do grupo Controle, que foram submetidos diretamente
ao sacrificio, os outros ratos, dependendo do grupo a que pertenciam, foram
submetidos ao saaificio 1, 2, 7 e 14 dias apds a realizacgdo do primeiro
procedimento. Ao término do tempo de estudo de cada grupo, os ratos foram
anestesiados por inalagdo de éter sulfurico, colocados em dectbito dorsal e
submetidos a pungao intracardiaca com agulha 25x8 mm e seringa de 10 ml
heparinizada. O sangue coletado foi destinado a hemocultura e dosagens
bioquimicas. Para hemocultura, 1 ml de sangue era semeado em meio de cultura (a
ser descritd posteriormente), imediatamente apds a coleta. O volume de sangue
restante era imediatamente centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm em centrifuga
refrigerada a 5° C (Bio Research®), em tubos de centrifuga despirogenizados. O
plasma foi separado em duplicatas com pipetas despirogenizadas e armazenado a

—20° C, em frascos de vidro, também despirogenizados.
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Os ratos foram sacrificados por exanguinacdo por pungdo intra-cardiaca e
focados em decubito dorsal. Procedeu-se a anti-sepsia com polivinil-pirrolidona-iodo e
colocacdo de campos indiretos esterilizados. Em seguida, ressecou-se a parede
téraco-abdominal anterior, com exposicdo das cavidades abdominal e tordcica.
Inicialmente, colheu-se esfregaco de retroperitonio com uso de swab estéril, e logo a
seguir a coleta dos rins, bago, figado, pulmdes, linfonodos mesentéricos e fragmento
de intestino delgado, sempre nessa seqgiiéncia para todos os animais, e utilizando-se
conjuntos separados de pingas e tesouras previamente esterilizados. Imediatamente
essas amostras eram processadas conforme metodologia a ser descrita

posteriormente.

3.3 AvaliacOes Laboratoriais

3.3.1 Avaliacoes Microbiologicas

Para avaliacdo de translocacdo bacteriana, é consenso que a pesquisa de
bactérias indicadoras de contaminacdo fecal, Escherichia coli e Enterococcus faecalis,
é o indicador desse processo. Para essa finalidade, as amostras estudadas foram
submetidas as seguintes etapas:

1. Pesagem da amostra.
2. Trituragao sobre tela de nylon com 20 u de porosidade e diluicdo do
macerado em 5 ml de agua peptonada a 10%.

3. Retirado 1 ml do macerado diluido e procedeu-se as diluicoes decimais
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-1, -2, -3, -4, -5, -6 em tubos de ensaio contendo 9 ml de agua
peptonada esterilizada.

4. Ap6s a confeccdo das diluicbes, 1 ml de cada tubo, inclusive do
macerado diluido, era semeado em duas placas de Petri e a seguir
distribuidos 15 ml de Agar Eosina Azul de Metileno segundo Teague
(BIOBRAS®) e Kenner Fecal Streptoccocus (DIFCO®), acrescidos de
1 ml de solucdo de Cloreto de Trifenil Tetrazolium (MSD®).

5. Apos a solidificacdo dos meios, as placas eram incubadas a 37 °C por
48 horas, e a seguir eram contadas as colonias formadas e anotados
os resultados em protocolo.

6. As colonias isoladas em meio de Eosina Azul de Metileno com
caracteristicas de Escherichia coli (negras ou com cor verde metdlica)
eram repicadas para o meio de Pessoa e Silva para a identificacdo
confirmatoria.

7. Calculou-se a quantidade de bactérias na amostra, dada em Unidade
Formadora de Coldnias por grama de amostra (UFC/ g da amostra)

através da sequinte formula:

UFC/g da amostra = UFC/placa x 5 x Fator de diluicdo
Peso da amostra (g)

A seguir, transformaram-se os valores quantitativos de Unidades

Formadoras de Coldnias por grama, em logaritmos decimais (log UFC/q).

As amostras para hemocultura, com 1 ml de sangue, foram coletadas em 9 ml

de caldo tripticaseina de soja e incubadas por 7 dias a 36 °C, e inspecionadas
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diariamente para a verificacdo da existéncia ou ndao de crescimento bacteriano. O

mesmo procedimento foi realizado para os swabs com esfregago do retroperitonio.

3.3.2 Dosagens de Bilirrubinas

Foram executadas pelo sistema automatizado COBAS-MIRA com reativos
especificos. A bilirrubina, na forma direta, esta esterificada com glucoronideos e na
forma indireta ndo é esterificada. A fracdo direta, na presenca do para-benzeno-
diazosulfonato, reage por copulacao, formando a azo bilirrubina. A fracao total reage
com o acido sulfanilico diazotado apds adicao de benzoato de sddio e cafeina. A
intensidade de cor produzida pelas duas fracoes € proporcional a concentracdo de

bilirubina presente na amostra, e apresenta absorcao maxima em 530 nm.

3.3.3 Dosagens de Endotoxinas

Para a dosagem de endotoxinas, foi empregado o método do Limulus
Amebocyte Lisate (ENDOSAFE 1073®), que tem por principio a capacidade dos
amebadcitos extraidos do crustdceo Limulus polyphemus de gelificarem-se em
presenca de endotoxinas (LPS). Essa gelificacgdo € conseqiiéncia da ativacdo da
enzima zimogénica serin-protease em presenca de cations divalentes, que produzem
o coagulogénio do Limulus. Para a andlise qualitativa de endotoxina no plasma dos
ratos, foi distribuido 0,1 mi da amostra em tubo contendo o reagente LAL (Lisado de

Amebdcitos de Limulus sp) e incubada a 37 °C por uma hora .
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ApOs esse periodo, foi realizada a leitura. Se @ amostra produzisse reagao de
gelificacdo, era realizada a analise quantitativa da endotoxina. Para essa analise,
eram realizadas diluicdes com fator 2 de diluicdo 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16. Apss,
distribuidos 0,1 ml de cada diluicdo em tubos contendo 0,1ml do reagente LAL e
incubados a 37° C por 1 hora. Se a amostra produzisse reacao de gelificacao,
procedia-se ao cilculo do teor de endotoxina em Unidades Endotdxicas/ml,
multiplicando a sensibilidade do reagente LAL pela ultima diluicdo que produziu

reacao de gelificacao.

