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RESUMO

A infeccdo urinaria é uma situagdo freqiiente em Urologia e caracteriza-se pela sua
gravidade quando associada a obstrucdo ureteral. O objetivo desse estudo foi avaliar a
relacdo entre a obstrucdo ureteral e a populacdo bacteriana no trato urindrio superior de
ratos Wistar. Quarenta ratos foram distribuidos em dois grupos iguais: Experimento (E) e
Sham (S). Cada um destes grupos foi subdividido em outros dois subgrupos de dez animais,
sacrificados no segundo e sétimo dias apds o procedimento, denominados: E2, E7, S2 e S7.
No inicio do procedimento foi coletada, por pun¢do, a urina da bexiga, em todos os ratos.
Em seguida os animais do experimento foram submetidos a ligadura e sec¢do do ureter
esquerdo. Os animais do grupo Sham foram submetidos apenas a laparotomia. Na eutanasia
foi realizada a nefrectomia esquerda em todos os animais, encaminhando-se um segmento
do rim para o laboratorio. A comparagdo entre os subgrupos E2 e S2 nao demonstrou
diferenca estatistica em relagdo as culturas de urina em oposi¢do a analise das culturas dos
segmentos renais onde foi evidenciada diferenca significante. O mesmo aconteceu na
comparagdo dos subgrupos E7 e S7. Os resultados das culturas de segmento renal dos
subgrupos E2 e E7 ndo apresentaram diferenca estatistica significante. A obstrugdo ureteral
unilateral determinou o aumento da populagdo de bactérias aerdbicas, na unidade renal

acometida, em ratos Wistar.
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SUMMARY

Urinary infection is a frequent situation in Urology and is characterized by their
severity when associated with an ureteral obstructions. The objective of this study was to
assess the relationship between ureteral obstructions and the bacteria population in the
superior urinary tract of Wistar rats. Forty rats were distribuided into two equal groups:
Experiment (E) and Sham (S). Each of these groups were divided into two other subgroups
of 10 animals, which were sacrificed on the 2™ and 7™ day after the procedure: E2, E7, S2,
S7. In beginning of the procedure urine from the bladder was collected by puncture and
aspiration in the all rats. Next the animals of the experiment were subjected to a ligature
and division of the left ureter. The animals of the Sham group were only subjected to a
laparotomy. In the sacrifice a left nephrectomy was performed in all animals, sending a
segment of the kidney to the laboratory. The comparison between the E2 and S2 didn’t
demonstrate a statistical difference in relation to the urine cultures as opposed to the culture
analysis of the kidney segments where statistical difference was found. The same thing
happened in the comparison of subgroups E7 and S7. The results of the kidney segment
cultures of subgroup E2 and E7 didn’t show statically differences either. The unilateral
ureteral obstruction increases the aerobic bacteria population in the affected unity in Wistar

rats.
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1 INTRODUCAO

Na pratica médica moderna o desafio do tratamento das infec¢des continua sendo
uma das situacdes mais comumente encontradas.

Entre todas as infec¢des bacterianas que acometem o ser humano, a infeccao do
trato urinario (ITU) ¢ a mais freqiiente. A ITU caracteriza-se por variar em sua
apresentacdo de acordo com o sexo e a idade do paciente, bem como pela presenca de

. ~ 1,2
fatores complicadores, como a obstrucio ureteral.'*?

Exceto pela porcdo distal da uretra, o trato urinario é considerado asséptico’. A
infec¢do urinaria ¢ a invasao do trato urindrio por microorganismos que desencadeiam uma
resposta inflamatéria. > As enterobactérias sdo os principais agentes etiologicos; embora,
raramente, podemos encontrar virus, fungos ou protozoarios como agentes envolvidos.*

As principais vias de acesso destes microorganismos ao trato urinario sao a via
ascendente (retrograda), a hematogénica e a linfatica.™ A mais freqiiente ¢ a via
ascendente, através da qual as bactérias intestinais inicialmente colonizam o perineo
(principalmente no sexo feminino) pela aderéncia destes agentes a mucosa e intrdito

vaginal e, posteriormente, ao urotélio uretral e vesical.*’

Uma vez atingida a mucosa
vesical ocorre a ITU, a qual ¢ quase sempre limitada a bexiga, como doenga clinica, muito
embora exista evidéncia experimental de que em quase 50% dos casos existam bactérias no
sistema coletor renal, inclusive sem causar pielonefrite.”

Essas enterobactérias, quando atingem a pelve renal, o fazem passando pelo ureter,
como nos casos de refluxo vésico-ureteral ou nas alteragdes no peristaltismo ureteral (como
visto nos casos de obstrucao parcial ao fluxo urinario ureteral) as quais aliadas a aderéncia
bacteriana, facilitam a ascensdo do microorganismo até o rim.’

