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RESUMO

Este estudo tem por objetivo pesquisar a translocagdo bacteriana em ratos, em
vigéncia de ascite decorrente do processo tumoral induzido pelo Sarcoma 180.
Para este proposito, recorreu-se a pesquisa de bactérias indicadoras de
contamina¢do com flora enteral em sangue, liquido ascitico e o6rgaos.
Determinou-se as concentragdes de proteinas totais, albumina, sédio e potassio
e avaliou-se a permeabilidade vascular intestinal, peritoneal e de tecido
mesentérico. Foram utilizados 70 ratos Wistar, machos, com pesos
compreendidos entre 212-257g. Os animais foram divididos em grupos A, B, C,
D, E (evolugdo tumoral) com 10 ratos cada, os quais foram submetidos a
inoculacdo de células tumorais intraperitonealmente e grupe F (controle) com 20
ratos. Nos periodos pré-determinados: 5°, 6°, 7°, 8° e 9° dias, os animais sob
evolugdo tumoral foram avaliados: pela pesquisa bacteriologica através de
amostras do sangue, liquido ascitico, nodulos linfaticos mesentéricos, pulmoes,
rins, figado e bago, dosagens séricas e asciticas de proteinas totais, albumina,
sodio e potassio, contagem de leucocitos e determinagao das concentragoes do
corante Azul de Evans extraido pela formamida 8 horas apos incculagao do
mesmo por via endovenosa. Qs resultados da pesquisa bacteriolégica
demonstraram translocagdo de Escherichia coli e Enterococcus faecalis para
100% de todos os orgaos e liquido ascitico, a partir do 7° dia de evolugéo
tumoral, comparada a 0% do grupo controle, ao passo que, nao houve
isolamento de bactérias em amostras de sangue de nenhum rato dos grupos
estudados, controle ou sob evolugdo tumoral. Os resultados das dosagens de
proteinas totais no soro, demonstraram diminuigdo estatisticamente significativa
nos ratos sob evolucao tumoral, em relagdo ao grupo controle. Ocorreu uma
invers@o do gradiente de albumina soro-ascite somente no grupo C (7° dia de
evolugdo tumoral). As concentragbes de sodio foram maiores no plasma que em
ascite, enguanto que as concentragoes de potassio, apresentaram esta relacao
inversa. A contagem de leucocitos demonstrou leucopenia progressiva. Nos
animais sob evolugcac tumoral, foi observada a permeabilidade vascular
aumentada em paredes intestinal e peritoneal e tecido mesentérico a partir do 5°
dia de evolucao tumoral. Conclui-se gue ocorreu translocagao bacteriana em
ratos com ascite induzida por tumor, € que provavelmente a permeabilidade
vascular aumentada, associada ao desequilibrio idnico e protéico, e a
leucopenia progressiva, sejam neste experimento, os fatores relacionadas a
translocagao bacteriana.
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ABSTRACT

The aim of the present study, was to research the bacterial translocation in rats in
the presence of ascitic fluid induced by the Sarcoma 180. This proposal was
evaluated for the presence of enteric bacteria indicating fecal contamination in
blood, ascitic fluid and tissues. The concentrations of total protein, albumin, sodium
and potassium, and the evaluation of peritoneal, intestinal and mesenteric vascular
permeability were determined. Seventy Wistar rats, all males, weighting from 212 to
257g were used. The animals were divided in groups A, B, C, D and E, (tumoral
evolution), each of them with 10 rats, they were submitted to inoculation of tumoral
cells intraperitoneally, and group F, (contral) with 20 rats. On pre-determined days
5th, 6th, 7th, 8th and 9th the animals in tumoral evolution, were bacteriologically
evaluated through samples of blood, ascitic fluid, mesenteric nodes, lung, kidney,
liver and spleen , by determining seric and ascitic fluid of total protein, albumin,
sodium, potassium and by determining the concentration of leukocytes and Evans
blue, extracted by formamid, 8 hours after injected intravenous. The results of
bacteriologic research showed that bacterial translocation was present in all organs
and ascitic fluid in 100% of the animals, after the 7th day of tumoral evolution and in
none of the animals in the control group, although, no bacteria was present in the
blocd of any groups of animals studied, control or tumoral evolution. The results of
seric total protein, showed lower statistic meaning on rats with tumoral evolution,
when related to the control group. The serum-ascitic albumin gradient was present
only in group C (7th day of tumoral evolution). The seric sodium concentration
showed to be bigger in the plasma than in the ascitic fluid, while the potassium
concentration, showed an inverse relation. The leukocytes concentration showed
leucopenia progressive. The vascular permeability was increased in the peritoneal
and intestinal wall and mesenteric tissue since de 5th day of tumoral evolution. The
results obtained conclude that, there was bacterial translocation in ascitic fluid
induced by tumor and probably the increased permeability associated to ionic and
protein desequilibrium and leucopenia progressive, were in this experiment related
to bacterial translocation.

xii
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1. Introducao

O termo ascite, do grego ASKOS, utilizado pela primeira vez em 1398 por
Trevisa, que significa bexiga, barriga ou bolsa, refere-se ac acumulo de liquido na
cavidade peritoneal. A ascite desde os primordios da histéria da Medicina tem
interessado pesquisadores, pois 0s Egipcios ja demonstravam este conhecimento
em 1500 antes de Cristo, citado por Dawson (1960) g, Cohn (1985) (g,

A etiologia da formagdo de colegdes liquidas na cavidade peritoneal se
revela mais complexa @ medida que se aprofundam as indagacoes atinentes.

Muitas doengas, reconhecidas como indutoras de liguido livre dentro da
cavidade peritoneal, estdo relacionadas ora a processos patologicos que nao
afetam diretamente o peritbnio, ora a processos consequentes a doencgas
peritoneais primarias ou sistémicas. Assim € que aponta-se, como participantes
frequentes dos processos morbidos ascitogénicos na Europa e Ameérica do Norte a
cirrose hepatica, carcinose peritoneal, insuficiencia cardiaca congestiva e
peritonite tuberculosa, estas que justificam mais de 90% das ascites naquelas
regides (12, @assim como na experiéncia local .

A interpretac@o do fendmeno se modificou ao longo dos anos e ora dispéem-
se para plausiveis explicagdes, o conceito de que a superficie peritoneal sendo
membrana semipermeavel, permite a difusédo passiva de agua e solutos entre a
cavidade abdominal e os vasos subperitoneais, sanguineos e linfaticos. Verifica-se
de maneira geral que a absorgéo de agua e solutos de peso molecular inferior a
2.000 guilodaltons, ocorre na cavidade peritoneal pelo sistema vascular, ao passo
que, moléculas maiores e outras substancias difundem-se pelos vasos linfaticos
(96)-

As trocas liquidas entre os compartimentos ascitico e vascular, ocorrem
principalmente através do leito capilar localizado sob o peritdonio visceral, onde o
liquido resgata rapidamente o equilibrio osmotico em relagae ao plasma (g5. Nessa
ordem de conhecimentos, pode-se melhor compreender a presenca de substancias
e elementos celulares, patolégicos ou ndo, no fluide peritoneal normal e em

colecbes asciticas.
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Este tema, de grande significacdo doutrinaria € nao mencs de interesse
pratico, deu lugar a amplos estudos, e ac que se observa na farta bibliografia
atinente, nao esta esgotado. Certo porém, € que a partir do momento em que se
relacionou infecgdo sem foco inicial definido em colegdes asciticas, iniciou-se novo
momento para estas indagagdes, no sentido de elucidar os mecanismos pelos
qguais as bactérias entéricas escapariam de seus sitios normais e se disseminariam
para outros.

Neste contexto, varios termos tém sido propostos para configurar a
passagem de substancias e microrganismos oriundos do trato gastrintestinal, que
ao ultrapassarem a barreira intestinal atingem a circulagdo sanguinea e 6rgaos.
Em 1965, dois investigadores alemaes, Volkheimer e Schultz, citados por
Volkheimer em 1974, observaram a passagem de particulas microscopicas de
natureza viva ou morta, através da mucosa intestinal intacta, utilizaram para este
fendbmeno o termo persorption, termo este, ainda n&o adotado na literatura
especializada em nosso mMeio (10g. Migragao transmural ou resorption, este também
ainda nao adotado, descrevem a passagem de bactérias viaveis e a certas
propriedades das mesmas em promover sua migragao atraves da mucosa intestinal
©o3.102. Keller e Engley em 1958, parecem ser os primeiros a utilizar o termo
translocagao para descrever a passagem de microrganismos atraves do epitélio
intestinal . Subsequentemente Wolochow, Hildebrand e Lamanna em 1966,
empregaram este termo para descrever a passagem de bactérias viaveis do trato
gastrintestinal para nddulos linfaticos mesentéricos de ratos 2. Estes termos
sintetizam apenas o transito de microrganismos de locais definidos para outros,
nos quais ndo estariam originalmente alocados, sem meng&o aos mecanismos
envolvidos nestes processos.

A translocacao de bactérias atraves da mucosa intestinal ocorre em distintas
circunstancias Parece ser promovida isoladamente ou pela combinacdo dos
seguintes fatores: alteracdo do balangco da microflora intestinal, debilitacdo das
defesas imunes do hospedeiro e alteragdes fisicas da barreira intestinal @y F
talvez devido & multiplicidade destes fatores e a caréncia de medidas eficientes e
disponiveis para prevenir a translocacao bacteriana, que verifica-se em muitas
situagdes a emergéncia de quadros septicos que evoluem para Sindrome da
Disfungdo Multipla dos Orgaos (MODS), sem definigdo de um foco original

infeccioso (s3.124.125. A procura de uma plausivel explicacao para o desenvalvimento
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da MODS, agora denominada Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica
(SIRS), sugere serem as alteracGes da barreira intestinal como resultado da
presenga extra-intestinal de toxinas e bactérias. Entretanto, a hipotese de crigem
intestinal ser responsavel pela SIRS, parece pouco provavel, devido estudos
experimentais e humanos demonstrarem SIRS com isoclamento bacteriano
negativo. Porém, a exclusdo desta hipétese como a maior contribuidora da SIRS
pode ser prematura, devido a complexidade da inflamag¢ao nas tunicas intestinais
resultante da passagem de bactérias que nao deve ser desprezada (1.

A patogénese da translocagdo bacteriana proveniente do trato
gastrintestinal ocorre em etapas. Na primeira, concebe-se este processo ocorrendo
em um hospedeiro higido, quando € verificada a passagem de bactérias viaveis
aos limites dos nddulos linfaticos mesentéricos, ndo sendo a partir destes,
expandida para outros érgaos ou circulagées linfatica e sanguinea. Menciona-se
que baixos niveis de transloca¢ao bacteriana oriundas do trato, como benéficas ao
estimular o sistema imune e posteriormente, responder contra a invasao por
bactérias patogénicas ().

A segunda etapa, quando na qual estariam envolvidos organismos
imunodeficientes, o processo seria extrapolado dos limites dos nodulos linfaticos
mesentericos, ocorrendo entao, disseminagao bacteriana sistémica. Considera-se
que a gravidade ou nao desta colonizacao, estaria afeta a populagao bacteriana
infectante e aos fatores de viruléncia contra os guais o organismc hospedeiro
possa ou nao superar estas agressoes.

A terceira e ultima etapa da translocacdo bacteriana esta associada a
quadros clinicos septicos com elevada morbi-mortalidade ;. Nestas situagdes o
organismo nao dispdem de recursos para superar as agressdes advindas da
virulencia bacteriana, e muitos fatores atuariam em sinergismo no sentido da
debilitacdo de sua capacidade em conter as bacterias dentro dos limites intestinais,
como sao descritas nas infec¢des causadas por bactérias gastrintestinais aerdbias
translocadas em pacientes imunocomprometidos por cancer

Em diversas situacdes experimentais e clinicas tém sido descritas a
segunda e terceira etapas, tais como: abscesso intra-abdominal (11g, antibiéticos
1538114, CIlTOSE hepatica 7157, chogque hemorragico (g 1439 dano termico (3as.41.72.73).
doenga de Crohn (7, doengas hematologicas (ipg, dreno (s, drogas

IMUNOSSUPressoras 1784, endotoxinas (4, hepatectomia (114, hipertensao portal
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s0.98). Ictericia obstrutiva sser), inflamacao sistémica s, irradiacdo abdominal (sg),
isqguemia intestinal (4389, laparotomia (21, nNutrigdo parenteral total (NPT) (5624 .100),
oclusao intestinal (31 37.85.122), pancreatite 152 € tumores (2 70.81).

Merecedores de especial referéncia, o estudo de Penn, Maca e Berg em
1985, que ao avaliarem microbiologicamente 0 modelo tumoral em camundongos
inoculados com Sarcoma 180, demonstraram a presenca de Dbactérias
gastrintestinais aerdbias translocadas para nddulos linfaticos mesentéricos, figado,
bago, rins e cavidade peritoneal em 36% destes animais e apenas 9% dos animais
controle, enquanto que os niveis de populacao bacteriana aerdbias no ceco,
permaneciam similares em ambaos os grupos. Tambem avaliaram a imunidade do
tipo tardia que demonstrou estar suprimida nos animais tumorizados. Realgaram
em seus resultados a ocorréncia de translocagao de bacilos gram negativos e
outras bactérias aerdbias nativas do trato gastrintestinal, em niveis superiores nos
camundongos induzidos com tumor e este aumento n&o teria sido causado pelo
crescimento bacteriano nos intestinos, mas sim, pelo comprometimento
imunolégico secundario a evolugao tumoral ().