3.3.4 Dosagens de Fator de Necrose Tumoral o

Para dosagem do Fator de Necrose Tumoral o (TNFa), foi utilizada a técnica
imunoenzimatica quantitativa, na qual um anticorpo monoclonal especifico anti-TNFa
é fixado em placa de Terazaki. Foi empregado o conjunto de reativos BIOTRA-

Tumor Necrosis Factor ELISA System (Amersham Pharmacia code RPN 2718®).

As amostras s3o distribuidas em cada um dos orificios da placa num volume
de 50 yl, incqbadas e submetidas a revelacdo com anticorpos monoclonais anti-TNFa
conjugados com peroxidase, os quais, reagindo com perdxido de hidrogénio, irdo
desenvolver cor mensuravel em espectrofotdmetro a 450 nm de comprimento de
onda. O desenvolvimento da cor indica a presenca do TNFa na amostra, que sera
proporcionalmente maior quanto maior for a intensidade da leitura
espectrofotométrica. Para a dosagem do TNFa, foram distribuidos 50 pl da amostra

em cada orificio da placa de Terazaki. A seguir, distribuidos 50 pl de cada diluicio do



3-Material e Método 36

TNFa padrao que continham: 43 pg/ml, 86 pg/ml, 172 pg/ml, 344 pg/mil, 697 pg/ml,

1375 pg/ml e 2000 pg/mi, e incubados por 2 horas a temperatura ambiente.

ApOs essa etapa, o conteudo da placa foi esvaziado por inversao e a placa
lavada 3 vezes com tampao fosfatos pH 7,5. Em seguida, foram distribuidos 100 pl
do conjugado diluidos a 1/3000 (anticorpo monoclonal anti-TNFo conjugado a
peroxidase), em cada um dos orificios, e incubados a temperatura ambiente por 1

hora.

Novamente o contelido da placa foi esvaziado por inversao e a placa lavada 3
vezes com tampdo fosfatos pH7,5. Foram distribuidos 20 pl de perdxido de
hidrogénio a 30% em cada um dos orificios, e a seguir distribuidos 10 pl de
Ortofenilienodiamino (50 mg em 25 mi de tampao Citrato pH 5,0) e incubados por 15
minutos. Em seguida, foram adicionados 10 pl de acido sulfirico 10N. Apds essas
etapas, foi lida a absorbancia do conteiido de cada orificio em espectrofotdmetro a
450 nm. Depois, foram interpolada as leituras dos padroes de TNFa de rato as
leituras das amostras. Calculou-se, por regressao linear, a quantidade de TNFa

presente nas amostras, em picogramas/mi.

3.4 Avaliagoes Estatisticas

Para a comparacao entre os grupos, em relacgdo a presenca ou nao de
translocacao bacteriana, utilizou-se o teste exato de Fisher, que é um teste ndo

paramétrico para grupos independentes.
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Para a comparacao entre os grupos com relacdo aos niveis de bilirrubinas,
endotoxinas, TNFa e indices de transiocacdo bacteriana, utilizou-se o teste n3o
paramétrico de Kruskal-Wallis. Para a identificacdo das diferencas entre os grupos,

utilizou-se o teste de Comparacoes Mdultiplas.

Para a comparacao entre os grupos, em relacdo a contagem do numero de
bactérias no intestino delgado, utilizou-se o teste paramétrico “F” de Snedecor. Para

a localizagao das diferengas entre os grupos, foi utilizado o teste de Duncan.

Foram consideradas significativas as diferencas com nivel de significancia de

5%.
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Durante a realizacdo deste estudo experimental, ocorreram 5 dbitos: 1 no

grupo 2D, 1 no grupo 7D, e 3 no grupo Simulagao.

Todos os ratos apresentavam evidéncias macroscopicas de ictericia (Figura 1).
Durante a coleta de materiais, observou-se dilatacao importante do ducto biliar
comum, acima da ligadura, nos ratos dos grupos 1D, 2D, 7D e 14D (Figura 2). Nos
ratos dos grupos Controle e Simulagdo, o calibre do ducto biliar comum nao

apresentava dilatacao.

Os resultados individuais de cada animal avaliado, bem como as avaliacGes

estatisticas dos grupos encontram-se disponiveis no Anexo.

FIGURA 1 : ASPECTO ILUSTRATIVO DA ICTERICIA NOS RATOS SOB OBSTRUGAO
BILIAR EXTRA-HEPATICA
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4.1 Dosagens Séricas

4.1.1 Dosagem de Bilirrubinas

Excetuando-se os dos grupos Controle e Simulacao, todos os ratos dos demais
grupos apresentavam hiperbilirrubinemia, comprovando a efetividade da ligadura do
ducto biliar comum (Grafico 1, Tabela 1 e Tabela — Anexos). Observaram-se
diferencas estatisticamente significantes entre as comparagoes dos grupos Controle e
Simulacgdo com os grupos com ligadura do ducto biliar comum. Quando se
compararam os valores dos grupos com ligadura do ducto biliar comum ente si,
observou-se diferenca estatisticamente significante entre o grupo 1D com os demais.
Nao houve diferenca estatisticamente significante quando comparou-se o grupo
Controle com o grupo Simulaggo.

TABELA 1 : DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS(M) E DESVIOS PADROES
(DP) DAS DOSAGENS DE BILIRRUBINAS (MG/DL) NOS
RATOS DOS GRUPOS DE LIGADURA DE DUCTO BILIAR,
NOS PERIODOS DE 1, 2, 7 E 14 DIAS, SIMULACAO E

CONTROLE.