Uma vez na pelve renal os germes podem ascender aos tibulos através das

extremidades das papilas e disseminar-se pelo parénquima renal, produzindo pielonefrite



aguda. Essa ascensdo ¢ mais freqiiente quando existe refluxo pielo-tubular ou obstrucao
urinaria e conseqiiente aumento da pressdo na pelve renal.’

Raramente os microorganismos podem atingir o parénquima renal através da
corrente sanguinea, sendo nestes casos mais comumente envolvidos o Staphylococcus
aureus ¢ os fungos. Nao existe duvida de que a presenga de obstrugdo favorece esse
mecanismo de ITU.'

A disseminagdo de infecgdes extra-urinarias para o sistema coletor ou rins por via
linfatica ¢ pouco comum e limitada a poucos casos de obstrugdo intestinal ou abscessos
intra ou retroperitoneais, especialmente em pacientes com estado geral comprometido.’

As manifestacdes clinicas das infec¢des do trato urindrio podem variar desde
colonizacdo bacteriana assintomatica da bexiga, denominada bacteritria assintomatica, até
sintomas miccionais irritativos isolados (distria, polaciuria e urgéncia miccional) ou em
associa¢do com infec¢do urindria alta, a qual ¢ acompanhada de sinais sistémicos, como
febre.”

Atualmente as ITU tém sido classificadas considerando-se as condi¢des funcionais e
anatomicas do trato urinario e do estado de saude do hospedeiro:

a) Infeccdo urinéria ndo complicada — € aquela que ocorre em pacientes com

o trato urinario normal sob o ponto de vista funcional e anatémico."’

b) Infec¢do urinaria complicada — € a que ocorre em pacientes que
apresentam fatores que aumentam a probabilidade de adquirir infecgdo
e/ou diminuem a eficacia da terapéutica. A infec¢do ¢ considerada
complicada quando o trato urinario apresenta alteracdo anatOmica,
destacando-se as obstrucdes; alteragcdes funcionais (doencas que reduzem
a capacidade de concentracdo dos rins ou condi¢des neuroldgicas que
prejudicam a capacidade de armazenamento e esvaziamento vesical); a
saude do paciente estd comprometida (ex.: diabetes melito); ou a bactéria
tem alta viruléncia (o fator bacteriano mais importante das enterobactérias
¢ o seu poder de aderéncia)."'

Entre as ITU consideradas complicadas, a associagdo com a obstru¢do do trato

urindrio ¢ uma das apresentagdes mais comuns na pratica diaria.



A obstru¢do ureteral unilateral, sem evidéncia clinica de ITU concomitante, ocorre
com grande freqiiéncia no dia-a-dia do urologista, e a sua apresentagdo clinica podera variar
de acordo com o tempo de instalacdo do processo obstrutivo (agudo ou cronico), com o tipo
de obstrucdo (intrinseca ou extrinseca) e a sua intensidade (parcial ou total). A apresentacao
clinica da obstrucdo ureteral pode variar desde a colica reno-ureteral, nos casos de inicio
subito, até a auséncia de sintomas nos casos de processo obstrutivo que evolui de forma
insidiosa.” Queixas como anuria (nos casos de obstrucdo sibita) ou sintomas de uremia
(obstrugdo cronica) podem predominar quando obstrucdo ureteral bilateral ou unilateral em
rim Gnico funcionante ocorre.”

Existem muitas causas de obstrucao ureteral: estreitamentos congénitos, ureterocele,
ureter retrocava, carcinomas primarios do ureter, doengas inflamatdrias como tuberculose e
endometriose, além de calculo, trauma iatrogénico em operacdes pélvicas, obstrugcdes
extrinsecas por tumores (como cancer de colo uterino e prostata), gravidez, etc'?

Devido a esta variabilidade de apresentacdo e¢ o grande nuimero de fatores
envolvidos, os estudos sobre obstru¢ao do trato urinario em seres humanos sao dificeis de
serem conduzidos. A maior parte do conhecimento atual sobre as alteragdes
fisiopatologicas que acometem uma unidade reno-ureteral ¢ baseada em estudos de
modelos animais os quais se aproximam dos estados de doenga vistos clinicamente.'*"

Em relacdo ao efeito deletério da obstrucdo isolada, existem varios estudos
abordando as alteracdes macro e microscopicas, bem como quais os principais mediadores
inflamatérios, vasoativos e demais fatores envolvidos com o processo obstrutivo.'* '#1*

A associa¢do entre obstrugdo e ITU tem sido motivo de varios estudos,
principalmente devido a gravidade do quadro, pois coloca o paciente em risco de sepse,
além de reduzir as chances de recuperacao da unidade renal acometida mesmo apds o alivio
da obstrugdio, 1216:1718.19202122

Modelos animais t€ém confirmado a associac¢do entre ITU e elevagdo da pressdo na
pelve renal em animais com obstrucio ureteral parcial.”