Estes achados, associados aos descritos por Kist em 1995, que ao estudar
o Sarcoma 180 em ratos Wistar com o propdsito de avaliar marcadores tumorais
em liquido ascitico, permitiu a observagac de que ocorria importante alteracao da
permeabilidade vascular peritoneal e de tecido mesentérico s, 0 que poderia estar
relacionado a uma consequente alteragéo da permeabilidade intestinal. A partir de
tais raciocinios, levou-se a cabo este estudo, com o proposito de demonstrar
aspectos fisico-quimicos da manifestacdo ascitica tumoral a translocagao

bacteriana.
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2. Objetivo

Verificar se ocorre alteracdo de permeabilidade de microcirculagao e
translocacdo bacteriana em ratos submetidos aos efeitos da evolugdo ascitica

induzida pelo Sarcoma 180.
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3. Revisao da Literatura

O movimento de microrganismos nativos vidveis através da barreira
intestinal tem sido reconhecidoc ha mais de 100 anos, e o0s conceitos e
observacgdes destas primeiras descrigoes sobre sua etiologia e mecanismos sdo
ainda ratificados. Muitos investigadores, no final do século XIX e inicio do século
XX, relataram episodios de peritonites resultantes da invasdao da cavidade
peritoneal por bactérias nativas do trato gastrintestinal.

Fraenkel em 1891, demonstrou in vivo que bactérias viaveis poderiam
ultrapassar a barreira intestinal intacta e referiu-se a este fendmeno, como uma
durchwanderungs Pentonitis, ou seja, peritonite migratoria .s,.

Flexner em 1835, relatou que cocos gram positivos migravam
passivamente pela barreira mucosa intestinal integra em modelo experimental de
ratos. Sugeriu duas condigdes que predisporiam a passagem de microrganismos
do trato alimentar para visceras adjacentes: irritagdo da cavidade abdominal
mediada por agentes quimicos e a presenca de processos inflamatorios cronicos
no intestino, ou em outros tecides, alterando a resisténcia natural do organismo
(47)-

Hormemann em 1911, sugeriu que bactérias poderiam migrar para o
peritdbnio através da mucosa intestinal desde que a barreira intestinal estivesse
alterada ).

Kaufmann em 1922 observou que um trauma abdominal insignificante,
reduzia a resisténcia peritoneal tornando-o mais suscetivel a invasdo de
microrganismos intestinais s).

Abt em 1923, adotou o termo peritonite migratdria, para enfatizar a forma
de peritonite causada pela passagem da flora bacteriana da luz intestinal para o
peritbnio na auséncia de perfuracdo. Considerou o estado nutricional do
hospedeiro importante na migracdo de microrganismos através da parede
intestinal, observando que a contaminagdo bacteriana do peritdbnio aumentava
qguando existia déficit nutricional, sugerinde que, a desnutricdo e a eliminagao de
acidos graxos volateis, subprodutos do metabolismo microbiano, como fatores

responsaveis pelo aumento da permeabilidade intestinal ;.



Mandl em 1923, apods realizar culturas sequenciadas da cavidade
peritoneal, demonstrou que bactérias do trato alimentar intacto poderiam
ultrapassar a barreira intestinal e produzir peritonite g,

Von Gierke em 1926, citado por Edmiston e Condon em 1991, acreditava
gue a passagem de bactérias pela mucosa intestinal parecia ser um evento
normal, o qual infrequentemente resultava em doenca, sugerindo que, bactérias
poderiam alcangar o peritonio atraves do sistema linfatico devido sua prépria
motilidade ou transportadas dentro de leucocitos polimorfonucleares (PMN) que
normalmente passam pela barreira intestinal (4.

Arnold e Brody em 1928, utilizaram um modelo experimental em caes,
para demonstrar que bactérias gram negativas viaveis, migravam através da
mucosa duodenal intacta, durante condigoes de estresse ambiental ou fisiologico
(1)

Arnold em 1930, propds que em episodios de trauma ou dano térmico, o
figado e a regi@ao esplénica apresentavam aumento da permeabilidade a
microrganismos. Os resultados destes estudos demonstraram que, bactérias com
acesso ao sistema linfatico apos migrag@o através da barreira intestinal,
poderiam chegar ao sistema venoso portal e figado. Concluiu que a
permeabilidade intestinal as bactérias poderia ocorrer na presenga de mucosa
intestinal integra, e que apdés a migracao, as bactérias eram encontradas em
grandes concentragdes no figado e linfonodos mesentéricos (o).

Schweinburg, Frank, H. A, Frank, E. D, Heimberg e Fine em 1949,
demonstraram que a irritagdo quimica do peritonio com mono-oleato, estava
associada com a contaminag¢ao da cavidade peritoneal por Escherichia coli. Esta
contaminagdo entretanto, limitava-se a menos de 50 coldnias por placa de
cultura, e todos os caes tornaram-se negativos apos remog¢ao do agente irritante
92)-

Schweinburg, Seligman e Fine em 1850, confirmaram os mesmos
achados dos primeiros estudos sobre a passagem de bactérias pela barreira
intestinal, especialmente gram negativas. Esta passagem para cavidade
peritoneal ndo era dependente da motilidade das bactérias, uma vez que
bactérias vivas ou mortas passavam com igual facilidade, enquanto que a

invasdo para circulagdo sanguinea foi insignificante. Afirmaram que esta
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migragao pela barreira intestinal, ndo era um processo em massa, e as bactérias
ultrapassariam esta em pequenas quantidades e por periodo longo de tempo (g3,

Gordon, Ruml, Hahne e Miller em 1955, expuseram ratos a irradiagoes
ionizantes, e verificaram que as culturas em figado e bago com microrganismos
entéricos, apresentavam-se positivas antes da circulagdo sanguinea, parecendo
qgue elementos do sistema reticulo endotelial seriam capazes de manter a
esterilidade sanguinea por algum tempo 3,

Schatten, Desprez e Holden em 1855, verificaram através de estudo
microbiolégico de amostras de sangue portal de humanos com ligadura da artéria
hepatica, que ocorria a passagem de bactérias da luz intestinal para o sangue
portal, com contaminagao secundaria do figado (.

Wolochow, Hildebrand e Lamanna em 1966, foram pioneiros ao
utilizarem o termo translocagdo bacteriana, demonstrando a impossibilidade de
passagem da Pasteurella pestis em relagdo a Serratia marcescens, bactéria esta
similar em tamanho & Pasteurella pestis. Estes resultados sugerem que o
tamanho & somente um fator que determinou se um microrganismo em particular
pode passar atraveés da parede intestinal por um processo nao infeccioso (12q).

Fuller e Jayne-Williams em 1870, verificaram que a translocacdo de
bactérias oriundas da luz intestinal para o figado de galinhas, estava restrita acs
primeiros quatro dias de vida e apds este periodo, a incidéncia de bactérias no
figado diminuia rapidamente ().

Van der Waaij, Berghuis de Vries e Lekkerkerk Van der Wees em 1872,
comprovaram em camundongos que a estabilidade do ecossistema intestinal
promove aumento da resisténcia do intestino a colonizagdo bacteriana,
demonstrando que alteragcbes da flora normal, s@o responsaveis pela rapida
disseminagado de bactérias para linfonodos mesentéricos (1gs).

Kellerman, Waterman e Scharfenberger em 1976, relataram que
translocacdo bacteriana pode ocorrer dentro de 15 horas em meédia apods
desvitalizagdo do segmento intestinal. Os primeiros microrganismos a
translocarem s3o os Staphylococcus aureus, Clostridium sp. e
Enterobactenaceas. Afirmaram tambem, que sob condicoes de isquemia
intestinal, as bactérias anaerobias migravam através da mucosa intestinal, na

mesma proporgao que as aercbias, e as quantidades daqueles microrganismos
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encontrados fora da luz intestinal, s@o superiores as concentragcoes observadas
nos estudos tradicionais sobre translocacao bacteriana .

Hohmann, Schmidt e Rowley em 1978, observaram como importante
aspecto o reconhecimento da translocagédo bacteriana na invasao microbiana da
mucosa intestinal, que esta associada com patdgenos intestinais tipicos como:
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae, Campylobacter
Jejuni e Entamoeba histolitica, € na dependéncia dos fatores de viruléncia destes
microrganismos, os gquais estdo geralmente associados com alteracdes da flora
intestinal normal (o).

Berg e Garlington em 1979, relataram que bactérias viaveis nao foram
isoladas em nodulos linfaticos mesentéricos, bacgo e figado de camundongas SPF
(livres de patogenos especificos). Entretanto, bactérias entéricas, primariamente
nativas, comao a Escherichia coli e Lactobacilos, estiveram presentes nos nodulos
linfaticos de camundongos gnotobiodticos apos inoculac&o intragastrica com a
microflora cecal total de camundongos SPF, mas nao nos nédulos controle
destes, similarmente inoculados. Sugerindo que, altos niveis de populacdo
bacteriana poderiam promover a translocagao de certas bactérias gastrintestinais
para 0s nodulos linfaticos mesentéricos e que aparentemente, existem
mecanismos ativos nos camundongos SPF, que inibem esta, enquanto que estao
ausentes ou reduzidos nos camundongos gnotobidticos (g

Owens e Berg em 1980, estudaram o papel da imunidade dependente da
célula-T na prevengdo da translocagdo bacteriana do trato gastrintestinal,
utilizando camundongos congénitos atimicos Nude, heterozigotos e enxertados
com timo. Verificaram que, as bactérias viaveis com predominancia da
Escherichia coli e Lactobacilos, foram isoladas em 50% dos nodulos linfaticos
mesentéricos, figado, bago e rins de ratos atimicos, 52% em ratos heterozigotos
e 7,8% em ratos com enxerto de timo. Portanto, as respostas imunologicas
dependentes da célula T, foram restauradas por enxertos timicos, inibindo a
translocacao de bacterias nativas do trato gastrintestinal sg).

Berg em 1981, verificou em modelo de camundongos SPF, que a
incidéncia de translocacdo de bacilos entéricos para noédulos linfaticos
mesentéricos, foi em média de 100% apds tratamento com penicilina, 97% com
clindamicina e 62% com metronidazol. Concluiu que, o tratamento com estes

antibidticos por somente 4 dias, altera a ecologia da flora normal, permitindo o



crescimento de bacilos entéricos gram negativos no ceco e promovendo sua
translocagao para nddulos linfaticos mesentéricos is).

Steffen e Berg em 1983, estudaram a populagado total de cada tipo de
bactéria no ceco de camundongos gnotobiéticos e compararam com a populacéo
encontrada nos noédulos linfaticos mesentéricos destes. Verificaram que havia
relacao direta entre o numero de uma espécie bacteriana colonizando o0 ceco e
0s nédulos linfaticos mesentericos (o2,

Ambrose, Johnson, Burdon e Keighley em 1984, demonstraram a
incidéncia das bactérias patogénicas nos ndédulos linfaticos mesentéricos e
serosa ileal durante procedimento cirurgico em 46 pacientes portadores da
doenga de Crohn, e compararam com 43 operagbes para outras condigdes.
Verificaram que, as bactérias potencialmente patogénicas isoladas eram oriundas
da serosa em 27% dos pacientes com doenga de Crohn e em 6% dos pacientes
controle, e nos nodulos linfaticos mesentericos em 33% daqueles e em 5%
destes. Concluiram que, a bactéria evade da luz intestinal em alta proporcao de
pacientes com doenc¢a de Crohn, podendo explicar a patogénese de abscessos e
fistulas nesta doenca, assim como a alta prevaléncia de sepse seguida pela
cirurgia eletiva, mesmo na auséncia de contaminac&o macroscopica @,

Maejima, Deitch e Berg em 1984, estudaram modelo experimental de
ratos submetidos ao dano térmico de 20 ou 40% da area total de superficie
corporal e observaram que, nenhuma bactéria nativa foi cultivada nos nodulos
linfaticos mesentéricos, cavidade peritoneal e sangue de ratos controle ou
submetidos a 20% do dano térmico. Entretanta, os animais submetidos a 40% de
queimadura, exibiram Escherichia coli viavel, Proteus mirabilis, Staphylococcus
sp. e Clostridium sp. em seus nodulos linfaticos mesentéricos. Estes resultados
apoiam o conceito de que a flora gastrintestinal nativa ou organismos exégenos
colonizando o trato gastrintestinal sao potenciais origens de septicemia apos
lesbes térmicas (3.