Grupo Média +/- DP
1D 6,98 +/- 1,38
2D 4,76 +/- 1,28
7D 5,26 +/- 1,01
14D 549 +/- 1,76

Controle 0,25 +/- 0,61

Simulacao 0,57 +/-0,21
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GRAFICO 1 : DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS (M-) E LIMITES DE VARIACOES
INFERIORES (LI) E SUPERIORES (LS) DAS DOSAGENS DE
BILIRRUBINA (MG/DL) NOS RATOS DOS GRUPOS LIGADURA DE
DUCTO BILIAR, NOS PERIODOS DE 1, 2, 7 E 14 DIAS,
SIMULACAO E CONTROLE.
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FIGURA 2 : ASPECTO ILUSTRATIVO DA DILATACAO DO DUCTO BILIAR NOS
RATOS SOB OBSTRUCAQ BILIAR EXTRA-HEPATICA
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4.1.2 Dosagem de Endotoxinas

Exetuando-se os ratos dos grupos Controle e Simulacdo, que nao
apresentavam endotoxinas circulantes detectaveis, os ratos dos demais grupos
apresentavam elevacdo dos niveis de endotoxinas, com aumento diretamente
proporcional ao tempo de ligadura. Comparando-se os grupos com obstrucao biliar
extra-hepatica entre si, s6 ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos 7D e 14D.

TABELA 2 : DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS(M) E DESVIOS PADROES (DP)
DAS DOSAGENS DE ENDOTOXINA (UE/ML) NOS RATOS DOS
GRUPOS DE LIGADURA DE DUCTO BILIAR, NOS PERIODOS DE
1, 2, 7 E 14 DIAS, SIMULACAO E CONTROLE.

Grupo Média +/- DP
1D 0,02 +/- 0,03
2D ' 0,18 +/- 0,08
7D 0,51 +/- 0,25
14D 0,72 +/- 0,17

Controle N3o detectavel

Simulacdo N3o detectavel
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GRAFICO 2 : DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS (M) E LIMITES DE VARIACOES
(95%) DAS DOSAGENS DE ENDOTOXINA (UE/ML) NOS RATOS DOS
GRUPOS LIGADURA DE DUCTO BILIAR, NOS PERIODOS DE 1, 2, 7
E 14 DIAS, SIMULACAO E CONTROLE.

1,2 |

0,8 +
0'6 T
0,4 |

o | [
o l | | |

]
b

14 C S

(Y
~N

4.1.3 Dosagem de TNFa

Com excecao dos ratos dos grupos Controle e Simulagao, todos os demais
grupos apresentaram niveis detectdveis, com aumento dos niveis de TNFa
relacionados com o aumento no tempo de obstrucao biliar. Quando foram
comparados os grupos com ligadura do ducto biliar comum entre si, s ndo se

observou diferenca estatisticamente significante entre os grupos 2D e7D.
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TABELA 3 : DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS(M) E DESVIOS PADROES (DP)
DAS DOSAGENS DE TNFa (PG/ML) NOS RATOS DOS GRUPOS
DE LIGADURA DE DUCTO BILIAR, NOS PERIODOS DE 1, 2, 7 E
14 DIAS, SIMULACAO E CONTROLE.

Grupo Média +/- DP
1D 173,30 +/- 145,76
2D 810,33 +/- 203,69
7D 1111,11 +/- 241,09
14D 2073,30 +/- 275,46
Controle Nao detectavel
Simulacdo N3o detectavel
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GRAFICO 3 : DEMONSTRATIVO DAS MEDIAS (M) E LIMITES DE VARIACOES
(95%) DAS DOSAGENS DE TNFa (PG/ML) NOS RATOS DOS
GRUPOS LIGADURA DE DUCTO BILIAR, NOS PERIODOS DE 1, 2, 7

E 14 DIAS, SIMULACAO E CONTROLE.
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4.2 Estudo Microbiologico

O numero total de ratos que apresentaram translocacao bacteriana em cada
grupo foi, 3/10 (30%) no grupo 1D, 6/9 (66,66%) no grupo 2D, 9/9 (100%) no
grupo 7D, 10/10 (100%) no grupo 14D, 2/7 (28,57%) no grupo Simulagao e 0/10
(0%) no grupo Controle (Grafico 4 e Tabela 4). Comparando-se os grupos entre si,
observou-se que houve diferenca estatisticamente significante quando foram
comparados os grupos 7D e 14D com os grupos Controle, Simulacao e 1D, e

comparando-se 0 grupo Controle com o grupo 2D. Nas demais comparagées nao

houve diferenca estatisticamente significante.

TABELA 4 : DEMONSTRATIVO DAS PORCENTAGENS DE TRANSLOCAGAO
BACTERIANA NOS RATOS DOS GRUPOS DE LIGADURA DE
DUCTO BILIAR, NOS PERIODOS DE 1, 2, 7 E 14 DIAS,

SIMULAGAO E CONTROLE.
Grupo Translocacao/Total %
1D 3/10 30%
2D 6/9 66,66%
7D 9/9 100%
14D 10/10 100%
Controle 0/10 0%
Simulacao 2/7 28,57%
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Em relacao as hemoculturas, no grupo 14D observou-se que as mesmas foram
positivas em 40% dos ratos(4/10), o que foi estatisticamente significante

(p=0,00018). Nos demais grupos as hemoculturas foram todas negativas.

As culturas dos esfregacos de retroperitonio foram negativas em todos os
grupos. O mesmo ocorreu com as culturas de pulmdes, onde nao houve crescimento
de bactérias indicadoras de translocacao bacteriana em nenhuma amostra de

nenhum rato.

Com relacdo as culturas de rins, encontrou-se desenvolvimento de bactérias
em 70% dos ratos (7/10) do grupo 14D. Nos demais ratos dos outros grupos, nao

houve desenvolvimento de bactérias.

GRAFICO 4 : DEMONSTRATIVO DAS PORCENTAGENS DE TRANSLOCACAOQ
BACTERIANA NOS RATOS DOS GRUPOS LIGADURA DE
DUCTO BILIAR NOS PERIODOS DE 1, 2, 7 E 14 DIAS,
SIMULACAO E CONTROLE
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Nas culturas esplénicas, essas foram positivas em 33,33% dos ratos (3/9) do
grupo 7D e em 50% dos ratos (5/10) do grupo 14D. Nos demais grupos, mostraram-

se negativas.

Quando foram avaliadas as culturas de figado, os resultados encontrados
foram positivos em 33,33% dos ratos (3/9) do grupo 2D, em 33,33% dos ratos (3/9)
do grupo 7D e em 100% dos ratos (10/10) do grupo 14D. Nos demais grupos, 0s

resultados foram negativos.