Na revisdo da literatura sobre o tema infeccdo e obstru¢do ureteral, foram
encontrados varios estudos nos quais a pielonefrite experimental foi reproduzida pela

16,17,18, 19,20,21,22

inoculacdo direta nos rins de cobaias ; por disseminacao hematogénica ou por

inoculagdo retrograda.” Em tais estudos a bactéria foi administrada pela uretra ou



diretamente na bexiga, com taxas variaveis de pielonefrite, dependendo das espécies
. . A . . ~ . 19 ~
bacterianas e sua viruléncia e da inser¢ao de corpo estranho na bexiga. Entretanto, nao
foram localizados trabalhos relacionando a obstru¢do ureteral de forma isolada com o
comportamento bacteriano. Existe evidéncia na literatura de que a ligadura e sec¢do do
ureter previnem a ITU por via ascendente (conhecidamente a via principal de acesso dos
microorganismos ao trato urinario alto).”* Além de ser descrita a possibilidade de

25,2627 . ~
" tornando a instalagdo do

colonizagao bacteriana do urotélio sem causar bacteritria
processo infeccioso um embate entre os fatores de viruléncia dos microorganismos € 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro.

O fato de nao ter sido encontrado, na revisao da literatura, a relagdo entre aumento
da populacdo bacteriana e a ligadura isolada do ureter, motivou a realizagdo de um modelo

experimental com este objetivo.



2 OBJETIVO

Estudar a relagdo entre a obstrucgdo ureteral unilateral experimental e a populacao

bacteriana aerobica, no trato urinario superior de ratos Wistar.



3 METODOS

3.1 AMOSTRA

Foram utilizados 40 ratos albinos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus —Rodentia mamalia) da mesma idade (180 dias), com peso entre 250 e 300 gramas,
mantidos em gaiolas individuais de polietileno, at¢ o tempo determinado, para o
experimento.

Os animais foram mantidos sob luz natural, com ciclo dia/noite inalterado, em
temperatura ambiente, com condi¢cdes ambientais de ruido, temperatura e umidade
consideradas normais e receberam alimentagao propria para a espécie (Nuvilab CR1- Nuvital
Nutrientes Ltda. Curitiba. Parand), com acesso livre a dieta e a dgua.

Os animais foram identificados por numeracdo e pesados antes da realizagdo do
procedimento cirdrgico.

A amostra estava de acordo com o protocolo para uso de animais em pesquisa da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina,

sendo aprovada sob os numeros 304/CEUA e 23080.017786/2004-99/UFSC (Apéndice 1).

GRUPO DE ANIMAIS
Os 40 animais foram distribuidos, por sorteio simples, em 2 grupos de 20 unidades,

como descrito a seguir (Figura 1):

GRUPO EXPERIMENTO - E (20 ratos): Neste grupo, os animais foram
submetidos a laparotomia (Dia 0), coleta de urina da bexiga e ligadura do ureter esquerdo
seguida de sec¢do do mesmo. Apos o procedimento, os animais foram distribuidos em dois

outros subgrupos (E2 e E7), conforme a data do sacrificio do animal, a saber:

SUBGRUPO EXPERIMENTO - E2 (10 ratos): sacrificados ap6s 2 dias da

realiza¢ao dos procedimentos, realizando-se nefrectomia unilateral esquerda, sendo que o rim



14

foi seccionado transversalmente e um segmento do mesmo encaminhado para a realizacao de

coloracao de Gram ¢ cultura.

SUBGRUPO EXPERIMENTO - E7 (10 ratos): sacrificados ap6s 7 dias da
realizag@o dos procedimentos, realizando-se nefrectomia unilateral esquerda, sendo que o rim
foi seccionado transversalmente e um segmento do mesmo encaminhado para a realizagao de

coloragao de Gram e cultura.

GRUPO SHAM (20 ratos): Neste grupo, os animais foram submetidos a laparotomia
(Dia 0) e coleta de urina da bexiga, sem ligadura do ureter. Ap6s o procedimento, os animais
foram distribuidos em dois outros subgrupos (S2 e S7) conforme a data do sacrificio do

animal, a saber:

SUBGRUPO SHAM - S2 (10 ratos): sacrificados apds 2 dias da realizagdo dos
procedimentos, realizando-se nefrectomia unilateral esquerda, sendo que o rim foi
seccionado transversalmente e um segmento do mesmo encaminhado para a realizagdo de

coloragao de Gram e cultura.

SUBGRUPO SHAM - S7 (10 ratos): sacrificados apds 7 dias da realizacdo dos
procedimentos, realizando-se nefrectomia unilateral esquerda, sendo que o rim foi
seccionado transversalmente e um segmento do mesmo encaminhado para a realizagcdo de

coloragao de Gram e cultura.