Maejima, Deitch e Berg em 1984, estabeleceram modelo em
camundongos SPF submetidos a 15 ou 30% de dano térmico da area total de
superficie corporal e verificaram que, nenhuma bactéria viavel aerdbia,
facultativamente anaerdbia ou estritamente anaercbia da flora nativa, esteve
presente na cultura de nodulos linfaticos mesentéricos destes. Entretanto,

quando descontaminados com antibidticos, colonizados com Escherichia coli e



submetidos ao dano térmico, verificaram que a incidéncia e 0s numeros de
Escherichia coli translocando para nodulos linfaticos mesentéricos, baco, figado,
sangue e cavidade peritoneal, aumentaram com ©¢ maior dano térmico q.

Alverdy, Chi e Sheldon em 1985, observaram se a via da administracdo
de nutrientes afetaria ou ndo a secre¢cdo de Imunoglobulina A (IgA) através da
coleta de bile. Os ratos foram divididos em 3 Grupos: Grupo | (NPT), Grupo I
(gastrostomia) e Grupo lll (controle). Os ratos dos Grupos | e |l foram submetidos
a solucao padrao de hiperalimentacdo calorica por 16 dias e apés este pericdo,
aquele foi submetido a alimentacdo enteral por mais 8 dias. Os resultados
indicaram que no 16° dia, os niveis de secre¢do de IgA em mg/ml nestes ratos
foram 1.1 £ 0.2 e apos 8 dias, aumentaram para 1.8 + 0.4, enquanto gue nos
ratos dos Grupos ll e lll foram 2.2 £ 0.6 e 2.2 = 0.26 respectivamente. Concluiram
que a diferenca nos niveis de secrecao de IgA de ratos nutrides pelas vias
enteral e parenteral, sugerem que uma importante defesa de barreira &
comprometida durante a alimentagdo parenteral, e que os ratos do Grupo I,
mantiveram niveis melhores de secrecio de IgA do que os ratos do Grupo |, e 0
rapido retorno para niveis normais apos reassumida a nutricdo enteral sugere
gue a presenga intraluminal de alimentos € essencial para secregdo de IgA ).

Tancréede e Andremont em 1985, verificaram em estudo prospectivo a
contagem de Enterobacteriaceae e Pseudomonas aeruginosa nas espécimes
fecais de pacientes leucémicos com bacteremia gram-negativa. O tipo isolado no
sangue e fezes de 55 pacientes foram comparados. Translocagao do tipo fecal na
gual era dominante Enterobacteriaceae ou Pseudomonas aeruginosa, foi
observado em 45 casos (82%) e foi fortemente associada com granulocitopenia.
Concluiram que, as analises prospectivas qualitativas e guantitativas da flora
fecal, foram Gteis em prever a mais provavel translocagao de organismos gram-
negativos em pacientes leucémicos neutropénicos, com sinais clinices de
bacteremia (1p4).

Deitch, Winterton e Berg em 1986, propuseram modelo experimental em
camundongos convencionais, atimicos e heterozigotos, e estes foram submetidos
ao dano térmico de 30% da superficie corporal, nos quais avaliou-se a imunidade
mediada pela celula-T. Observaram que, a translocagdo bacteriana somente
ocorreu em ratos atimicos com deficiéncia da imunidade mediada pela célula-T.

O crescimento bacteriano nao foi responsavel por estes achados, uma vez que



niveis de bactéria entérica cecal ndao foram diferentes entre os grupos.
Concluiram que, a translocacdo foi aumentada nos camundongos atimicos com
dano térmico por deficiéncia da imunidade mediada pela célula-T ().

Morehouse, Specian, Stewart e Berg em 1986, verificaram que duas
horas apds a administragd@o intragastrica de acido ricinoléico em camundongos
SPF, produziu significantes alteracdes na mucosa intestinal do intestino delgado
proximal. Verificaram que, as vilosidades duodenais apresentaram-se
marcadamente encurtadas, com exfoliagdo massiva de celulas caliciformes e
colunares, resultando em alteracao da barreira mucosa com continuidade entre o
a luz intestinal e lamina prépria, ocorrendo translocacdo de bactérias da flora
gastrintestinal nativa para ndédulos linfaticos mesentéricos, bagco e figado,
principalmente de bactérias estritamente anaerobias ).

Wells, Rotstein, Pruett e Simmons em 1986, observaram em ratos com
abscesso intra-abdominal experimentalmente induzido com bactérias definidas, a
presenca neste de bactérias intestinais translocadas. As espécies recuperadas
em ordem decrescente de frequéncia foram os Enterococcus e a Escherichia coli
Concluiram que estas sao decorrentes da migragao transmural em resposta ao
processo inflamatorio na cavidade peritoneal (11s).

Deitch e Berg em 1987, determinaram a influéncia da mal nutricéo
protéica e endotoxemia, na translocacdo bacteriana em camundongos
submetidos ao dano térmico de 25% e controles. Os resultados destes
experimentos documentaram que, mal nutricdo protéica nao promoveu
translocacéo bacteriana em ambos modelos animais. Em contraste, uma dose
néo letal de endotoxina promoveu translocacao bacteriana para noédulos linfaticos
mesentéricos nestes modelos, no entanto, somente naqueles, as bactérias
translocaram do intestino para orgaos sistemicos. Estes estudos apoiam o
conceito de que, as bactéerias podem translocar do intestino para outros 6rgaos e
portarem-se como potencial fonte de infeccoes letais apds dano térmico ).

Deitch, Berg e Specian em 1887, realizaram experimentos em
camundongos com endctoxinas e promoveram a translocag&o bacteriana oriunda
do intestino para nodulos linfaticos mesentéricos. A translocagao bacteriana para
nodulos linfaticos mesentéricos foi similar quando a endotoxina foi administrada
por via intramuscular ou intraperitoneal, embora o numero de bactérias

colonizando os nodulos linfaticos mesentericos tenham sido maiores nesta. A
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incidéncia e magnitude da translocagao induzida pela endotoxina foram similares
entre camundongos CD1 e C3H/HeJ, indicando gue a translocagéo bacteriana
nao € prevenida por resisténcia genética a endotoxina ss).

Deitch e Bridges em 1987, estudaram em modelo experimental de
camundongos CD1: o efeito do estresse por exposi¢cao ao frio sem dano tecidual,
trauma por fratura femoral e dano térmico de 30% com preservacao de tecido
necrotico, na translocacao bacteriana. A incidéncia desta para 6rgaos sistémicos
foi de 11% nos camundongos com fratura femoral, 1% nos camundongos com
dano térmico e 0% nos camundongos expostos ao frio. No entanto, quando os
animais foram asscciados com Escherichia coli a incidéncia de translocagio
bacteriana foi de 17%, 60% e 0% respectivamente. Concluiram que, a
preservacao do tecido necrdtico promoveu translocagdo bacteriana
especialmente quando a ecologia normal da flora intestinal tenha sido alterada
(36)-

Wells, Maddaus e Simmons em 1987, observaram os macrofagos na
translocacao bacteriana em grupos de camundongos Webster
(imunocompetentes) e C3H/HeJ (macrofagos deficientes). Estes foram
descontaminados com bacitracina e estreptomicina e associados a Escherichia
coli. Observaram que a Escherichia coli esteve presente em 100% de cada um
dos 4 experimentos em noédulos linfaticos mesentéricos da linhagem Webster, e
10%, 40%, 30% e 50% dos C3H/HelJ. Aos camundongos Webster, foram
administrados Escherichia coli fluoresceina marcada e observaram que esta foi
detectada exclusivamente na populag&do de macrofagos. Estes resultados apoiam
a hipétese de que os macrofagos intestinais podem representar o transporte de
particulas intestinais, incluindo bactérias para locais extra-intestinais (11g.

Alverdy, Aoys e Moss em 1988 avaliaram em ratos a via da
administracdo dos nutrientes, enteral e parenteral, na translocagéo bacteriana.
Entre os animais alimentados com NPT, 2/3 apresentaram culturas positivas nos
nodulos linfaticos mesentéricos, comparados com 1/3 do grupo tratado com
alimentacdo enteral e nenhum do grupo controle. O aumento significativo na
contagem de bactéria cecal, foi demonstrado nos animais tratados com NPT.
Concluiram que, a NPT promove translocagao bacteriana do intestino por

aumentar o nivel de populagao cecal e enfraquecer as defesas intestinais .
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Baker, Deitch, Li, Berg e Specian em 1988, verificaram se o choque
hemorragico poderia ou ndo, promover a translocagdo bacteriana do intestino
para orgaos viscerais. Os ratos foram submetidos a 30, 60 ou 90 minutos de
choque. Verificaram que, houve relacao direta entre a duragdo deste e a média
de mortalidade nas 24 horas. Ratos sujeitos a 90 minutos de chogue exibiram
maior grau de translocacao bacteriana, do que ratos recebendo 30 ou 60 minutos
deste (14

Berg, Wommack e Deitch em 1988, relataram que, bacilos gram
negativos do trato gastrintestinal translocaram primariamente para nodulos
linfaticos mesentéricos em camundongos, nos quais foram administrados
penicilina ou clindamicina, ou quando da administracao de ciclofosfamida ou
prednisona. Nos animais tratados com a combinagdo destes, ocorreu
disseminagao sistéemica e para cavidade peritoneal, e quando este tratamento
estendeu-se para 12 dias, 0s camundongos morreram de sepse a partir do 8° dia.
Concluiram que, a combinagdo do crescimento bacteriano intestinal e
imunossupressao do hospedeiro, sinergicamente, promoveram translocagao
bacteriana de espécies gastrintestinais, o que resultou em sepse (7,

Steffen, Berg e Deitch em 1988, compararam a relativa habilidade de
varios aerobios, anaerobios facultativos e bactérias anaerdbias obrigatérias, em
translocar do trato gastrintestinal para nodulos linfaticos mesentéricos em
camundongos gnotobidticos. Observaram que, ©0s bacilos entéricos gram
negativos translocaram em grande numero para nédulos linfaticos mesentéricos,
enquanto bacterias gram positivas translocaram em niveis intermediarios e
bacterias anaerdbias obrigatdrias somente em muito baixo nivel (3

Ziegler, Smith, O'Dwyer, Demling e Wilmore em 1988, questionaram se o
dano térmico poderia ser ou ndo associado a alteracao da integridade da barreira
intestinal normal. Para testar esta hipétese, avaliaram a permeabilidade intestinal
para ¢ dissacarideo lactulose, o qual é eficientemente excretado pela mucosa
intestinal normal. Os estudos foram realizados em 15 pacientes que
apresentavam 40% de dano térmico e em 11 pacientes saudaveis. A lactulose foi
administrada via oral com o manitol como controle, e as medias de excregao
urinaria foram determinadas. Verificaram gue a excrecao de lactulose e a

propor¢ao de excrecao lactulose/manitol aumentaram 3 vezes nos pacientes
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infectados, enguanto que, nos pacientes com dano termico nao infectados os
valores de permeabilidade foaram similares daqueles controles (12¢).

Burke, Alverdy, Aoys e Moss em 1989, verificaram o efeito da nutricdo
suplementada com glutamina na fungdo imune do intestino em relagcdo a
translocagac bacteriana. Em estudo comparativo dos ratos que receberam NPT
com os ratos que receberam esta suplementada com glutamina a 2%, verificaram
gue estes foram protegidos contra a translocagao bacteriana oriunda do intestino
em relacdo agueles e,

Deitch em 1989, desenvolveu um estudo para determinar a translocagao
bacteriana em humanos, através dos nédulos linfaticos mesentericos obtidos em
laparotomia de 42 pacientes, nenhum dos guais estavam clinicamente infectados.
Entre os 42 pacientes, 17 apresentavam-se com obstrucao intestinal, 10 destes
(59%) apresentavam bactérias isoladas em seus nodulos linfaticos mesentéricos.
Entre os outros 25 pacientes operados por outras razbes, somente 1 (4%)
demenstrou nddulos infectados, e a bacteria mais comumente isolada foi a
Escherichia coli. Portanto, a obstrucdo intestinal esteve associada a translocacao
bacteriana ().

Guzman-Stein, Bonsack, Liberty e Delaney em 1989, avaliaram se uma
Unica exposigdo a irradiagdo abdominal em ratos conduziria ou nao a
translocacao bacteriana para nodulos linfaticos mesentéricos. Verificaram que o
grupo irradiado, o qual recebeu anestesia, conduziu @ 100% de cultura positiva
em nodulos linfaticos mesentéricos, quando comparado com controle e um
terceiro grupo, o qual recebeu somente anestesia ().