Quanto as culturas dos linfonodos mesentéricos, ocorreu translocagao
bacteriana em 30% dos ratos (3/10) do grupo 1D, em 55,55% dos ratos (5/9) do
grupo 2D , em 100% dos ratos (9/9) do grupo 7D, em 100% dos ratos (10/10) do
grupo 14D. No grupo Simulacao, 28,57% dos ratos (2/7) apresentaram translocacao

bacteriana.

Esses resultados sao demonstrados no Grafico 5.
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GRAFICO 5 : REPRESENTACAO DAS PORCENTAGENS DE TRANSLOCAGAO

BACTERIANA POR AMOSTRAS AVALIADAS NOS GRUPOS
ESTUDADOS
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Também foi avaliado o nimero médio de drgdos com translocacdo bacteriana
por rato de cada grupo, e o que se observou foi a presenga de translocagdao
bacteriana em 1 6rgdo no grupo 1D, 1,33 dérgdos no grupo 2D, 1,55 érgdos no grupo

7D, 3,6 6rgdos no grupo 14D, 1 6rgao no grupo Simulagdo e nenhum drgdo no
grupo Controle (Grafico 6 e Tabela 5).
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TABELA 5 : NUMERO MEDIO DE ORGAOS COM TRANSLOCACAO

BACTERIANA POR RATO, POR GRUPO.

Grupo Média
1D 1
2D 1,33
7D 1,55
14D 3,6

Controle 0

Simulacao 1

GRAFICO 6 : REPRESENTACAO DO NUMERO MEDIO DE ORGAOS COM

TRANSLOCAGAO BACTERIANA NOS GRUPOS ESTUDADOS :
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Foram realizadas comparacoes quantitativas de translocagao bacteriana entre
os grupos. Quando comparou-se translocacdo bacteriana para bago, observou-se
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que, em relacdo a Escherichia coli houve diferenca estatisticamente significante
apenas no grupo 14D, (p=0,0018). Em relacdao ao Enterococcus faecalis nao houve
diferenca estatisticamente significante entre o0s grupos onde isso ocorreu

(p=0,1025).

Quando compararam-se os indices de translocacdo bacteriana para rins, os
resultados demonstraram diferenga estatisticamente significante apenas no grupo
14D, tanto para Escherichia coli, quanto para Enterococcus faecalis (p=1,1464" e
p=0,0155, respectivamente). Nos demais grupos, nao houve diferenca

estatisticamente significante.

Os mesmos resultados foram observados em relacdo a translocacdo
bacteriana para figado, onde s6 foi encontrada diferenca estatisticamente significante
no grupo 14D, para as duas bactérias indicadoras de translocaciio (p=6,9387" para
Escherichia coli e p=0,0019 para Enterococcus faecalis). Nos demais grupos, nao

houve diferenca estatisticamente significante.

Em relacdo a translocacdo bacteriana de FEscherichia coli para linfonodos
mesentéricos_, quando os grupos foram comparados entre si, observou-se que nao
existem diferencas estatisticamente significantes entre os grupos Simulacao x 1D,
Simulacdo x 2D, Controle x 1D, 2D x7D e 7D x 14D. Nas demais comparacées entre
grupos Controle x Simulacdao, Controle x2D, Controle x 7D, Controle x 14D,
Simulagao x 14D, 1D x 2D, 1D x 7D, 1D x 14D e 2D x 14D, observaram-se diferengas

estatisticamente significantes (p=8,2076°). Em relacio a translocacio de
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Enterococcus faecalis observaram-se diferencas estatisticamente significantes entre

os grupos Controle x 2D, Controle x 7D, 1D x2D, 1D x 7D e 2D x 14D (p=0,03251).

Comparando-se o numero de bactérias no intestino delgado, os achados
mostraram que houve diferenca estatisticamente significante tanto para Escherichia
coli quanto para Enterococcus faecalis apenas entre os grupos Simulacdo x 14D

(p=0,0163 e p=0,0029 respectivamente).
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Entre as fungbes do trato gastrointestinal, estdo incluidos complexos
processos de digestdo, absor¢do e secrecdo. Em seu interior, apresentam-se
bactérias, seus metabdlitos e toxinas, que devem ser bloqueados de forma seletiva,
concomitantemente a absorcdo de nutrientes. Para realizar essa fungdo, o intestino
mobiliza métodos imunoldgicos e nao imunolégicos também complexos, que, por sua
vez, permitem prevenir a passagem de bactéria da luz intestinal para outros orgaos,
como linfonodos e destes para a circulagdo sistémica. Esse mecanismo é

denominado, genericamente, de barreira intestinal”®.

Quando esses processos de defesa apresentam alteracOes, bactérias viaveis
da luz intestinal podem passar para a circulacdo sistémica, tomando-se assim, fator
relevante no desenvolvimento de sepse e de disfungbes de multiplos org3os e

sistemas!>%7:%,

Diversas condicdes que geram. resposta inflamatoria severa, tais como,
queimaduras*”-%, traumas™>** ou infeccdes?*® sdo capazes de levar a faléncia de
barreira intestinal. O estado nutricional também é importante para manutengao
dessa barreira®. Alteracdes da barreira intestinal também podem ocorrer em
situacoes efn" que exista diminuicdo da oferta de oxigénio, como hipotensao, choque

ou uso de vasodilatadores que diminuem a perfusdo intestinal*%*>,

Existem observagoes clinicas e experimentais que indicam o intestino como o

reservatorio para bacteremia e endotoxemia em pacientes gravemente enfermos®°,

O papel do intestino ndo é apenas servir como fonte de bactérias e toxinas,

mas também ativar o sistema imunoldgico local com a producdo de citocinas e outros



5-Discussao 54

mediadores imuno-inflamatérios. Esses mediadores intestinais podem induzir a
resposta inflamatoria sistémica, que potencialmente pode levar ao aumento da
permeabilidade intestinal, criando assim um ciclo vicioso que perpetua a liberacao
dos mediadores téxicos™®52%7, Essas evidéncias levaram BORDER et al.!3 a criar 0
termo “estado séptico intestinal” e MARSHALL et al.>> a definir o intestino como
“abscesso n3o drenado” na disfungio de mudltiplos 6rgdos. CARRICO et al.'®
definiram o intestino como o “motor” dessa disfuncdo, porém SWANK & DEITCH”
conduiram que o sistema imuno-inflamatério € o verdadeiro “motor” dessa sindrome,

enquanto o intestino € um dos principais “pistoes” que impulsionam esse “motor”.