Animais
Experimento Sham
Sacrificio 2 dias Sacrificio 7 dias Sacrificio 2 dias| | Sacrificio 7 dias
E2 E7 S2 S7

Figura 1 — Diagrama do método
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3.2 PROCEDIMENTOS

Procedimento Anestésico:

Todos os animais identificados e pesados, previamente sorteados, foram submetidos
a anestesia geral com uma solu¢do de Cloridrato de Cetamina (5 mililitros) e solucao
aquosa a 2% de Cloridrato de 2(2,6-xilidino) 5,6-dihidro-4-H-1,3-tiazina (1 mililitro).
Foram injetados 0,5 mililitros da solucdo, pela via intramuscular, na face interna da pata
traseira direita do animal.

O animal foi considerado anestesiado quando havia perdido o reflexo corneo-
palpebral e ndo exibia qualquer reacdo motora pela preensdo do coxim adiposo de seu
membro toracico (Apéndice 3).

Procedimento Cirurgico

Ap6s atingir o plano anestésico, o animal foi submetido a depilag@o por arrancamento
dos pélos do abdome e foi posicionado em decubito dorsal horizontal sobre uma prancha de
madeira de 30x35 centimetros (cm) e fixado pelas patas, com fitas adesivas (Figura 2). A
seguir, realizou-se a anti-sepsia com alcool iodado a 2%. Na seqiiéncia foi colocado um

campo fenestrado para delimitar campo operatorio (Figura 3).

Figura 2. Rattus norvegicus da linhagem Wistar posicionado em dectbito dorsal horizontal.



Figura 3 - Campo operatdrio inicial (apds anti-sepsia e colocacdo do campo fenestrado). Seta indicando a

regido cefélica do animal.

A incisdo longitudinal mediana na regido caudal do abdome, de aproximadamente 5
cm, foi realizada com bisturi de lamina ntimero 15. Com tesoura de Metzenbaum foi
executada a sec¢do da musculatura abdominal, para a exposicao total da cavidade
abdominal (laparotomia mediana). Aberta a cavidade, a proxima etapa foi a coleta de urina
por pun¢do direta da bexiga, sendo a mesma colocada em frasco com tioglicolato e em
seqiiéncia encaminhada para o laboratério de andlises clinicas do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina para analise conforme descrito nos procedimentos

laboratoriais (Figuras 4 € 5).
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<o b -
Figura 4 - Cavidade livre para a coleta de urina e ligadura do ureter. Seta indicando a bexiga.

R L)

Figura 5 - C-oleta de urina da beia r buﬁgo.

Em seguida, no subgrupo Experimento, foi identificado e isolado o ureter esquerdo
(Figura 6). Apds o isolamento do ter¢o médio do ureter esquerdo, foram realizadas duas
ligaduras com categute 3.0 entre as mesmas ¢ uma sec¢do total com tesoura de

Metzenbaum (Figura 7).
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e e

Figura 6 - Laparotomia com identificacdo do ureter esquerdo.

O fechamento da cavidade foi realizado com fio inabsorvivel (Mononylon® 3-0),

com pontos continuos em dois planos: camada musculo-aponeurdtica e pele (Figura 8).



- \& . S R .&.-..H-.m

Figura 8 - Fechamento da caviciade com Mononylon® 3-0 (camada mﬁsculo—aponeurética). .

Recuperacio Pdés-Anestésica:
Os animais receberam como analgésico o medicamento paracetamol em gotas
(10mg Kg/dose), juntamente com a 4agua, em quatro administragdes diarias. As

caracteristicas ambientais, de alimentacdo e de hidratacdo ndo foram alteradas (Figura 9).

Figura 9: Rattus norvegicus da linhagem Wistar em recuperagdo pds-anestésica imediata.
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Procedimento de Eutanasia
Apbs a eutandsia, por aprofundamento da anestesia (Apéndice 3), o animal foi

colocado sobre prancha de madeira e novamente submetido a laparotomia mediana,

realizando-se a nefrectomia esquerda. (Figuras 10, 11 e 12).

Figura 10 - Rim esquerdo apos 2 dias de obstrugéo.

Figura 11: Rim esquerdo (seta) apos 7 dias de obstrugdo (comparado com o rim contra-lateral).
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Figura 12: Segmento de rim esquerdo que foi encaminhado para a cultura.

Procedimentos Laboratoriais
A urina coletada da bexiga dos ratos antes do procedimento de ligadura, bem como
o segmento renal, foram encaminhados para o laboratdrio de analises clinicas do Hospital

Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina, ¢ submetidos a coloracao de

Gram e cultura em meio de agar-sangue, apos permanecer 24h em tioglicolato, em estufa

bacteriologica a 37° C (Figuras 13, 14 e 15).
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Figura 13: Urina sendo semeada em caldo enriquecedor (tioglicolato).

Figura 14: Segmento de rim sendo colocado em tioglicolato.
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Figura 15: Placa de agar-sangue demonstrando o crescimento bacteriano, em cultura de urina.