Ma, L., Ma, J. W. Deitch, Specian e Berg em 1989, verificaram a
susceptibilidade genética em camundongos CD1, Balb/c e C57//bl ao dano da
mucosa, conduzindo & translocagdo bacteriana guando submetidos a 25% de
dano térmico. Verificaram que as bactérias somente translocaram para nodulos
linfaticos mesentéricos de camundongos Balb/c e observaram que a mucosa
intestinal danificada pareceu ser mediada, no minimo em parte, pela atividade
xantina-oxidase gerando radicais livres de oxigénio, uma vez que, a inibicdo
daquela com alopurinol ou inativagao por uma dieta livre de elementos quimicos,

preveniu as lesdes da mucosa e reduziu a extensao da translocacao bacteriana

72)-
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Zapata-Sirvent, Larocca, Pifate, Antequera, Gonzalez, Medico, Paris,
Castro, Marzullo, Olavarria e Pifano em 1989, através de modelo de ocluséo
intestinal em ratos, estudaram as alteragdes histologicas na parede intestinal e
nodulos linfaticos mesentéricos em diferentes intervalos de tempo. Demonstraram
que, 24 horas apos oclusao intestinal, ocorria a presenga de congestao, edema e
infiltrado inflamatdrio até o nivel da lamina propria e reatividade nos ncédulos
linfaticos mesentéricos. Enquanto que apos 48 horas, a congestdo e o edema
aumentaram e a mucosa intestinal comegou a fragmentar-se, permitindo as
bactérias translocar e alcangar os nodulos linfaticos mesentéricos, associada a
reatividade aumentada destes. A observagdo de translocagdo bacteriana na
aclusao intestinal, amplia ainda mais o conjunto de alteragées observadas nesta
patologia, onde nao somente se produz a absorcao de produtos toxicos e
endotoxinas ao nivel do segmento comprometido, como podem explicar a
incidéncia de bacteremia e sepse (122).

Alexander, Boyce, Babcock, Gianotti, Peck, Dunn, Pyles, Childress e Ash
em 1990, estudaram o processo da translocagdo microbiana utilizando Candida
albicans, Escherichia coli ou endotoxinas instiladas dentro das vilosidades de
porcos e ratos submetidos ao dano térmico de 50% da superficie corporal.
Observaram que a translocagdo destes, ocorreu por penetragao direta nos
enterocitos e quando da passagem para |amina propria, pareceu ser associado
com alteracdo da membrana basal e foram fagocitados e encontrados livres nos
linfaticos e vasos sanguineos. Concluiram que, este fendomeno descritivo
forneceu nova compreensdo para importancia dos enterocitos e ceélulas
intestinais imunes no processo de translocagao .

Deitch, Bridges, Ma, J. W., Ma, L., Berg e Specian em 1990, utilizaram
modelo de oclusao intestinal em camundongos e demonstraram que dentro de 6
horas apos esta, bactérias tinham translocado para nodulos linfaticos
mesentéricos e 24 horas apos, tinham disseminado para figado, bago e
circulagao sanguinea. A translocacgao bacteriana, raramente ocorreu em animais
submetidos a laparotomia e oclusao intestinal falsa, indicando que, nao foi devido
ao estresse cirurgico. Os resultados demonstraram que, translocacao bacteriana
induzida por oclusao intestinal, pareceu ser devido a alteragdo da ecologia da
microflora intestinal normal, devido ao aumento do numero de certos bacilos

entéricos e dano da mucosa @y,
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Deitch, Morrison, Berg e Specian em 1990, referem que a translocacdo
bacteriana e dano da mucosa intestinal ocorreram 2 horas apds um episodio de
30 minutos de choque hemorragico, embora a extensao histolégica do dano da
mucesa intestinal tenha sido menor na segunda do que nas primeiras 24 horas
pos-choque, e em ambas, a func&o de barreira intestinal foi perdida, medida pela
permeabilidade para a peroxidase (sg).

Deitch, Sittig, Li, Berg e Specian em 1990, observaram ictericia obstrutiva
como causa da ftranslocagdo bacteriana em camundongos. Verificaram
translocagao bacteriana em camundongos submetidos a ligadura do ducto biliar
comum (33%), comparada aos submetidos a falsa ligadura (7%) e controle (5%).
Os niveis cecais de bacilos entéricos gram negativos, tambem foram 100 vezes
mais altos nos camundongos submetidos a ligadura, indicando que o crescimento
da populacdo bacteriana intestinal foi ¢ maior responsavel pela translocacao
bacteriana. O aspecto da mucosa intestinal dos camundongos com falsa ligadura
e controle foi normal, em contraste, edema subepitelial envolvendo vilosidade
ileal estava presente nos camundongos com ligadura de ducto biliar comum.
Concluiram que, a auséncia de bile dentro do trato gastrintestinal permite o
crescimento dos bacilos entéricos intestinais e sua associagédo ao dano da
mucosa, promoveram a translocagao bacteriana (4.

Lescut, Colombel, Vincent, Cortot, Fournier, Quandalle, Vankemmel.
Triboulet, Wurtz, Paris e Leclerc em 1990, estudaram translocagao bacteriana em
pacientes portadores de cancer colorretal. Os nodulos linfaticos peri-colonicos,
figado, sangue portal e serosa intestinal foram coletados antes dos antibioticos
serem administrados durante 20 operagdes para cancer colorretal e comparados
com 20 operacgoes devido a outras condi¢bes. Verificaram que, translocacao
bacteriana foi encontrada em 13 pacientes (65%) do grupo de cancer colorretal e
em 6 (30%) do grupo controle, e em ambos 0s grupos, bactérias ndo foram
isoladas no sangue portal. Estes achados sugerem que, a bactéria intestinal
transloca da luz intestinal em alta proporg@o de pacientes com cancer colorretal,
e sugere a necessidade de antibiotico profilatico nestes o).

Souba, Klimberg, Hautamaki, Mendenhall, Bova, Howard, Bland e
Copeland em 1990, verificaram que a exposicdo a uma unica irradiagdo
abdominal causou dano da mucosa intestinal e resultou em alta incidéncia de

cultura positiva de nodulos linfaticos mesentéricos. Apds esta irradiagao, os ratos



foram submetidos a dieta suplementada com glutamina. Nos ratos irradiados que
receberam dieta livre de glutamina, a incidéncia de cultura positiva para nodulos
linfaticos mesentéricos foi de 89%, enquanto naqueles, a incidéncia diminuiu
para 20%. Os resultados conduzem a hipdtese de que, a glutamina ajuda a
manter a barreira da mucosa intestinal, diminuindo a incidéncia de translocagao
bacteriana seguida de dano intestinal (sg).

Spaeth, Berg, Specian e Deitch em 1990, estudaram grupos de ratos para
determinar se a via e ou a composi¢gao nutricional, alteraria ou nao, a fungio de
barreira intestinal. Observaram que, a translocagdo bacteriana ndo ocorreu em
ratos controle, poréem ocorreu em 60% dos ratos alimentados com NPT ou
enteral por 7 dias. Entretanto, quando estas foram associadas a celulose,
verificaram que diminuiu a incidéncia de translocagcdo bacteriana para 8% no
grupo de nutricao enteral e 0% no grupo de NPT. Concluiram que a celulose
preveniu a translocagado bacteriana, primariamente por impedir as alteragées
induzidas pela NPT na estrutura da mucosa (og).

Wells, Jechorek e Erlandsen em 1990, estudaram a patogénese da
translocacédo bacteriana em camundongos através da descontaminagao
antibiotica com metronidazol e estreptomicina, seguida da inoculagdo oral do
Streptococcus faecalis. Verificaram que estes foram recuperados nos noédulos
linfaticos mesentéricos, figado e baco, e observados aderidos & borda da
microvilosidade do epitelio viloso complete, incluindo regides profundas das
criptas intestinais. A imunofluorescéncia, localizou-os dentro de ceélulas epiteliais
colunares, lamina propria, submucosa € muscular externa, incluindo a luz de
pequenos vasos. Estes resultados indicam que o Streptococcus faecalis pode
translocar através do trato intestinal intacto e causar infecg@o sistémica e morte
(114).

Alexander, Gianotti, Pyles, Carey e Babcock em 1991, estudaram a
cinética da distribuigdo tecidual, deposigdo da Escherichia coli e endotoxinas
quando inoculadas via intragastrica em camundongos, seguidos de dano térmico
de 30%. Verificaram que, a translocacaoc de Escherichia coli ocorreu 1 hora apos
o dano térmico e quandc expressada como quantia de radicatividade por grama
de tecido, observaram ser aumentada para nodulos linfaticos mesentéricos, bago,

pulmao e figado, enquanto que a translocacdo de endotoxinas foi similar, com a



excegao de que menos radioatividade pode ser encontrada na cavidade
peritoneal e mais no figado @,

Alverdy e Aoys em 1991, avaliaram em ratos o efeito da administragdo da
dexametasona na imunidade da mucosa, especificamente na aderéncia
bacteriana e secrecao de IgA. Os resultados indicaram que, os animais tratados
com dexametasona, apresentaram diminuicdo da secre¢do de IgA, aumento na
aderéncia bacteriana e na incidéncia de translocagao bacteriana para os nodulos
linfaticos mesentéricos, de 60% para 0% no grupo controle. Concluiram que, os
glicocorticdides podem promover a translocacdo bacteriana por enfraguecimento
da sintese de IgA ).

Jones |, Barber, Kapur, Hawes, Fahey Ill, Minei, Shires Ill, Calvano e
Shires em 1991, verificaram se a sobrevida das bactérias nos nodulos linfaticos
mesentéricos poderia ser ou nado, influenciada pelos niveis fisiopatologicos de
corticosterona, através da analise quantitativa nos nddulos linfaticos
mesentéricos de ratos escolhidos ao acaso dos seguintes grupos:. sepse por
dano térmico, sepse por dano térmico com resposta adrenocortical atenuada pela
ciclosporina e sepse por dano térmico com resposta adrenocortical atenuada pela
ciclosporina com reposicao de corticosterona. Concluiram gue, as elevagtes dos
niveis de corticosterona durante a sepse podem externar um efeito que permite a
sobrevivéncia das bactérias translocadas, provavelmente devido as alteracdes
dos glicocorticoides associados ao sistema imune ).

Mazinous, Tso, Berg e Deitch em 1981, propuseram estudar a via e a
magnitude da translocagdo bacteriana em modelo experimental de ratos com
inflamagao sistémica, induzido por dosagens diferentes de zymosan. Verificaram
que, com a dose de 0,1 mg/g, bactérias translocaram apenas para nodulos
linfaticos mesentéricos, enquantc que com a dese de 0,5 mg/g disseminaram-se
sistemicamente, parecendo preferir a via portal (87%) a via linfatica (25%).
Portanto, a via e a extenséo da translocacao bacteriana variam baseados na
magnitude da agressao inflamatoria, onde o sangue portal pareceu ser a via mais
importante ¢s).

Mora, Cardona e Simmons em 1991, implantaram intraperitonealmente
em camundongos, materiais protéticos livres de endotoxinas e estereis (Dracon
velour®, woven Dracon®, Biomer polyurethane® e algoddo). Observaram que,

Biomer® e woven Dracon® tornaram-se contaminados com 100 a 10.000



bactérias entéricas, incluindo Eschenichia coli, Psedomecnas aeroginosa,
Enterococcus e Staphylococcus sp dentro de 3 dias, enguanto que, algodao e
Dracon velour® foram contaminados dentro de 24 horas, e 0s nodulos linfaticos
mesentéricos mostraram incidéncias paralelas de translocacdo. Os resultados
sugerem que, um estimulo reativo estéril intraperitoneal, pode induzir a
translocacao bacteriana para proteses através da parede intestinal normal s,

Saydjari, Beerthuizen, Townsend, Herndon e Thompson em 1991,
verificaram a relagao da translocagao bacteriana com o fluxo sanguinec intestinal
e integridade da mucosa, utilizando porcos para este experimento. Os animais
foram divididos em grupos: 50% de redugao mecanica no fluxo sanguineo para a
artéria mesentérica superior e artéria celiaca, e dano térmico de 40%. Apods 48
horas, bactérias intestinais estavam presentes nos noédulos linfaticos
mesentéricos de 9 dos 9 porcos com dano térmico, e 5 dos 6 porcos sob ocluséo
vascular parcial. O acido desoxiribonucléico contido, e a atividade ornitina-
descarboxilase foram aumentados na mucosa do colon de ambos os grupos.
Concluiram que, a diminui¢ao do fluxo sanguineo para o intestino, pode contribuir
para o desenvolvimento da translocacac bacteriana sg).

Zapata-Sirvent, Monaco, Pinate, Medico, Urbina, Larocca, Antequera,
Guzman e Pifano em 1991, verificaram em modelo de ratos de oclus&o intestinal,
os tipos de microrganismos € 0rgaos, para os quais as bactérias frequentemente
translocam. Nas primeiras 24 horas pos-oclusdo intestinal, foram isoladas
culturas positivas nos nodulos linfaticos mesentéricos, circulagdo portal,
circulagcdo sistémica e cavidade peritoneal, estabelecendo assim, que a
translocacgdo € bidirecional. As bactérias mais frequentemente isoladas foram o
Estreptococcos Grupo D, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Pseudomonas sp. €
Clostridium. A translocag¢do bacteriana nas primeiras 24 horas deveu-se a um
aumento na permeabilidade intestinal, e em 48 horas correlacionou-se a
alteracgéo fisica da propriedade de barreira da mucosa intestinal (123).

Campos em 1882, estudou em ratos recebendo NPT: as alteragbes
morfologicas que ocorrem no intestino delgado e a incidéncia de translocacao
bacteriana devido a oclusao intestinal Verificou que ocorrem alteragoes atroficas
no intestino de ratos recebendo NPT por 7 dias e nao ocorreu translocacao
bacteriana em ratos controle ou apos oclusao intestinal de 12 horas. Entretanto,

esta pode ocorrer em ratos mantidos em NPT por 7 dias (4.