Translocacdo bacteriana é um evento facilmente compreensivel quando esta
associada a ulceracbes da mucosa intestinal. Os microrganismos simplesmente
passam através das areas lesionadas do epitélio, penetrando diretamente na lamina
propria®. Porém, 0 mecanismo exato pelo qual as bactérias presentes na luz intestinal
chegam vidveis aos linfonodos mesentéricos e a circulagdo sistémica, através da
mucosa intestinal integra, ainda ndo foi totalmente definido”. A despeito de uma
maior populacdo bacteriana localizada no codlon, translocacdo bacteriana ocorre
principalmente no intestino delgado’. Alguns autores acreditam que as bactérias
e/ou endotoxinas se fixam nas células epiteliais, penetram na lamina propria, onde
sdo avidamente fagocitadas por macrofagos e por eles transportadas através dos
canais linfaticos para os linfonodos mesentéricos, ou através dos vasos sangiiineos
para o figado ou outros 6rgaos. As bactérias chegariam viaveis até os linfonodos

mesentéricos por falha do macréfago em digerir as bactérias fagocitadas®’®.
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Basicamente s3o trés os fatores responsaveis pela ocorréncia de translocacao
bacteriana: alteracdo da microflora intestinal normal; alteracdo nos mecanismos de
defesa do hospedeiro e fatores que levam a injaria da barreira intestinal®® 2, A ndo
ocorréncia de translocacdo bacteriana em animais e seres humanos sadios deve-se a
presenca da barreira intestinal integra, a microflora intestinal normal e ao estado

imunoldgico competente do hospedeiro.

Em relacdo as lesdes da mucosa intestinal na obstrucdo biliar extra-hepatica,
existem relatos de auséncia de lesdbes, com mucosa intestinal histologicamente
preservada®?. Outros estudos mostram, porém, a presenca de alteragdes histoldgicas
em ileo terminal. Alguns autores acreditam que essas alteragbes sao puramente
descritivas, sem papel importante na ocorrénda de translocacio bacteriana®.
Entretanto, outros relatam que essas alteragbes podem contribuir em parte para que
ocorra translocacao bacteriana em vigéndia de ligadura do ducto biliar comum. As
alteragbes mais freqgiientes s3o edema subepitelial das vilosidades intestinais®>’?,
aumento do niimero de figuras de mitose?, dilatacio de vasos linfaticos e aumento

de células epiteliais no estroma™.

Um _fator de fundamental importancia para translocagdo bacteriana em
obstrucdo biliar extra-hepatica parece ser a auséncia de bile, e, consegiientemente,
de sais biliares na luz intestinal. Sabe-se que a bile de ratos apresenta uma
concentracio de cerca de 90% de Ig A2, A Ig A secretdria tem como principal
acdo ligar-se aos patogenos intraluminares, e impedi-los de aderirem-se ao epitélio e

penetrarem na célula epitelial’**. 14 os sais biliares previnem a endotoxemia, por
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aderirem-se a endotoxina intraluminal e formarem complexos detergentes de dificil
absorcdo, que sdo eliminados nas fezes™. A auséncia de bile intraluminal pode ser
responsavel pelos distirbios que ocorrem no equilibrio da microfiora nativa, uma vez

que ela pode inibir o crescimento bacteriano, tanto in vitro como in vivo™.

No estudo de SLOCUM et al.”, foi avaliado se auséncia de bile na luz intestinal
promoveria translocacao bacteriana. Um dos grupos foi submetido a ligadura do
ducto biliar comum, e outro, a derivacdo colédoco-vesical. A incidéncia de
translocacao bacteriana foi similar entre os dois grupos. Isso demonstra que nao
seria a obstrucdo biliar, mas sim a auséndia de bile na luz intestinal que causaria

lesdo da mucosa intestinal e translocagao bacteriana.

Em relacdo ao desequilibrio da microflora intestinal nativa, em associacdo a
obstrucdo biliar extra-hepatica, varios estudos tentam associar esse distirbio como
um fator a mais, que pode colaborar para aumentar a incidéncia de translocacdo
bacteriana. Existem relatos de alteragbes qualitativas da populacdo bacteriana de
ceco de ratos submetidos a ligadura do ducto biliar comum que apresentam aumento
do nimero de baclos Gram-negativos, com diminuicdo do nimero de
Lactobaa7/?2'37'5? . Por outro lado, existem estudos de avaliagdes do nimero de
bacilos Gram-negativos no ceco de ratos submetidos a obstrucgo biliar extra-hepética
que nao apresentam aumento estatisticamente significante do nimero de bactérias,

em relacio a ratos sem ligadura do ducto biliar*>6%72,

PARKS et al.®® relataram auséncia de alteragdes no equilibrio da microflora

intestinal no intestino delgado de ratos submetidos a ligadura do ducto biliar comum.
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O mesmo achado foi evidenciado no presente estudo, exceto quando foram

comparados os ratos dos grupos 14D versus Simulagado.

Existem algumas substancias que, quando usadas na vigéncia de obstrucdo
biliar extra-hepatica, através de diferentes mecanismos de acao, promovem reducao
no indice de translocacao bacteriana. Lactulose, um dissacarideo semi-sintético, que
€ usada para tratamento de constipacdo e encefalopatia hepatica, quando utilizada
em modelos experimentais de oclusdo biliar extra-hepatica, mostrou uma redugdo na
translocacao bacteriana. A enzima B-galactosidase, encontrada em FEscherichia coli,
degrada a lactulose em lactato e piruvato, reduzindo o pH cecal. A diminuicdo do pH
cecal diminui a colonizagdo de bactérias Gram-negativas, e, conseqiientemente, a
endotoxemia. Aparentemente, a lactulose possui um valioso efeito em prevenir

endotoxemia®’.