3.3 ANALISE ESTATISTICA
Foi empregado o teste do Qui quadrado na comparacdo de duas propor¢des com

correcao do teste exato de Fisher, no nivel de significancia de 95%.



4 RESULTADOS

Nao houve 6bito entre os 40 animais utilizados para o experimento.

Todos os animais evoluiram sem intercorréncias.

TABELA 1 - Apresentacdo dos animais dos subgrupos experimento ¢ sham, submetidos a

eutanasia no segundo dia ap6s o procedimento, distribuidos de acordo com o

crescimento bacteriano na amostra de urina

Cultura positiva

Subgrupo Sim (%) Nao (%) Total (%)

Experimento 2 1* (10%) 9 (90%) 10 (100%)

Sham 2 0 (0%) 10 (100%) 10 (100%)
p>0,05

A bactéria isolada foi Escherichia coli.

TABELA 2 - Apresentacdo dos animais dos subgrupos experimento e sham, submetidos a

eutanasia no segundo dia apos o procedimento, distribuidos de acordo com o

resultado das culturas do segmento renal

Cultura positiva

Subgrupo Sim (%) Nao (%) Total (%)
Experimento 2 9 (90%) 1 (10%) 10 (100%)
Sham 2 2 (20%) 8 (80%) 10 (100%)

p=0,007 X*=7,27
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TABELA 3 - Apresentacdo dos animais dos subgrupos experimento ¢ sham, submetidos a
eutanasia no segundo dia apds o procedimento, distribuidos de acordo com

as bactérias identificadas nas culturas do segmento renal

Bactérias
Subgrupo Klebsiela Staphylococcus E. coli  P. Enterobacter sp  Proteus sp  S. viridans
sp aeruginosa
Experimento 2 1 2 2 1 3 1
Sham 2 0 1 1 0 1 0

TABELA 4 - Apresentacdo dos animais dos subgrupos experimento e sham, submetidos a
eutanasia no sétimo dia apds o procedimento, distribuidos de acordo com o

crescimento bacteriano na amostra de urina

Cultura positiva

Subgrupo Sim (%) Nao (%) Total (%)

Experimento 7 1* (10%) 9 (90%) 10 (100%)

Sham 7 0 (0%) 10 (100%) 10 (100%)
p>0,05

A bactéria isolada foi Streptococcus viridans.

TABELA 5 - Apresentacao dos animais dos subgrupos experimento ¢ sham, submetidos a
eutandsia no sétimo dia apos o procedimento, distribuidos de acordo com o

resultado das culturas do segmento renal

Cultura positiva

Subgrupo Sim (%) Nao (%) Total (%)
Experimento 7 7 (70%) 3 (30%) 10 (100%)
Sham 7 1 (10%) 9 (90%) 10 (100%)

p=0,02 X’=521
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TABELA 6 - Apresentacdo dos animais dos subgrupos experimento ¢ sham, submetidos a
eutanasia no sétimo dia apds o procedimento, distribuidos de acordo com as

bactérias identificadas nas culturas do segmento renal

Bactérias
Subgrupo Klebsiela Staphylococcus E. coli P. Enterobacter Proteus sp S. viridans
sp aeruginosa sp
Experimento 7 0 3 0 2 1 0 1
Sham 7 0 1 0 0 0 0 0

TABELA 7 - Apresentacdo dos animais dos subgrupos experimento, submetidos a
eutandsia no segundo e sétimo dia apds o procedimento, distribuidos de

acordo com o resultado das culturas do segmento renal

Cultura positiva

Subgrupo Sim (%) Nao (%) Total (%)

Experimento 2 9 (90%) 1 (10%) 10 (100%)

Experimento 7 7 (70%) 3 (30%) 10 (100%)
p>0,05

TABELA 8 - Apresentacdo dos animais dos subgrupos experimento, submetidos a
eutandsia no segundo e sétimo dia ap6s o procedimento, distribuidos de

acordo com as bactérias identificadas nas culturas do segmento renal

Bactérias

Subgrupo Klebsiela Staphylococcus E. coli  P. Enterobacter sp  Proteus sp  S. viridans

sp aeruginosa

Experimento 2 1 2 2 1 3 1

Experimento 7 0 3 0 2 1 0




5 DISCUSSAO

O estudo da relacdo entre a obstrugdo ureteral e a populacdo bacteriana no trato
urinario superior de ratos Wistar foi estimulado pelo conhecimento de que o trato urinario
, . . . . 2 . ,
¢, normalmente, considerado isento de crescimento bacteriano” . Outro estimulo ao estudo ¢
que a obstrucdo do trato urindrio, seja por causas intrinsecas ou extrinsecas, ¢ um dos

) .12 A1z . .
problemas mais comumente enfrentados em urologia. "~ Além disso, a maior parte do nosso
conhecimento sobre a fisiopatologia da uropatia obstrutiva ¢ derivada de estudos em uma