(3]
(5]



Slocum, Sittig. Specian e Deitch em 1992, realizaram um estudo para
determinar se foi a auséncia de bile intestinal cu a presenga de obstrucZo biliar
que promoveu translocacdo bacteriana. Foram estudados grupos de ratos
controle, falsa ligadura do ducto biliar comum, ligadura do ducto biliar comum e
anastomose colédoco-vesical. Verificaram que, a incidéncia de translocagdo
bacteriana foi de 41% nos animais submetidos a ligadura do ducto biliar comum |,
32% em anastomose, 3% em controles e 5% em falsa ligadura. Seccoes
histolégicas destes grupos, exceto grupo controle, demostraram edema
subepitelial intestinal. Estes achados sugerem que, & primariamente a auséncia
de bile no intestino que pramove dano da mucosa e translocagdo bacteriana (7.

Wang, Andersson, Soltesz e Bengmark em 1992, verificaram em estudo
experimental em ratos, culturas positivas em nodulos linfaticos mesentéricos: 2
horas apos remacéa de 70% e 90% de hepatectomia, e 12 horas apos 50% de
hepatectomia, persistindo por 34 dias. A incidéncia de bacteremia 2 e 4 horas
apos 90% de hepatectomia foram B0% e 100% respectivamente, e 6 horas apos
70% de hepatectomia foi de 33%. Culturas de sangue foram paositivas em
somente 6% dos ratos seguidos de 50% de hepatectomia e nenhum dos
controles. Concluiram que, transloca¢&o bacteriana ocorreu no curso inicial apos
hepatectomia e a incidéncia é proporcional para amostra do tecido hepatico
removido (11

Brooks, May, Sedman, Tring, Johnstone, Mitchell e MacFie em 1993,
avaliaram a translocagcdo bacteriana em estudo prospectivo de pacientes
cirdrgicos. Foram estudados 114 pacientes e verificaram translocagéo bacteriana
em 18 pacientes (16%). Ocorreram complicagbes sépticas pds-operatorias em 5
destes (28%) e em 13 (14%) dos 96 pacientes, nos quais ndo houve
translocagdo. Concluiram que, translocagao bacteriana pode ocorrer em
humanos e pode predispor a complicagbes sépticas em pacientes cirlrgicos ).

Garcia-Tsao, Albillos, Barden e West em 1993, observaram modelo
experimental em ratos com hipertensao portal aguda e cronica, e sua relagéo
com a translocagao bacteriana. Os resultados demostraram que 92% dos ratos
com hipertensdo portal aguda, apresentaram culturas positivas de nodulos
linfaticos mesentéricos, em relacdo ao grupo controle (31%). Entretanto,
nenhuma diferenca significativa na translocacao para linfonodos foi encontrada

nos ratos com hipertensdo portal cronica (20%) e controle (27%). Nem na

24



25
hipertensdo aguda ou cronica, foram isoladas bactérias no sangue, bago ou

figado. Os resultados sugerem que, hipertensao portal isolada pode ndo ser o
fator maicr no desenvolvimento de infecgbes espontaneas em cirrose e que outro
mecanismo, como um sistema imune defeituoso, pode ser mais importante (s,

Guo, Andersson, Ljungh, Wang e Bengmark em 1993, estudaram a cinética
e mecanismos da translocacdo bacteriana em ratos, apos implantacdo
intraperitoneal de drenos de diferentes tamanhos, seguidos pela avaliagdo da
permeabilidade da mucosa ileal e extracdo do oxigénio intestinal por varios periodos
de tempo. Verificaram que, as bactérias entéericas translocaram para ndédulos
linfaticos mesentéricos e disseminaram-se para 6rgaos sistérﬁicos, veia porta, veia
cava inferior e cavidade peritoneal. Concluiram que, a translocagdo bacteriana
ocorreu ja no periodo inicial apos implantagao intraperitoneal destes e aumentou
com o tempo. A extragdo de oxigénio intestinal aumentada, implica que o intestino &
suscetivel ao estimulo inflamatério intraperitoneal, € a permeabilidade ileal
aumentada, sugere que a integridade do trato gastrintestinal € comprometida, o que
poderia facilitar a translocagao bacteriana ss,.

Sorell, Quigley, Jin, Johnson e Rikkers em 1993, avaliaram em ratos se a
hipertens@o portal por si ou em associacdo com choque hemorragico agudo,
predispbe a translocagdo bacteriana atraves do intestino. Observaram
translocagdo para nddulos linfaticos mesentéricos nos grupos de hipertensao
portal, falsa operacao e controle (411.5 £ 119, 1511 £ 426 e 181 £ 126
Unidades Formadoras de Coldnias por grama ) (UFC/g) e para sangue (100%,
30% e 0%) respectivamente. Os animais com hipertensdo portal quando
associados ao choque hemorragico demonstraram 1018.2 = 372.2 UFG/g.
Concluiram que, a hipertensdo portal promove translocagao bacteriana
especialmente em relagao a hemorragia aguda (g).

Tarpila, Nystrom, Franzen e lhse em 1993, verificaram se a pancreatite
induzida por bile poderia ou nao, causar translocacdo bacteriana em ratos.
Observaram translocacao para noédulos linfaticos mesentéricos em todos os
sobreviventes do grupo experimental (9/12), enquanto que no sangue e liquido
peritoneal, esteve presente em 5 e 7 ratos respectivamente. Escherichia coli foi o
microrganismo comumente isolado e os animais apresentaram aumento do
numero de bactérias aerdbias e anaerdbias no ceco e ileo. Concluiram que

pancreatite aguda em ratos, causa colonizagdo bacteriana sistémica,



provavelmente como resultado de translocagao bacteriana, a qual pode ser o
mecanismo de infec¢do pancreatica (1pg)-

Llovet, Bartoli, Planas, Cabré, Jimenez, Urban, Ojanguren, Amal e
Gassull em 1994, objetivaram correlacionar translocacao bacteriana com ascite
infectada em ratos cirréticos. Liquido ascitico, sangue periférico e portal, nédulos
linfaticos mesentéricos, figado e bago foram avaliados em grupos com menos e
mais de 250 PMN no liquido ascitico. Verificaram que a translocagao bacteriana
ocorreu em 45% de ambaos grupos avaliados. O estudo histolégico revelou edema
da submucosa cecal, linfangiectasia ileal e infiltrado inflamatério cecal. Estes
resultados sugerem que, a translocagao bacteriana ocorre frequentemente em
ratos cirroticos asciticos e pode representar uma permissdo, mas ndo Uunica,
como parte de um numero de ascites infectadas 1)

Sedman, MacFie, Sagar, Mitchell, May, Mancey-Jones e Johnstone em
1994, estudaram uma série consecutiva de 267 pacientes através da analise
bacteriana da serosa intestinal e nddulos linfaticos mesentéricos coletados no ato
cirurgico. Translocagdo bacteriana ocorreu em 10,3% dos pacientes e tanto
bactérias aerobias quanto anaerdbias translocaram. Excluindo pacientes com
oclusa@o intestinal distal e aqueles com doenca intestinal inflamatéria nos quais
translocagdo bacteriana foi mais comum, a prevaléncia foi de 5%. O
desenvolvimento de complicagdes sépticas pos-operatorias foi duas vezes mais
comum nos pacientes em que a translocacao ocorreu e a mortalidade n&o foi
afetada. Concluiram que, a translocacac bacteriana ocorreu como um evento
espontanec em humanos, mas este significado clinico permanece para ser
definido (g4

Eleftheriadis, Kotzampassi, Papanotas, Heliadis e Sarris em 1996,
propuseram determinar se o aumento da press&o intra-abdominal devido a
insuflagdo de gas carbonico, conduziria a isquemia intestinal devido a producao
de radicais livres de oxigénio e consequente translocacdo bacteriana em ratos.
Observaram a microcirculagao da mucosa jejunal significativamente diminuida,
assim como a atividade metabdlica do intestino, e as concentracdes de radicais
livres de oxigénio foram aumentadas na mucosa intestinal, figado, bacgo e
pulmao. A translocac&c bacteriana para nédulos linfaticos mesentéricos, bage e
figado foi aumentada 3 horas apos desinsuflagdo do pneumoperitonio e 18 horas

apos somente no figado e bago. Concluiu-se que, a pressao intra-abdominal
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elevada em ratos conduz a isquemia intestinal, produgca@o de radicais livres de
oxigénio e translocagao bacteriana. Estes resultados podem ser reproduzidos em
humanos e sua significancia clinica esclarecida (4.

Gennari e Alexander em 1996, estudaram os efeitos da hiperoxigenagao
na translocagao bacteriana durante sepse de origem intestinal. Foram utilizados
camundongos para o experimento, aos quais administrou-se Escherichia coli e
submetidos a 20% de dano térmico. Demostraram que, a hiperoxigenagac
preservou a morfologia € a fungé@o de barreira intestinal, diminuinde a incidéncia
de translocagao bacteriana. Concluiram que a pressao de oxigénio tecidual pode
ser um importante regulador da fungao de barreira intestinal, e a hiperoxigenagao
parece desempenhar um papel maior na preservacao da fungdo de barreira

intestinal (o).



4. Material e Método




28

4. Material e Método

4.1 Delineamento Experimental

Este estudo experimental foi realizado nas dependéncias do laboratorio de
Microbiologia e Imunologia da Faculdade Evangélica de Medicina do Parana, as
dosagens bioquimicas foram executadas no Laboratério Alfa (Hospital Evangélico
de Curitiba) e as analises estatisticas no Laboratério de Estatistica (Universidade
Federal do Parana).

Foram adotadas as Normas para Apresentacdo de Trabalhos da
Universidade Federal do Parana (1995) o7, Principios Eticos da Experimentacao

Animal (1995), bem como Manejo e uso dos Animais de Laboratério (..

4.2 Amostra

4.2.1 Animais Estudados
Foram utilizados 70 ratos albinos machos, (Rattus norvegicus), da linhagem
Wistar-TECPAR, com peso entre 212 a 257gramas (g).

4.2.1.1 Organizagao e grupos de animais

Foram distribuidos em 6 grupos. Grupos A, B, C, D e E - ascite induzida: com
50 animais nos quais se procedeu inoculacao intraperitoneal de celulas tumorais;
Grupo F - controle: com 20 ratos, se procedeu inoculagao intraperitoneal de solugcao
fisiologica (0.9% de Cloreto de Sadio) (NaCl).

Cada grupo foi subdivididc em 2 subgrupos:. Subgrupo para avaliagao
bacteriologica, composto de 5 ratos de cada um destes, e Subgrupo para avaliagao
da permeabilidade vascular intestinal, peritoneal e mesentérica com os outros 5
ratos, seguindo os periodos pré-estabelecidos para o sacrificio, 5° (A), 6° (B), 7°
(C), 8° (D) e 9° (E) dias respectivamente, periodos estes nos quais foram coletadas
amostras de tecidos, liquido ascitico e sangue para posterior afericdo. O grupo F foi
utilizado para estabelecer valores de referéncia no 9° dia e subdividiu-se em 2
subgrupos: para avaliagdo bacterioldgica com 10 ratos, e avaliagao da

permeabilidade também com 10 ratos.
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Os animais foram distribuidos em caixas com 5 ratos, permanecendo durante

todo o experimento alojados no laboratorio em temperatura ambiente, tendo livre
acesso & racgéo balanceada para espécie, Nuvital® , e agua até a data do sacrificio.
Todos os ratos foram pesados em balanga eletrdnica, HELMAC HM® 3600, e

registrados os valeres antes do periode pré-determinado para o sacrificio.

4.2.2 Sacrificio e coleta de amostras
Para as coletas de amostras, seguiram-se as seguintes etapas:

e Anestesia por inalagdo de éter sulfurico, empregada para proceder pungao intra-
cardiaca e coleta de sangue para hemocultura e dosagens bioquimicas. O animal
anestesiado era colocado em decubito-dorsal, e procedia-se anti-sepsia local
com alcool-iodado.

o Sacrificio por inalagdo letal com éter sulfurico apdés a coleta de sangue, era
executada laparotomia mediana xifo-pubica, e coletadas sob estritas condicoes
de assepsia, amostras de liguido ascitico, que era imediatamente separada em
dois frascos esterilizados, uma amostra de 5 mililitros (ml) era destinada aos
exames bacteriologicos e em outra, apos centrifugacdo a 3000 rotagbes por
minuto, eram procedidas as determinagdes bioguimicas. Simultaneamente,
procedia-se a coleta de 6rgaos para exames bacteriologicos, sendo empregados
conjuntos separados de pingas e tesouras previamente esterilizados.
Imediatamente estas amostras eram semeadas nos meios descritos nos itens
4721 e 47.2.2. Por ultimo, coletavam-se as amostras para determinagdo da

permeabilidade vascular nos animais destinados para este teste.