Outra substdnda que pode reduzir translocacdo em vigéncia de ligadura do
ducto biliar comum é o alupurinol, um inibidor competitivo da xantina-oxidase. A
xantina-oxidase € originada da conversao dé xantina-dehidrogenase, causando uma
peroxidagao de lipideos da mucosa intestinal. A mucosa intestinal é um dos locais
com maior ,quanﬁdade de xantina-oxidase. Essa peroxidacdo causa atrofia intestinal
e, posteriormente, ativagdo de neutrdfilos polimorfonucleares. O alupurinol inibe
competitivamente a xantina-oxidase, reduzindo a translocacdo bacteriana, por
reduzir a peroxidacao dos lipideos da mucosa intestinal. O seu papel clinico é apenas

especulativo, porque ratos sao muito diferentes de seres humanos em relagdo a
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distribuicdo da xantina-oxidase. Porém, essa substancia merece ser estudada

melhor®®7°,

Teoricamente, translocacdo bacteriana pode ser inibida por ativacao dos
macrofagos da mucosa intestinal, induzindo o aumento da capacidade de
fagocitose®. Uma sustincia que causa essa ativagio é o Muramil Tripeptideo
Fosfatidiletolamina (MTF.), um derivado do Muramil Dipeptideo, conhecido potente
agente de ativacio macrofagica. DING et al.® utilizaram MTF via oral em ratos com
obstrucdo biliar comum, e observaram uma reducdo no indice de translocagdo
bacteriana, de 40% para 0%, quando compararam-se ratos com obstrucdo biliar
extra-hepatica usando placebo, e ratos com ligadura do ducto biliar comum usando

MTF.

A endotoxemia tem sido alvo de intensas pesquisas, principalmente no que se
refere a ativacdo de citocinas pro-inflamatdrias e ocorréncia de Sindrome de
Resposta Inflamatoria Sistémica. A endotoxemia é induzida pela disseminacdo de
componentes lipopolissacaridicos do revestimento de bactérias Gram-negativas. Por

isso o termo LPS passou a ser de uso corrente, e sindnimo de endotoxina®**,

A inoculagdo de quantidades variaveis de LPS é capaz de induzir efeitos
adversos, que vao de simples calafrios até o choque e a morte de animais sob
experimentacdo’. As moléculas de endotoxinas formam uma rigida armadura,
protegendo as bactérias Gram-negativas dos efeitos adversos do meio externo e
também da agdo de antibidticos*. Em modelos experimentais, obstrucio biliar extra-

hepatica reduz a resposta imunoldgica e suprime a imunidade celular especifica.
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Fatores como hiperbilirrubinemia e niveis elevados de dacidos biliares foram
considerados responsaveis por essas alteracbes imunoldgicas. GREVE" et al.,
utilizando ratos convencionais e ratos livres de bactérias, submetidos a ligadura do
ducto biliar comum, confirmaram a presenca de supressdao da imunidade celular.
Porém, apesar de os niveis de hiperbilirubinas serem similares, supressao da
imunidade ndo ocorreu nos ratos livres de bactérias, que apresentaram niveis muito
baixos de endotoxinas e auséncia de bactérias no trato gastrointestinal, indicando
que endotoxinas derivadas do intestino tém um papel crucial na supressio da
imunidade celular. Além disso, administracdo subcutdnea de endotoxinas nesses
ratos livres de bactérias resultou em supressdo da imunidade celular, similar a

encontrada em ratos convencionais com ligadura do ducto biliar comum.

No presente estudo, endotoxemia foi detectada em todos os grupos, com
excegao dos grupos Simulagao e Controle. O aumento foi diretamente proporcional
ao tempo de ligadura do ducto biliar comum, com diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos. CLEMENTS et al.” observaram resultados semelhantes, '
também com diferencas estatisticamente signiﬁcantes, quando compararam ratos
com 3 semanas de obstrucdo de ducto biliar comum com ratos submetidos a
simulagdo de ligadura do ducto. Esses autores concluiram que o tempo de duracdo

da obstrugdo biliar extra-hepatica aumenta os niveis de endotoxinas circulantes.

O TNFa é o principal mediador da resposta do hospedeiro frente a bactérias
Gram-negativas e outros agentes infecciosos'. O TNF é sintetizado sob duas formas:

0 TNFa e o TNFB, também conhecido como linfotoxina. O TNFa é produzido por
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varios tipos de células, mas sua maior fonte bioldgica s3ao os fagocitos
mononucleares, que o produzem quando estimulados por LPS*.Portanto, TNFa é

um mediador importante da toxicidade das endotoxinas.

Neste estudo, TNFa foi detectado em todos os grupos, com excecao dos ratos
dos grupos Simulacao e Controle. Da mesma forma que a endotoxemia, apresentou
um aumento proporcional ao tempo de obstrugdo biliar, comprovando que, quanto
maior foi o nivel de endotoxinas circulantes, maior foi o estimulo dessa endotoxina
sobre os macréfagos, e, conseqiientemente, maior a producdo de TNFa. Houve
diferenca estatisticamente significante entre todos os grupos comparados. Os
mesmos achados foram também demonstrados por REYNOLDS et al.®, que
observaram aumento dos niveis de TNF circulante em ratos submetidos a obstrucdo

biliar extra-hepatica.

O Sistema Reticuloendotelial (SRE) é composto de macrdfagos fixos e livres
que, entre outras fungbes, s3o responsaveis pelo clareamento de particulas

estranhas do sangue'®”*

, como, por exemplo, bactérias. A grande maioria do SRE
esta localizada no figado e no bago, que conseguem remover cerca de 95% das
bactérias circulantésm. Disfungao nesse sistema pode causar aumento na incidéncia
de infecgDes, observadas em pacientes com ictericia obstrutival®'!. Estudos
realizados em coelhos e ratos, com ligadura do ducto biliar comum, mostram

disfungao do SRE, que se inicia precocemente e pode persistir até 6 meses apos a

resolucdo da obstrugdo biliar. Essa disfuncdo pode ser por defeito na morte
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intracelular da bactéria, uma diminuicdo na “entrega” de bactérias as células reticulo-

endoteliais, ou uma combinacsio desses fatores'%”%74,

Em todos os grupos, as culturas dos swabs dos esfregacos do retroperitoneo
foram negativas, 0 que demonstra nao ter havido contaminagdo dos drgaos dos
ratos que apresentaram translocacdao bacteriana, com possiveis bactérias existentes
na cavidade abdominal. O mesmo aspecto foi observado por CLEMENTS et al.? e