12,13 .
7, ressaltando-se a dificuldade desses estudos em seres humanos.

variedade de animais

A idéia de estudar a obstrucao ureteral, como fator isolado, para o desencadeamento
de crescimento bacteriano na unidade renal acometida, foi reforgada pelo fato de terem-se
encontrado na literatura apenas estudos nos quais a pielonefrite experimental havia sido
reproduzida pela inoculacao de bactérias nas mais variadas vias (diretamente no rim, por

16,17,18,19,20,21,22 ~ .
LIRSS No entanto ndo foram localizados trabalhos

via hematogénica ou ascendente).
relacionando apenas a obstrucdo ureteral como fator determinante para o aumento da
populacdo bacteriana, predispondo a infec¢ao do trato urinario.

Com a finalidade de comprovar a inexisténcia de bactérias em uma unidade renal
normal de um rato albino da raca Wistar, com as caracteristicas dos utilizados no presente
estudo experimental, sem qualquer manipulagdo sobre o ureter, realizou-se coletas de urina
por puncao da bexiga e de tecido renal durante laparotomias. As possibilidades do exame
ndo demonstrar bactérias, seriam principalmente em decorréncia de uma técnica de coleta
inadequada (contato com solugdo antisséptica) ou uso de antimicrobiano prévio,” situacdes
que foram evitadas nos animais em estudo.

A analise através da coloragdo de Gram forneceu um controle para os resultados das
culturas.

Para chegar at¢é a semeadura nas placas de Petry, as amostras coletadas foram
submetidas a imersdo em um meio enriquecedor. Neste estudo utilizou-se o tioglicolato,
sendo que a amostra de urina coletada ou o fragmento de rim permaneceu durante 24 horas
imersa neste meio liquido de enriquecimento, em uma estufa bacterioldgica a 37° Celsius

28,29 5 . ,
. Somente entdo foram as amostras semeadas em meio de agar-sangue.



A finalidade deste procedimento foi levar a uma reproducdo bacteriana facilitada,
aumentando a possibilidade de crescimento e identificagdo dos germes, quando semeados,
posteriormente, em agar-sangue, o qual demonstrou ser um meio cultura adequado e de
facil acesso.”*? !

A opg¢do pelo meio de agar-sangue foi com o objetivo de se estudar os germes
aerdbicos, pois apresentam facil crescimento neste meio de cultura.’**!*

Confirma a op¢ao adequada deste meio de cultura o fato de as infec¢des por germes
anaerdbicos ser uma exce¢io no trato urinrio.”

Dentre as principais vias de acesso dos microorganismos ao trato urindrio, a via
ascendente, pela uretra, ¢ considerada a mais freqiiente. Para que nao houvesse a
possibilidade de contato direto ou indireto com a uretra, reconhecidamente colonizada,
obteve-se amostra de urina por pun¢do da bexiga (considerada a forma de coleta com
menor risco de contaminagdo), eliminando-se a possibilidade de colonizacao urinaria.*®

Assim, em 10 animais, sem o procedimento de ligadura do ureter, as amostra de
urina e de um segmento renal foram semeadas, conforme descrito no método. Somente nas
duas amostras recolhidas de um mesmo animal ocorreu crescimento bacteriano no meio de
cultura utilizado, isolando-se Escherichia coli, resultados estes encontrados durante o
experimento piloto (Apéndice 2).

O trato urinario ¢, normalmente, isento bactérias, o que levou a sugestdo de que as
culturas positivas (urina e segmento renal) em apenas um rato do subgrupo Piloto
relacionaram-se a contaminagdo, principalmente levando em conta que a bactéria isolada
foi a Escherichia coli (E Coli), a qual é considerada uma contaminante muito freqliente
durante a coleta da urina, ou no seu manuseio, ou no momento da semeadura, uma vez que
se tratou de um acontecimento isolado.” Outra possibilidade a ser considerada ¢ que o
animal apresentasse alguma doenca prévia ndo percebida.

A opcao de realizar a eutanasia dos ratos 2 e 7 dias apds os procedimentos citados
acima se baseou em outro estudo que avaliou a pielonefrite apds obstru¢do ureteral
transitoria, neste mesmo prazo.>*

Com base nestes achados iniciais (piloto), prosseguiu-se com o experimento, ¢ de

acordo com a distribuicdo em subgrupos, a urina coletada por pungdo vesical dos 10

animais do subgrupo Experimento 2 (E2), no dia da ligadura ureteral, demonstrou



crescimento bacteriano em uma das 10 amostras coletadas. E bem provavel que este
resultado possa ter sido também decorrente de doenga prévia ou da contaminacao durante o
manuseio do animal ou durante a semeadura da amostra no tioglicolato, pois o agente
infectante foi novamente a £ Coli, confirmando os dados da literatura que indicam ser a
presenca de bactérias na urina uma excecio (Tabela 1).