4.2.3 Linhagem tumoral estudada
Foi utilizada a linhagem tumoral Sarcoma 180, proveniente do Instituto de

Oncologia Angel Roffo, Buencs-Aires, Argentina.
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4.3 Inducao do processo tumoral

4.3.1 Preparo do in6culo tumoral

Esta linhagem foi mantida por sucessivas passagens por via intraperitoneal
de camundongos CF1, a cada 7 dias, com coleta de liquido ascitico que continha
celulas tumorais que serviam de inoculo para a seguinte inoculagao. Por ser uma
linhagem originalmente de camundongos, foi recentemente adaptada para ratos,
apos 35 passagens intermediarias deste tumor em camundongos da linhagem
NUDE, uma a cada 5 dias, até que as células tumorais obtidas fossem capazes de

desenvolver ascite em ratos ).

4.3.1.1 Contagem total de células tumorais
Procedida em contador automatico de ceélulas ABBOT CELL DYN 1.4000.

4.3.1.2 Contagem de células tumorais viaveis

Conforme utilizado por KIST em 1995 s, empregou-se o corante vital Azul de
Tripan (MERCK®), na concentragéo de 04%, em solugdo salina fisiologica com
Fosfato de Potassio monobédsico (REAGEN®) 5 milimoles (mM), NaCl 140 mM
(MERCK®) e 25 miligramas de Acido Benzéico (REAGEN®) como preservativo. O
potencial hidogenibnico (pH) foi ajustado para 7,4. Para cada ml de suspensao
celular, foi utilizado 0,1 ml de corante. A porcentagem de ceélulas viaveis foi
determinada para inoculacdo destas e controlada em todos os periodos de
avaliagdo, por contagem em camara de Neubauer em microscopio optico comum

(NIKON®), sendo a porcentagem de células viaveis, calculada usando-se a relacao:

células coradas
Porcentagem de células viaveis = x 100
células coradas + nao coradas
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4.3.1.3 Teste de Esterilidade Bacteriana e Fungica

Foram utilizados os meios de cultura recomendados pela United States
Pharmacopeia XXI (USP XXI) &, o Caldo Tioglicolato de Sédio (BIOBRAS®) em
tubos de ensaio 20 x 20 milimetros (mm), com 15 ml de meio e o Caldo Tripticaseina
de Soja (BIOBRAS®) em tubos de ensaio 20 x 20 mm, com também 15 ml de meio.
Em ambos os meios. o indculo foi de 1 ml e incubados em distintas faixas de
temperatura. Para a pesquisa de contaminantes bacterianos, os tubos foram
incubados em estufa a 37 graus Celsius (°C), e para a pesquisa de contaminantes
fungicos a 22 °C durante 14 dias. Apés o periodo de incubagdo, a inexisténcia de
crescimento microbiano indicava a auséncia de contaminantes na amostra

semeada.

4.3.2 Inoculagao da suspensao de células tumorais

Os animais foram anestesiados, por inalagdo de éter sulfurico. Com o animal
em posicdo de decubito dorsal, procedeu-se a anti-sepsia local da superficie
abdominal com alcool-iodado, e inoculagdo intraperitoneal de 5 ml de células
tumorais viaveis nos quadrantes inferiores direito e esquerdo do animal, o que
correspondia a 10 x 10° células tumorais viaveis em cada um dos ratos, segundo ©

método proposto por KIST em 1995 g

4.4 Avaliacao da permeabilidade vascular pelo Azul de Evans

Conforme descrito por Gregersen e colaboradores (1935) e utilizado por
Bordon de Corvalan (1994) »q, Hajar (1994) <5 e Andriguetto (1995) ,, seguiram-se

as seguintes etapas :

4.4.1 Preparacao da solugao de Azul de Evans

Foi preparada uma solugao do Azul de Evans a 2,5% peso/volume, MERCK®
artigo 3169 em solucg3ao fisiologica, num volume suficiente para todo o experimento.

A solucao resultante apresentava 20 miligramas por mililitro (mg/ml), era filtrada em

membrana esterilizante de 022 microns MILLIPORE® e conservada em

temperatura de 4 °C.
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4.4.2 Inoculagao

Foi realizada a inoculacdo do Azul de Evans em todos os animais dos
subgrupos sob evolucdo tumoral e controle, 8 horas antes do sacrificio. O rato sob
efeito anestésico de éter sulfurico, foi colocado em decubito dorsal. O pénis foi
tracionado e a veia peniana puncionada com agulha 13 x 4,5 mm. A seguir foi
injetada a solugdao do Azul de Evans na dose de 20 miligramas por quilograma

(mg/kg) de peso.

4.4.3 Calibracao do método

Tomou-se uma aliquota da solugdo do Azul de Evans a 2,5% (item 4.4.1),
para padronizacao do metodo de microleitura espectrofotometrica.

Nesta solugao calculou-se o coeficiente de extingao a um filtro de 620 nm de
comprimento de onda, frente a um branco de formamida, nas diluigbes
compreendidas entre 1/1500 a 1/5000 utilizando leitor de micro-placas de ELISA -
BIOTEK BT-100. Os valores de densidade optica obtidos nas diluicbes da solugao
padrdo do Azul de Evans em solucao fisiologica em relagdo com as concentragdes
das mesmas foram analisadas e obteve-se indice de correlacao (r) de 0,98424. Os

valores apresentados na tabela 01 foram usados como referéncia.

Tabela 01 - Relagao entre concentragcao do Azul de Evans da solugao
padrao e densidade optica a 620 nm frente a solucado fisiologica
como branco:

Concentragoes Densidade 6ptica
(ng/mi)
16,66 0,290
12,50 0,214
10,00 0,180
8,33 0,132
7,14 0,093
6,25 0,078
5.55 0.033
5,00 0,027

pg/ml = micrograma por mililitro



Grafico 01 - Calibragdo do Azul de Evans a 620 nm
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4.4.4 Obtencao de amostras para dosagem de Azul de Evans

Procedeu-se a coleta das amostras de paredes intestinais, peritoneais e
tecidos mesentéricos conforme descrito no item 4.2.2. Foram individualmente
pesadas em balancga eletrbnica e colocadas em tubos de ensaio, acrescentando-se
a estas FORMAMIDA MERCK® artigo 9684.1000 na proporgéo de 4 ml por grama

de peso da amostra.

4.4.5 Extragdo e dosagem de Azul de Evans

Os extratos de Azul de Evans em formamida foram distribuidos em volumes
de 150 microlitros com auxilio de uma pipeta automatica GILSON®, em cada um

dos orificios da placa de Terazaki CORNING®, realizou-se leitura
espectrofotométrica em leitor de ELISA com filtro de 620 nm de comprimento de
onda. Foi utilizada formamida como branco para o teste.

As leituras obtidas foram interpoladas por regressao linear na curva de
calibragcdo da solugéo do Azul de Evans e suas concentragbes nas amostras de
paredes itestinais, peritoneais e tecido mesentérico foram expressadas em

microgramas por grama (ng/g).
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4.5 Dosagens bioquimicas em soro e ascite

Para as dosagens bioguimicas, as amostras de soro e ascite foram coletadas

conforme descrigao no item 4.2.2 e imediatamente processadas.

4.5.1 Dosagem de Proteinas Totais e Albumina

Utilizou-se o método automatizado COBAS MIRA"® com reativos especificos.

4.5.2 Gradiente de Albumina Soro-Ascite
Procedeu-se ao calculo do gradiente que consistiu na diferenga entre as

dosagens de albumina sérica e ascitica.
4.5.3 Dosagem de Sodio e Potassio

Utilizou-se sistema automatizado por eletrodos especificos (ISE) em leitor
AVL® modelo 9130.

4.6 Contagem de Leucocitos

Amostras de sangue foram submetidas a contagem total dos leucécites pelo

método automatizado Coulter Counter®.

4.7 Avaliacao da Translocacao Bacteriana

4.7.1 Obtenc¢ao de amostras

Conforme descrito no item 4.2.2 procedia-se a exposigadc da arcada
mesentérica e exposicao de linfonodos mesentéricos, os quais eram removidos
separadamente e colocados em placas de Petri esterilizadas, em seguida, 0 mesmo

procedimento era utilizado para bacgo, figado, rins e pulmoes.

4.7.2 Meios de Cultura empregados
4.7.2.1 Meios empregados para isolamento de Escherichia coli

Foi empregadc como meic seletivo e indicador o Caldo Lactosado com
indicador de pH - Vermelho de Metila. Apés incubacao e viragem de pH, utilizou-se
Agar Eosina Azul de Metileno Teague - BIOBRAS") para selecdo de coldnias

lactose-positivas que eram evidenciadas pelas pela coloracao verde-metalica, tipica
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de Escherichia coli neste meio de cultivo. Estas colonias eram entao repicadas para

o meio de Pessoa e Silva para identificagdo final.

4.7 2.2 Meios empregadcs para identificacdo de Enterococcus faecalis
Utilizou-se o Kenner Fecal Streptococcus Agar (DIFCO®) suplementado com

Cloreto de Trifeniltetrazolium (MERCK" artigo 12.340)

4.7.3 Cultivo e Isolamento de bactérias

As amostras foram incubadas a 37 °C por 48 horas, sendo a seguir
selecionadas as culturas positivas e repicadas em meios para selegdo primaria de
coldnias e novamente incubadas a 37 °C por 24 horas. Desta forma as culturas
positivas em Caldo Lactosado foram repicadas para Agar Eosina Azul de Metileno e
as culturas positivas em Kenner Fecal Streptococcus foram repicadas para Caldo
Simples. As amostras gue nao demonstraram crescimentc nas primeiras 48 horas,
eram reincubadas até o 7° dia para comprovagao da negatividade.

Ao término das incubacdes as colonias tipicas de Escherichia coli no meio de
Eosina Azul de Metileno, foram repicadas para 0 meio de Pessoa e Silva para
identificacdo final e as amostras crescidas em Caldo Simples foram submetidas a
prova da catalase para caracterizagdo do género Enterococcus e posteriormente a
hidrélise da esculina, sendo assim caracterizadas as amostras de Enterococcus

faecalls.

4.8 Avaliacao Estatistica

Empregou-se analise estatistica n&c paramétrica, pelo método de Kruskal-
Wallis, em sistema computadorizado e definiu-se como nivel de significancia

estatistica p<0,05 para rejeicdo de hipdteses nulas.
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No periodo de pos-indug&o tumoral, os animais foram avaliados por
observagbes clinicas diarias, n&o ocorreram intercorréncias ou abitos,
apresentavam manutengdo do estado geral, atividade fisica e disposi¢cdo para
alimentarem-se. A ascite tornou-se clinicamente evidente a partir do quinto dia da
inoculagao do Sarcoma 180, tornando-se mais significativo nos dias subsequentes.
As médias ponderais de cada um dos grupos A, B, C, D e E, no dia do sacrificio nao
apresentaram diferencas significantes em relagao ao grupo F (p=0,723), conforme

demonstrado na Tabela 02.

Tabela 02 - Comparacgao entre as médias ponderais dos animais sob evolugao
ascitica tumoral e controles :

Pesos

Grupos | LV. (g)
A L.S. 244 63
(n=10) M 229,60
5° dia L. 214 56
B L.S. 239,63
(n=10) M 224 60
6° dia L1 209,56
C L.S. 250,03
{(n=10) M 23500
7° dia L.L 219,96
D L.S. 248,63
(n=10) M 233,60
8° dia L.l 218,56
E L.S. 249 63
(n=10) M 234,60
9° dia Ll 219,56
F L.5. 257.00
(n=20) M 234,50
Controle | L.L 212,00

I.V.: Intervalos de Vanagdes 95% Tukey
L.S.: Limite Superior, M : Médio, L.1.: Limite Inferior
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Na Tabela 03 os resultados sdo apresentados em porcentagem de

isolamentos bacterianos nos animais estudados em cada um dos grupos. Observa-
se que as hemoculturas nao apresentaram crescimento bacteriano nas amostras de
sangue dos animais sob evolugao tumoral bem como nos animais controles. Nas
amostras de figado, bago, rins, pulmdes, linfonodos mesentéricos e ascites
coletadas no 7°, 8° e 9° dias péds-inoculagdo, foram isoladas as bactérias
indicadoras de contaminagdo enteral, Escherichia coli e Enterococcus faecalis, nao

sendo observado crescimento nas mesmas amostras coletadas no grupo F.

Tabela 03 - Avaliagées bacteriolégicas:

Amostras Avaliadas

Grupo | Sangue | Ascite | Figado | Bago | Rins | Pulmées | LNM

A (n=5) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
5° dia - . . . - 5 -

B (n=5) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

6° dia - - : : - a :
C(n=5) | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%

7° dia - + - - - - +
D (n=5) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
8° dia - + + + + + +
E (n=5) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
g9° dia - + - + + “+ -
F (n=10) 100% nao se 100% 100% 100% 100% 100%
Controle - aplica* - - - - "

Legenda: LNM : Linfonodos Mesentéricos

n = namero

+ = presenca de Escherichia coli e Enferococcus faecalis

- = cultura negativa até o 7° dia de incubagao

* grupo controle sem indugao de ascite

Para inferéncia estatistica das diferengas entre as médias das dosagens de

albumina, proteinas totais, ions Sodio, ions Potassio, contagem de leucdcitos,
determinacao de gradiente de albumina soro-ascite, foram inicialmente comparadas
as médias destas determinagcbes de cada um dos grupos sob evolugdo tumoral e
comparadas as medias do grupo controle, posteriormente compararam-se as
medias globais de cada determinacdo em todos os grupos em vigéncia de ascite
tumoral, com as do grupo controle. A Tabela 04 demonstra os resultados
expressados por médias dos grupos e seus intervalos de variagGes obtidos pelo

método de Tukey com 95% de confianga.