CAKMAKCI et al.®®

Em relacdo a translocagdo bacteriana qualitativa, este estudo demonstrou
positividade em todos os grupos, com excegao do grupo Controle, onde nao ocorreu
translocacao para nenhum rato. No grupo Simulacdo, observou-se translocacdo
bacteriana em 28,57% dos ratos. Essa bacteremia, que ocorreu apds manipulagdo e
simulagao da ligadura do ducto biliar comum, também foi encontrada por outros
autores”*2. Nos ratos dos grupos com ligadura do ducto biliar comum, houve um
aumento da incidéncia de translocacdo bacteriana relacionada com o aumento do
tempo de obstrucao biliar extra-hepatica. Resultados semelhantes foram observados
por diversos autores?%3%7:62

Também observou-se aumento no nimero de érgdos com translocacio
bacteriana, relacionado ao tempo de ligadura do ducto biliar comum, demonstrando
maior intensidade na passagem de bactérias viaveis quanto maior foi o tempo de
obstrucdo. Essa maior intensidade foi mais evidente no grupo 14D, onde observou-se
translocacdo bacteriana para 6rgdos como rins, e hemocultura positiva, o que ndo

0CoITeu Nos outros grupos.
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Quando comparou-se a quantidade de bactérias translocadas, a maior
intensidade de translocacdo no grupo 14D tornou-se mais evidente. Em relagao a
quantidade de bactérias translocadas para rins, baco e figado, encontraram-se
diferencas estatisticamente significantes apenas no grupo 14D. Nos demais grupos,

nao houve diferengas estatisticas quando os grupos foram comparados entre si.

Em relacdo a quantidade de bactérias translocadas para linfonodos
mesentéricos, observou-se um aumento do seu nimero, relacionado diretamente ao
tempo de obstrucao biliar, apresentando diferencas estatisticamente significantes
entre 0s grupos, com excecao das comparacoes entre os grupos Simulacao e 1D,
Simulagdo e 2D, Controle e 1D, 2D e 7D, e 7D e 14D, que n3do apresentaram

diferencas estatisticamente significantes.

Provavelmente ndo exista um fator isolado que cause translocagao bacteriana
em ratos com obstrugao biliar extra-hepatica, mas sim, uma somagado de fatores que,
atuando em conjunto, provoquem esse fendmeno. A auséncia de bile na luz
intestinal, que pode causar desequilibrio na flora intestinal nativa provocando um
aumento de bactérias Gram-negativas, alteracGes histoldgicas do ileo terminal, que
podem estar presehtes ou nao, e diminuicdo da funcdo do sistema reticuloendotelial,
encontrada em ratos com obstrugao biliar extra-hepatica, parecem ser os principais
eventos envolvidos no aumento dos indices de translocagdo bacteriana nesses ratos.
Outros fatores, como maior tempo de obstrucdo biliar, niveis mais elevados de
endotoxinas e TNFa circulantes contribuem para que esses indices de translocacdo

bacteriana sejam maiores.
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Apods analise dos resultados do presente estudo podemos concluir que:

Obstrucao biliar extra-hepatica predispoe translocac@o bacteriana.
Obstrucdao biliar extra-hepatica causou aumento nos niveis de
endotoxinas circulantes.

Obstrugdo biliar extra-hepatica causou aumento nos niveis de TNFa
circulante.

Quanto maior foi o tempo de obstrucao biliar extra-hepatica, maior foi o
numero de ratos com translocacdo bacteriana, o niumero de 6rgdos com
translocacao bacteriana, o nivel de endotoxemia e o nivel de TNFa

circulante.
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ANEXO

TABELA 6: DOSAGENS DE BILIRRUBINAS, ENDOTOXINAS E TNFa NOS
RATOS DO GRUPO 1D

Bilirrubinas .
. Endotoxina TNFax
Grupo Rato Totais
(mg/dI) (UE/ml) (Pg/ml)

1 7,46 0 0
2 7,09 0,07 136
3 8,61 0,016 263

4 5,31 0 0
5 8,84 0 145
1D 6 5,45 0 316
7 5,67 0,08 416
- 8 6,78 0 281

9 5,92 0 0
| 10 8,64 0 176

TABELA 7: DOSAGENS DE BILIRRUBINAS, ENDOTOXINAS E TNFa NOS RATOS

DO GRUPO 2D
Bilirrubinas .
Grupo Rato Totais E'(‘g‘;?n’::;" (ggl‘lF;I)
(mg/dI)
1 3,82 0,17 726
2 3,98 0,36 1026
3 6,61 0,29 618
4 3,6 0,11 716
2D 5 4,88 0,17 1018
6 4,93 0,13 1126
7 6,51 0,15 723
8 3,58 0,14 816
9 3,83 0,16 817
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ANEXO

TABELA 8: DOSAGENS DE BILIRRUBINAS, ENDOTOXINAS E TNFa NQS

RATOS DO GRUPO 7D
Bilirmubinas .
. Endotoxina TNFa
Grupo Rato Totais
(mg/any __ (VE/mD  (Pg/mi)

1 4,25 0,53 1531

2 5,28 0,72 1360

3 6,48 0,81 1101

4 6,60 0,35 975

7D 5 4,82 0,27 921
6 4,10 0,83 1043

7 4,15 0,59 716

8 6,30 0,24 1213

9 5,38 0,22 1140

TABELA 9: DOSAGENS DE BILIRRUBINAS, ENDOTOXINAS E TNFa NOS RATOS

DO GRUPO 14 D.
Bilirrubinas .
Grupo Rato Totais E'('gztlo;:;'a (:gNIFI:I)
(mg/d)
1 5,18 0,89 2150
2 6,19 0,73 2818
3 10,04 0,63 1846
4 4,54 - 0,74 1768
5 4,76 0,51 2136
14D 6 5,81 0,39 2317
7 4,27 0,74 1786
8 5,75 0,83 1684
9 4,38 0,91 2310
10 4,02 0,84 2418
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TABELA 10: DOSAGENS DE BILIRRUBINAS, ENDOTOXINAS E TNFa NOS RATOS

DO GRUPO CONTROLE
Bilirrubinas .
. Endotoxina TNFa
Grupo Rato Totais
1 0,27 0 0
2 0,32 0 0
3 0,73 0 0
4 0,91 0 0
5 0,57 0 0
Controle 6 0,53 0 0
7 0,81 0 0
8 0,29 0 0
9 0,75 0 0
10 0,80 0 0