No mesmo dia a analise da urina coletada de 10 animais do subgrupo Sham 2 (S2)
ndo demonstrou crescimento bacteriano em nenhuma das amostras (Tabela 1). A
comparagdo entre os dois grupos, pelo teste estatistico utilizado, ndo demonstrou
significancia estatistica (p>0,05).

Transcorridos 2 dias, foram efetuados os sacrificios dos animais do subgrupo
Experimento 2 (E2), realizando-se a nefrectomia esquerda, sendo encaminhado o tecido
renal para cultura.

A analise das placas apresentou crescimento bacteriano em 9 das 10 culturas renais,
havendo desenvolvimento de multiplas espécies (Tabela 2): Klebsiela, Staphylococcus sp,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp, Proteus sp e Streptococcus
viridans, comprovando a existéncia de numerosos microorganismos no parénquima e
sistema coletor renal. Esse fato, contrasta com o subgrupo Sham 2 (S2), no qual houve o
desenvolvimento de colonias bacterianas em somente duas das dez culturas renais,
identificando-se Escherichia coli e Enterobacter sp em um animal e Staphylococcus sp em
outro (Tabela 3). A comparagdo dos resultados obtidos nos subgrupos estudados apresentou
significancia estatistica (p=0,007), demonstrando que o achado de microorganismos na
cultura renal ndo ocorreu ao acaso (Tabela 2), e que o método empregado foi adequado.

A urina coletada dos 10 animais do subgrupo Experimento 7 (E7) demonstrou
crescimento bacteriano em 1 das 10 amostras, identificando-se Streptococcus viridans,
comprovadamente um contaminante.” Na seqiiéncia, a urina dos 10 animais do subgrupo
Sham 7 (S7), ndo demonstrou crescimento bacteriano em nenhum dos animais (Tabela 4),
sendo que a comparacdo estatistica entre os dois subgrupos ndo demonstrou diferenca
estatistica significante (p>0,05).

Apds 7 dias, os animais do subgrupo Experimento 7 (E7) foram sacrificados e
submetidos a nefrectomia esquerda. Tal procedimento foi realizado igualmente nos ratos do

subgrupo Sham 7 (S7). Foi demonstrado o crescimento bacteriano em 7 das 10 amostras de



tecido renal, retiradas dos animais nos quais o ureter foi ligado (Tabela 5), identificando-se
Staphylococcus sp, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp, Proteus
sp e Streptococcus viridans (Tabela 6). No subgrupo S7 foi evidenciado crescimento
bacteriano em apenas uma das 10 amostras identificado como Staphylococcus sp. Ao
comparar os resultados dos subgrupos cujo sacrificio ocorreu em 7 dias, obteve-se
significancia estatistica (p=0,02), com nova demonstragdo de que a observacao de
crescimento bacteriano nas culturas de rim ndo ocorreu ao acaso e evidenciando que existe
uma associacdo entre a obstru¢cdo mecanica aguda do ureter e a ocorréncia de crescimento
bacteriano na unidade renal acometida (Tabela 5).

Os animais dos subgrupos Experimento (E2 e E7) apresentaram uma alta incidéncia
crescimento bacteriano, reforcando a relacdo entre a presenga de obstrugdo ureteral
mecanica e aumento da populacdo bacteriana na unidade renal obstruida .

A comparagdo entre os resultados das culturas das pegas operatorias (segmentos
renais) dos subgrupos Experimento 2 (E2) e Experimento 7 (E7) n3o demonstrou
significancia estatistica (p>0,05), de modo que a variacdo de tempo entre os procedimentos
de eutandsia (dois e sete dias), aparentemente ndo influenciou o aumento da populacio
bacteriana (Tabela 7). Provavelmente haveria eventos facilitadores da ocorréncia deste
crescimento bacteriano, como os focos de necrose medular, confinado a regido das papilas
e fornices, os quais podem fornecer um local para a invasdo bacteriana,”* embora nio
demonstrados nesse trabalho.

Foi demonstrado que as bactérias identificadas em ambos os subgrupos
Experimento (E2 e E7) foram semelhantes (Tabela 8), confirmando o crescimento de
enterobactérias e Staphyloccocus que sdo microorganismos freqiientes em infecgdes do
trato urinario.”

Sabe-se que para a ocorréncia de ITU ¢é necessaria a presenca do microorganismo
dentro do trato urinario, ¢ entre os fatores facilitadores deste evento destacam-se os
relacionados a bactéria e aos mecanismos de defesa do hospedeiro.

O fator bacteriano mais importante nas enterobactérias ¢ o seu poder de aderéncia
ao urotélio.”” Diferentes tipos de fatores que possibilitam as aderéncias podem ser
encontrados na superficie da parede celular da bactéria. Um dos fatores mais conhecidos ¢

o chamado pili tipo 1 da E. coli, denominado manose-sensitivo, porque adere a receptores
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de manose na superficie celular do urotélio.*® As fimbrias tipos “p” sdo pili que aderem a
outros sitios celulares existentes nas células uroteliais.”’