40
Tabela 04 - Demonstrativo entre as avaliagcdes bioquimicas em soro
e ascite e contagem de leucocitos no sangue :

Amostras Avaliadas

Soro Sangue Ascite

Grupo | LV, | Alb. | P.T. Na K Leuc | Alb. | P.T. Na K

A |LS.|320]595 [13162| 920 | 2.730 | 2,75 | 420 [ 12539 ] 10,97

(n=5) | M | 3,00 | 550 | 126,80 | 8,30 | 2.440 | 2,56 | 3,96 | 119,40 | 95,20

5°dia | L.I. | 279 | 504 [12197| 7,39 | 2149 | 236 | 3,71 [11340| 7,42

B LS.| 288|451 |12322| 880 | 2890 | 283 | 442 | 123899 8,73

(n=5) | M | 2,68 | 406 | 118,40 | 7,90 | 2.600 | 2,64 | 4,18 | 118,00 | 6,96

6°dia | L.I. | 247 | 361 |11357| 6,99 | 2309 | 244 | 393 |11200| 5,18

C LS.|280|415 (127,02 11,10 | 1.858 | 3,11 | 552 [ 12579 | 5,18

(n=5) | M | 2,60 | 3,70 | 122,20 | 10,20 | 1.568 | 2,92 | 5,28 | 119,80 | 10,18

7°dia | LI | 239 | 325 |11737| 929 | 1.277 | 272 | 503 | 113,80 | 8,40

D LS.|324 | 585 14682 | 532 | 1.752 | 2,95 | 426 | 14579 | 6,91

(n=5) | M | 3,04 | 540 | 142,00 | 4,42 | 1.462 | 2,76 | 4,02 | 139,80 | 5,14

8°dia | L.I. [ 283 | 491 (13717 | 3,51 | 1171 [ 256 | 3,77 | 133,80 | 3,36

E LS.|[352 (673 (14982 | 540 986 | 3,56 | 5,73 [ 154,97 | 8,11

(n=5) | M | 3,32 | 6,28 | 145,00 | 4,50 696 | 3,25 | 5,35 | 145,50 | 5,30

9°dia | L.I. | 3,11 | 583 | 140,17 | 3,59 405 | 2,93 | 496 | 136,02 | 2,48

F LS.| 390 | 910 |183,00| 7,2 9.030
(n=10) | M | 3,35 | 6,11 | 144,95 | 3,83 | 7.460 nao se aplica*
Controle | | |. | 290 | 560 | 140,00 | 3,20 | 5500

Legenda: 1V.:Intervalos de Variagdes 95% Tukey

L.S.: Limite Superior, M : Médio, L.I.: Limite Inferior

Alb: alburnina (mg/ml), P.T.. proteinas totais (mg/ml), )

Na: lons Sédio - miliequivalentes por mililitro (mEg/ml), K: lons Potassio (mEg/ml),

Leuc.:Leucocitos (/ml)

* grupo controle sem indugao ascitica

Nas determinagdes bioquimicas dos animais sob evolugdo tumoral acima

demonstradas, observa-se em relagdo aos valores obtidos no grupo controle :
diminuicdo significante nos valores médios de proteinas totais e albumina, elevagao
do potassio e diminuicdo dos niveis de sodio séricos. Com respeito as
determinagbes em ascites, e por ndao haver parametros de referéncia para
comparacao, observa-se presenca de gradiente de albumina soro-ascite invertido
apenas no sétimo dia de evolugao, nos demais esta relagcao ocorreu sem alteragdes,
ainda neste mesmo periodo de evolugdo tumoral, ocorreu elevagao significativa de
potassio ascitico. As contagens totais de leucécitos circulantes demonstraram
diminuicdo sequencial. Os valores de referéncia encontrados estado em acordo
aqueles especificados para a linhagem Wistar, conforme informagao da fonte

provedora destes (Instituto de Tecnologia do Parana).
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Tabela 05 - Comparacao entre as avaliagbes da permeabilidade
vascular nos animais sob evolugao ascitica tumoral e controles :

Amostras Avaliadas
(ng de Azul de Evans/g de tecido)
Grupos I.V. Parede Parede Tecido Mesentérico
Intestinal Peritoneal
LS. 41,05 24,03 38,06
(n=5) M 38,50 22,57 35,04
5° dia L.l 36,02 21,1 32,02
B L.S. 40,90 23,93 37,44
(n=5) M 38,87 22,20 33,82
6° dia L.L 34,85 20,47 30,20
C L.S. 43,03 27,83 39,54
(n=5) M 40,54 25,43 37,12
7° dia Ll 38,05 23,03 34,70
D L.S. 39,90 25,80 38,91
(n=5) M 39,00 23,56 36,47
8° dia L.l 37,10 21,82 34,03
E L.S. 40 44 26,02 41,05
(n=5) M 39,37 23,21 40,04
9° dia L.l 38,30 20,40 39,03
F L.S. 28,50 17,20 2T 32
(n=10) M 27,40 15,40 26,36
Controle Lk 26,21 13,60 25,40

Legenda : |.V.: Intervalos de Variagdes 95% Tukey
L.S.: Limite Superior, M : Médio, L.1.: Limite Inferior

As determinagbes da permeabilidade vascular, obtidas pelas dosagens
espectrofotométricas do Azul de Evans nas amostras de paredes intestinal e
peritoneal e tecido mesentérico dos animais tumorizados, demonstraram aumento
(p<0,05) em relagdo aos valores de referéncia estabelecidos no grupo controle.

Enfase deve ser dada ao aumento ocorrido nas amostras coletadas no sétimo dia.



Tabela 06 - Demonstrativo dos parametros estatisticos avaliados :

Elemento de Comparacao entre Valor de p Conclusio
Comparacao
Dosagens séricas nos 0,00098 Diferengas
animais induzidos com estatisticamente
Proteinas Totais animais controle significantes
Dosagens asciticas p<0,05 Diferengas
entre 0s grupos significantes entre :
induzidos A-C A-E B-C,B-
E,C=BR.D-E
Dosagens séricas nos 0,0016 Diferencas
animais induzidos com estatisticamente
Albumina animais controle significantes
Dosagens asciticas p<0,05 Diferengas
entre 0s grupos significantes entre :
induzidos A-E B-E
Dosagens seéricas nos 0,00078 Diferengas
animais induzidos com estatisticamente
ions Séadio animais caontrole significantes
Dosagens asciticas p<0,05 Diferengas
entre os grupos significantes entre A -
induzidos D.A-E,B-D,B-E
Dosagens séricas nos 0,00042 Diferengas
animais induzidos com estatisticamente
ions Potassio animais controle significantes
Dosagens asciticas p<0.05 Diferencas
entre 0s grupaos significantes entre A -
induzidos D,B-D,C-E
Leucocitos Contagem de p<0,05 Diferencas
Leucdcitos no sangue significantes entre A -
C.A-D,A-E,B-C,
B-D,B-E,C-E,D-
E
Permeabilidade Dosagens teciduais de p<0,05 Diferengas
Vascular Azul de Evans entre os estatisticamente

grupos induzidos e
grupo controle

significantes entre as
amostras de paredes
intestinal e peritoneal e
tecido mesenterico
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Quadro 01 - Demonstrativo das avaliagbes de translocagao
bacteriana, valores médios das dosagens bioquimicas asciticas e
séricas, permeabilidade vascular intestinal, peritoneal e
mesentérica, contagem de leucdcitos e gradiente de albumina soro-
ascite nos grupos induzidos com Sarcoma 180 e grupo controle :

Translocagio |
Bacteriana | neg neg 100% 100% 100% | neg
|
Proteinas i
Totais em i
mg/ml :
* Soro 5,50 4,06 3,70 5.44 6,28 | 6,11
* Ascite 3,9 4,18 5,28 4,02 535! —
|
Albumina em 1|_
ma/mi :
e Soro 3,00 2,68 2,60 3,04 3,32 : 3,35
s Ascite 2,56 264 2,92 2,76 3.25 : -—
|
Sédio em :
. ST%! 126.8 118,4 122,2 1420 1450 : 1449
& 119.4 1180 118,8 139,8 14551
I
Potassio em }
mEg/ml :
= Soro 8,30 7,90 10,2 4,42 450 | 3,83
+ Ascite 9,20 6,96 10,1 514 5|30: ——
I
Permeabilidade |
Vascular em :
. Inte%I?rlTog 350 3887 4054 32,00 37 : 27.40
S Bl 2257 220 .43 2356 2321 1 1540
+ Wessisleio H.04 3,82 3712 36,47 40,04 : 26,36
]
Leucécitos/ H
_"""'_""'m. 2440 2600 1580 1462 696 | 7460
- |
|
Gradiente aus. aus. Pres aus. aus. |
I
]
induzido indundc INAuZICo incudo induzicc | conmrole
Grupos 1 !
5° dia 6° dia 7° dia 8° dia 9° dia

Legenda : aus.: auséncia de gradiente albumina soro-ascite
pres: presenga de gradiente albumina soro-ascite
neqg: negativo
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6. Discussao

O rato (Rattus norvegicus) foi o animal escolhido para o estudo por ser de
obtencdo acessivel e possivel aloja-lo em ambientes |aboratoriais para o
desenvolvimento de estudo experimental controlado. Por seu porte, pode-se dispo-
lo de quantidades estatisticamente adequadas, sem que por isto, haja
comprometimento ambiental.

O modelo experimental proposto da seguimento & linha de estudos ja
consolidada, cujo objetivo & o estudo e aplicagdo do Sarcoma 180 como modelo
bioldgico de indugao tumoral aplicado a investigagao da evolugao ascitica por ele
induzida, relacionando avaliagbes bioquimicas séricas, asciticas, leucocitarias e da
permeabilidade vascular a translocacdo de bactérias enterais normais da flora
murina.

O Sarcoma 180 adaptado para ratos, foi apresentado por Kist em 1995 e
comprovada sua acelarada capacidade ascitogénica nestes animais s, gerando
desta forma, o modelo ora proposto. A evolugdo da ascite tornou-se clinicamente
evidente a partir do 5° dia da inoculagdo intraperitoneal das células tumorais,
portanto, as afericbes foram procedidas nos dias sucessivos de evolugao.

Seguem sendo obscuras, as provaveis hipoteses elaboradas para a
elucidacao dos diversos mecanismos implicados na formagao de ascites, como
consequéncia também de um continuo processo maligno. No entanto, algumas
consideragbes foram elaboradas no sentido de esclarecé-las. Starling em 1836,
citado por Sherlock em 1978, pressupds em seu estudo, como mecanismo
fisiopatoldgico da ascite, o intercambio de fluidos entre 0 sangue e os espagos
teciduais, induzide pela diferenca entre a pressdo hidrostatica capilar,
determinando filtracdao, e a pressao osmotica das proteinas plasmaticas, que
favoreceria a reabsor¢cao dos liquidos (g Outros autores, condicionaram a ascite
como consequéncia da agéo local de células cancerosas causando irritacdc serosa
1), Obliteragao dos linfaticos diafragmaticos 4g, angiogénese s, hipertenséo portal
sn € aumento da permeabilidade vascular (4s s+ s9.96).

Entre estas, Heuser, Taylor e Folkman em 1984, demonstraram que o sulfato
de protamina, conhecido inibidor da angiogénese, quando topicamente infundido

na cavidade peritoneal de animais portadores de tumor, preveniu sua proliferagcao
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difusa, entretanto, as colegdes asciticas seguiraram sendo formadas. Relataram

que alguns tumores poderiam produzir fatores que alterariam a permeabilidade
macromolecular de vascs normais, causando acumulo de liquido dentro do abdome
(58)-

A permeabilidade vascular aumentada foi relatada por Fastaia e Dumont em
1976, pois verificaram alteracdes na permeabilidade capilar peritoneal empregando
0 Azul de Evans como marcador. Observaram que a media de permeabilidade
aumentou em relagao aocs valores de referéncia por eles estandardizados, uma vez
e meia ao 3° dia, 2 vezes ao 5° dia, e 3 vezes ao 7° dia apés inoculagio de células
tumorais. Concluiram que a causa do progressivo aumento na permeabilidade
capilar, foi provavelmente a alteragéo na efuséao intraperitoneal 5. Por outro lado,
Garrison, Kaelin, Galloway e Heuser em 1988, verificaram aumento da
permeabilidade vascular para proteinas no omento, apdés a inoculagéo
intraperitoneal de liquido ascitico livre de células malignas. Serviram-se igualmente
do Azul de Evans para esta medigdo e concluiram que alteragcdes no
extravasamento de proteinas explica a formacao de ascites por alguns tumores na
auséncia de obstrucdo tumoral sy.