TABELA 11: DOSAGENS DE BILIRRUBINAS, ENDOTOXINAS E TNFa NOS

RATOS DO GRUPO SIMULACAO
Grupo Rato mlm:as Endotoxina TNFa
(UE/ml) (Pg/ml)
(mg/dl)
1 0,39 0 0
2 0,56 0 0
3 1,0 0 0
Simulacado 4 0,65 0 0
5 0,50 0 0
6 0,39 0 0
7 0,48 0 0
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ANEXO

TABELA 12:  ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPOS EM RELAGAO
A TRANSLOCACAO BACTERIANA QUALITATIVA

GRUPOS p — valor Significancia
1D X 2D 0,1789 Sem significancia
ID X 7D 0,0031 Com significancia
1D X 14D 0,0031 Com significancia
1D X Simulacao 0,1000 Sem significancia
2D X 7D 0,2059 Sem significancia
2D X 14D 0,0867 Sem significancia
2D X Simulacdo 0,3147 Sem significancia
7D X Simulagdo 0,0048 Com significancia
14D X Simulacao 0,0034 Com significdncia
1D X Controle 0,2105 Sem significancia
2D X Controle 0,0031 Com significancia
7D X Controle 0,000 Com significancia
14D X Controle 0,000 Com significancia
Simulacdo X Controle 0,1544 Sem significancia

TABELA 13: ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPOS EM RELACAO AS

BILIRRUBINAS

Grupos n Soma dos Ranks

iD 10 45,0000

2D 9 233,0000

7D 9 301,0000

14D 10 331,0000

Controle 10 94,5000

Simulacao 7 76,5000

p valor = 0,0000

TABELA 14: ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPOS EM RELACAO A ENDOTOXINA

Grupos n Soma dos Ranks
1D 10 55,0000
2D 9 142,0000
7D 9 228,5000
14D 10 315,5000

p = 0,0000



70

ANEXO

TABELA 15: ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPQS EM RELACAQ AO TNFa

Grupos n Soma dos Ranks
iD 10 55,0000
2D 9 150,5000
7D 9 200,5000
14D 10 335,0000
p = 0,0000

TABELA 16: ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPOS EM RELACAO A
TRANSLOCAGAO BACTERIANA QUANTITATIVA DE Escherichia coli

PARA BACO

Grupos n Soma dos Ranks

1D 10 24,0000

2D 9 24,0000

7D 9 32,3333

14D 10 38,5000

Controle 10 24,0000

Simulacdo 7 24,0000

p valor = 0,0018

TABELA 17: ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPOS EM RELAGAC A
TRANSLOCAGAO BACTERIANA QUANTITATIVA DE Escherichia coli

PARA RINS

Grupos n Soma dos Ranks

1D 10 25,0000

2D 9 25,0000

7D 9 25,0000

14D 10 41,5000

Controle 10 25,0000

Simulacao 7 25,0000

p valor = 0,0000
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ANEXO

TABELA 18: ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPOS EM RELACAO A
TRANSLOCAGAO BACTERIANA QUANTITATIVA DE Escherichia coli

PARA FIGADO
Grupos n Soma dos Ranks
iD 10 20,0000
2D 9 28,6667
7D 9 28,2222
14D 10 48,8000
Controle 10 20,0000
Simulacao 7 20,0000
p valor = 0,0000

TABELA 19: ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPOS EM RELACAO A
TRANSLOCAGAO BACTERIANA QUANTITATIVA DE Escherichia coli
PARA LINFONODOS MESENTERICOS

Grupos n Soma dos Ranks

iD 10 19,1500

2D 9 31,2222

7D 9 38,2222

14D 10 44,8000
Controle 10 13,5000
Simulacdo 7 20,0714

p valor = 0,0000

TABELA 20: ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPOS EM RELAGAO A
TRANSLOCAGAO BACTERIANA QUANTITATIVA DE Enterococcus

faecalis PARA BACO

Grupos n Soma dos Ranks

iD 10 27,0000

2D 9 27,0000

7D 9 27,0000

14D 10 32,5000

Controle 10 27,0000

Simulacao 7 27,0000

p valor = 0,1025
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ANEXO

TABELA 21: ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPOS EM RELACAO A
TRANSLOCACAO BACTERIANA QUANTITATIVA DE Enterococcus

faecalis PARA RINS

Grupos n Soma dos Ranks

iD 10 26,5000

2D 9 26,5000

7D 9 26,5000

14D 10 34,7500

Controle 10 26,5000

Simulacao 7 26,5000

p valor = 0,0155

TABELA 22: ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPOS EM RELACAO A
TRANSLOCACAQ BACTERIANA QUANTITATIVA DE Enterococcus

faecalis PARA FIGADO

Grupos n Soma dos Ranks

1D 10 26,0000

2D 9 26,0000

7D 9 26,0000

14D 10 37,0000

Controle 10 26,0000

Simulacao 7 26,0000

p valor = 0,0019

TABELA 23: ANALISE ESTATISTICA DOS GRUPOS EM RELAGAO A
TRANSLOCAGAO BACTERIANA QUANTITATIVA DE Enterococcus
faecalis PARA LINFONODOS MESENTERICOS

Grupos n Soma dos Ranks
1D 10 24,5000
2D 9 36,5556
7D 9 35,7778
14D 10 26,1000
Controle 10 , 19,5000
Simulacao 7 26,8571

p valor = 0,0325



ANEXO 3

TABELA 24: NUMERO MEDIO DE BACTERIAS DA ESPECIE Escherichia coli POR
GRUPO, NO FRAGMENTO DE INTESTINO DELGADO

Grupos n Namero médio de
bactérias
1D 10 13410,51
2D 9 14228,64
7D 9 13580,66
14D 10 27891,15
Controle 10 15886,56
Simulacao 7 17767,78

p valor = 0,0163

TABELA 25: NUMERO DE BACTERIAS DA ESPECIE Enterococcus faecalis POR
GRUPO, NO FRAGMENTO DE INTESTINO DELGADO

Grupos n Numero médio de
bactérias
1D 10 7152,13
2D 9 8077,01
7D 9 7162,97
14D 10 18565,21
Controle 10 7933,03
Simulacao 7 6016,70

p valor = 0,0029
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