Avaliou-se neste estudo, a permeabilidade vascular decorrente do processo
tumoral induzido pelo Sarcoma 180, valendo-se das propriedades do Azul de
Evans, também estudadas, por Bordon de Corvalan e Hajar em 1994, e Andriguetto
em 1985, os quais, reafirmaram a capacidade deste corante em combinar-se com a
albumina sérica e portanto, ser um marcador de exsudacao tecidual zosss. Esta
avaliacgdo em paredes peritoneal e intestinal e tecido mesentérico, esteve
aumentada em relag&o ao grupo controle no 5° dia de evolugao tumoral e persistiu
em todos os seguintes avaliados, o que comprova o efeito do Sarcoma 180 na
permeabilidade vascular e que provavelmente seja a causa mais relacionada a
ascitogenese.

O aumento da pressao intra-abdominal pela ascite, dificulta a absorcdo de
nutrientes, 0 que provoca deficiéncia proteica de base nutritiva com caracteristicas
de debilidade muscular e consequente altera¢gdo do peso dos animais. No modelo
proposto, ndo demonstrou-se variacdo ponderal significativa nos animais
inoculados com tumor em relagdo aos do controle, devido a propria ascite em

formacao compensar esta perda.
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As dosagens de proteinas totais no soro demonstraram diminuigcdo

estatisticamente significativa nos ratos que se apresentavam com evolugio
tumoral, comparadas ao grupo controle. No entanto, os niveis de proteinas séricas
podem sofrer queda se considerar a retengao de sal e agua no rim, que dilui o
compenente coloidal do espaco extracelular, e ainda o fato de que, parte das
proteinas circulantes sao sequestradas no liquido ascitico, além do
hipermetabolismo tumoral @7,

O gradiente de concentragdo de albumina soro-ascite, tem sido relatado
para relacionar a evolugdo ascitica 1. Neste estudo experimental, ocorreu
inversdo do gradiente de albumina soro-ascite somente no grupo C, nos demais
grupos as determinacgbes séricas da albumina apresentaram-se superiores as
determinagbes asciticas. Este gradiente presente coincidiu com o inicio da
translocacdo bacteriana (7° dia), o que talvez seja um fator tributario, mas nao
Unico para a passagem de bactérias. O fato deste gradiente n&o estar presente nos
demais dias avaliados, deve-se ao proprio reequilibrio soro-ascite, consequente as
trocas protéicas.

Com evolugdo progressiva de ascite, os fluidos corporais tornam-se
depletados de ions e os tubulos renais passam a reter agua e ions sodio. Como
consequéncia, o aparelho justaglomerular e o sistema renina-angiotensina
estimulam a produgao de aldosterona, para aumentar a absorgdo deste ion g
Existem outras alteracbées de ordem sistémica na vigéncia de ascite cujos
mecanismos sdo discutiveis pois, diversos sistemas vasoativos parecem interagir
no rim, a ascite se acumula com balango sédico positivo e diminui durante o
balango negativo, ao passo que o potassio intracelular, suscetivel de ser trocado,
esta diminuido @7 Neste modeloc estudado, as concentragdes de sodio
demonstraram ser maiores no soro em relacao a ascite, enquanto que o potassio
sérico, demonstrou esta relagdo inversa. O fato desta diminuicdo sérica do
potassio nao se deve apenas a perda excessiva do ion para o liquido ascitico, mas
também, a incapacidade celular em manter seu conteudo causando deplecao
celular e redugdo da massa muscular total que geralmente acompanham o tumor.

Sendo considerada a leucopenia importante fator de risco para infecgées por
enterobactérias translocadas (2, avaliou-se também neste estudo os efeitos da
evolugdo do Sarcoma 180 na populagao leucocitaria circulante nos animais.

Observou-se significativa diferenca entre as contagens de leucocitos nas amostras
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de ratos tumorizados e os controles, fato este intrinsecamente associado a

ocorréncia de translocacéao.

O intestino devido a sua flora microbiana diversificada, ocupa importante
pOsicao na pesquisa cirurgica, e vem tornando-se area de intensa investigacdo. A
translocagdo de bactérias e endotoxinas & postulada como parte do mecanismo
fisioldgico de processamento e apresentacao antigénica, sendo parte essencial da
resposta imune dos tecidos. O cenario pode ser muito diferente em pacientes
imunocomprometidos ou naqueles portadores de outros estados criticos, cujo nivel
fisiologico de translocacgdo, pode ser suficiente para o desenvolvimento de infecgéo
sistémica. Da magnitude da translocacao depende a ocorréncia de infecgdes,
choque septico e SIRS (3.

O intestino atende fisiologicamente distintas fungbes como: digestéo,
absorgdo, secregcao e atua como barreira, cuja mucosa permite a passagem
seletiva de nutrientes para a circulagdo, engquanto mantém-se como protegdo
centra a absorgao de particulas luminais e substancias, como bactérias e suas
toxinas (1200 A fungdo imune intestinal, foi primariamente observada por Besredka
em 1919, que descreve a inibicAo da aderéncia de patdgenos luminais na
superficie celular, como passo inicial na prevencao da invasdc de células da
superficie epitelial 5, € € normalmente impedida por mecanismos de defesa
especificos, como a secregdo de IgA 2128 € Nao especificos, como acidez gastrica,
peristalse, muco, antagonismo bacteriano e descamacgao tecidual. Acrescidos a
estes, as bactérias anaerobias formam uma camada na superficie da mucosa, e
sua presenca tem sido relacionada a estabilidade e confinamento das bactérias
aertbias gram-negativas no trato intestinal 4, Apesar da populacdo de bactérias
anaerobias ser maior gque as aerdbias, aguelas como regra nao translocam através
do intestino normal, e se o fazem, atingem sistemas ricos em oxigénio que nao
permitem sua sobrevivéncia, ou sdo fagocitadas e tornam-se suscetiveis para
morte intracelular 5. O estado nutricional do hospedeiro, tem sido demonstrado
influenciar o ciclo de vida das células intestinais, sendo uma importante variavel
na translocacdo de bactérias gastrintestinais (1 10s).

Pouco tem sido pesquisado em relagdo acs mecanismos pelos quais as
bactérias presentes no Iumen intestinal alcangcam o0s noédulos linfaticos
mesentericos e outros tecidos. No entanto, varios s&o propostos: a

impermeabilidade das membranas celulares, a estreita juncao entre as células



49
MUCOSas w4111 € @ hipotese do transporte fagocitico pssssn 116117 Ainda, existem

multiplas vias descritas para a translocaga@o bacteriana: migragao retrograda para
pulmées, migracdo transmural direta através da parede intestinal e migragéo para
linfonodos mesentéricos elou figado através das vias linfatica ou vascular, e a
concomitancia de mais de uma destas vias podera oCorrer (11411s).

E de conhecimento que o trato gastrintestinal de roedores normais contém
centenas de diferentes espécies de bactérias, no entanto, poucas espécies sao
observadas na translocacao para nodulos linfaticos mesentéricos e outros 6rgaos.
Incluem-se entre estas, Escherichia coli, Enterobacteriaceae, Streptococcus,
Stafilococcus sp. e Lactobacilos. Outros microrganismos, tais como, Pseudomonas,
anaerobios e leveduras translocam, mas parecem fazer somente sob
circunstancias nao usuais (1. AS espécies observadas em estudos anteriores
como tipos dominantes na transloca¢ao, por serem aceitos como indicadores de
contaminacao de flora cecal, séo a Escherichia coli € o Enterococcus faecalis, este
anteriormente denominado Sireptococcus faecalis 15. Observou-se neste estudo
suas translocagdes em 100% dos nodulos linfaticos mesentéricos, figado, baco,
rins, pulmdes e liquido ascitico coletados, em todos os ratos a partir do 7° dia
(Grupo C) de evolugdo tumoral. A porcentagem de bactérias encontradas, deve-se
a uma analise qualitativa das bactérias, pois define-se como transloca¢do quando
apenas uma bactéria esteja presente em nodulo linfatico mesentérico ou 6rgao
extra-intestinal (113. Acredita-se que com a permeabilidade vascular aumentada a
partir do 5° dia de evolugdo tumoral, as bactérias entéricas ja estao translocando
através da parede intestinal em direcdo aos nodulos linfaticos mesentéricos, mas
sao destruidas neste trajeto pelos mecanismos de defesa locais ou pelos proprios
nodulos linfaticos mesentéricos que liquidam estas bactérias, e quando ha uma
menor atividade destes ocorre a presenca de bactérias nestes com consequente
passagem para locais extra-intestinais, o que foi evidenciado nesta pesquisa no 7°
dia de evolugao tumoral. O possivel mecanismo da permeabilidade vascular
aumentada na translocacao bacteriana deve-se ao fato do aumento da
permeabilidade romper as jungoes apertadas entre os enterocitos e possibilitar
uma via intercelular para a passagem de bacterias oriundas da luz intestinal.

E reconhecido que os 6rgdos internos de ratos normais s@o considerados
estéreis, entretanto com técnicas laboratoriais apropriadas, podem ser

demonstrados que baixos numeros de bactérias gastrintestinais viaveis podem
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estar presentes em aproximadamente 5,2% dos érgaos ;. Nesta avaliacdo, os

animais do grupc controle ndo demonstraram bactérias em seus orgaos. Isto
implica que, a translocacdo de bactérias gastrintestinais pode ser de ocorréncia
irregular e que quando translocadas, sao eliminadas pelas defesas normais do
hospedeiro.

Os resultados obtidos nas pesquisas bacterioldgicas no sangue em ambos
0s grupos, controle e sob evolugao tumoral, foram uniformemente negativas em
todos os periodos de observag¢ao deste estudo, sugerindo que, bactérias podem
ser absorvidas para a circulagao sanguinea portal em pequenas quantidades, mas
sao rapidamente filtradas pelas células de Kupffer no sistema reticulo-endotelial
hepatico, sendo este efetivo em limitar sua passagem para a circulacéo sanguinea
@s. Entretanto, hipoteticamente, se estas bactérias fossem continuamente
disseminadas na circulacéo portal e pesquisadas por um periodo além do 9° dia
apos inoculagdo intraperitoneal das células tumorais, poderiam ser detectadas no
sangue, indicando que neste periodo, o sistema reticulo-endotelial tornou-se
incapaz de limitar a populagido bacteriana translocando para o sangue, ou porgue
os fagocitos fixos tenham alcangado o limite de sua capacidade fagocitica, ou
ainda alguns destes eliminaram bactérias viaveis para a corrente sanguinea.

Relata-se dos pacientes com ascites malignas, o desenvovimento de sepse
como evento pre-terminal associado ao estado geral de imunodepressao nestes
pacientes debilitados. O fendomeno da translocacdo bacteriana pode estar
envolvido neste processo, uma vez que, 0S microrganismos responsaveis por este
estado sao integrantes da flora aerébia normal do intestino, e a cavidade peritoneal
vistas & sua extensdo e grande capacidade de armazenar liquido dificulta por
razoes fisicas a fagocitose. Agrega-se ainda, a ocorréncia da opsonizacao,
processo este que envolve a superficie do microrganismo com imunoglobulina ou
complemento, o que & fundamental a fagocitose, e no paciente com cancer, o
indice opsonico do fluido ascitico € abaixo do normal estabelecido (132763113

Baseados nos resultados do presente estudo, concluiu-se que a ascite
induzida pelo tumor, promoveu translocagdo bacteriana nesta condi¢do
experimental. E possivel que se deva ao efeito sinérgico de diversos fatores
demonstrados no Quadro 01, que se manifestaram a partir do sétimo dia da
evolucdo ascitica. Leucopenia progressiva, indicadora de incompeténcia

imunolégica, associada ao efeito imunossupressive do Sarcoma 180 ) que diminui
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in vivo e in vifro a imunidade antibacteriana . Presenca das concentragoes

asciticas de proteinas e ions, refletem altera¢cdes na manutengéc da pressao
coldido-osmotica, fato este, evidenciado pela inversdo do gradiente de albumina
soro-ascite. Todos estes fatores sdo colimadores do aumento da permeabilidade
vascular intraperitoneal, que neste periodo (7° dia) atingiu seus valores maximos
em relacao aos valores de referéncia obtidos no grupo controle

Portanto, a presenga da ascite, o aumento da permeabilidade vascular, o
desequilibrio idnico e as deficiencias imunolagicas antibacterianas do hospedeiro,
confluem na subsequente inabilidade do rato em controlar a colonizagéo pelas
bactérias translocadas atraves da parede intestinal, justificam e comprovam a
hipotese de que neste modelo animal ocorreu translocacdo de bactérias entéricas

consequente a evolugao ascitica tumoral.



7. Conclusio




7. Conclusao

Ocorreu aumento da permeabilidade da microcirculagdo e translocacao

bacteriana em ratos sob vigéncia de ascite induzida pelo Sarcoma 180.
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