A presencga de fimbrias em abundéncia na E. coli explica a sua grande habilidade
em ascender ao trato urinario e ser encontrada em praticamente 90% das pielonefrites
agudas ndo complicadas.”’

As bactérias uma vez aderidas iniciam sua multiplicagdo, dependendo das condigdes
locais como temperatura, pH e caracteristicas da urina, tais como a osmolaridade, a
concentragdo de uréia e de acidos organicos, além da presenca de glicose entre outros. Cada
germe se multiplica no seu proprio ritmo e geralmente produz substancias que facilitam sua
multiplicagdo e invasao dos tecidos. A substancia mais estudada ¢ a hemolisina,
polipeptidio que lisa eritrocitos e causa dano a outras células, incluindo as do urotélio.
Somente algumas cepas de E.coli exibem esta proteina, encontrada em bactérias que
causam ITU.*® Outras enzimas produzidas por enterobactérias incluem as elastases,
colagenases e outras enzimas proteoliticas.”

Dentre os fatores relacionados as defesas do hospedeiro, sdo considerados
importantes uma produgio hormonal estrogénica normal em mulheres®, algumas
caracteristicas da urina como a osmolaridade, a concentragdo de uréia, pH e a concentracao
de 4cidos organicos. A osmolaridade alta ou baixa, especialmente quando associada a pH
acido, tem efeito inibitorio no crescimento bacteriano. Tanto a alta concentracao de uréia
como a de 4cidos organicos inibem a proliferacio bacteriana.™

Outros fatores considerados facilitadores de ITU sdo a glicosuria, niveis baixos da
proteina de Tamm-Horsfall (a qual satura os receptores de manose do tipo pili 1, impedindo
a aderéncia de bactérias ao epitélio) e alteracdo no revestimento de mucopolissacarideos da
bexiga.’

A resposta imunoldgica envolve a produgdo de imunoglobulinas séricas e renais,
constituindo anticorpos tipo especificos’, além de aumento dos neutréfilos (abundantes na
urina ¢ mucosa das vias urinarias infectadas), os quais possuem um papel essencial na
destruicdo bacteriana e na resisténcia natural do aparelho urinario a infecgdo.*

Finalmente o mecanismo de defesa do hospedeiro considerado o mais importante ¢
o fluxo urinario continuo desde a pelve renal até a uretra sem obstaculos, ja que este fator

evita a estase urinaria.” Dentre todos os fatores citados, incluindo os relacionados a bactéria



e aos mecanismos de defesa do hospedeiro, o tnico modificado pelo nosso estudo foi o
fluxo livre da urina.

A forma como a bactéria atingiu o rim obstruido permanece incerta, pois a via mais
comumente envolvida (ascendente) foi presumivelmente descartada pela auséncia de
crescimento de microorganismos nas culturas de urina coletadas por pun¢do no dia da
ligadura ureteral, além da prépria descontinuidade criada no ureter no momento da ligadura
e seccao do mesmo, buscando impedir a migragdo de germes por esta via.

A literatura aponta que uma das possibilidades seria a existéncia de
microorganismos ndo detectados pelos testes convencionais (situacdo evidenciada em

alguns estudos®*%%’

), 0s quais colonizariam o urotélio sem causar bacteriuria e que pela
estase urindria teriam sua proliferacdo facilitada, dificultando a acdo dos mecanismos de
defesa humoral e celular.” Associada a isto existe a evidéncia de que a obstrugdo ureteral
em ratos rapidamente induz a focos de necrose medular, confinadas as regides das papilas e
fornices, sendo que este tipo de lesdo pode favorecer a invasio bacteriana.”*

Outra possibilidade a ser considerada € que as bactérias tenham atingido o rim por
via hematogénica; porém, apesar de ndo haver dividas de que a presenga de obstrucio
favorece este mecanismo de infec¢do urindria, ¢ pouco provavel que as enterobactérias
tenham atingido o rim por esta via, pois seria necessario um episodio de bacteremia de
origem extra- urinaria®’, embora nem todas as bacteremias tenham expresso seu significado
clinico em ratos, como ericamento de pélos e diminui¢cdo da mobilidade, culminando em
obito por sepse, € ndo tenha sido feita hemocultura para descartar isso.

Embora o rim esteja em situagdo retroperitoneal, ndo se pode excluir a
contaminagdo por translocacdo bacteriana (via linfatica) causada por situacdo adversa no
parénquima renal provocada pela obstrugdo (areas de necrose)* e pela proximidade do colo
descendente justaposto a loja renal esquerda. Porém, os animais ndo apresentaram
obstrugdo intestinal ou abscessos intra ou retroperitoneais, situagdes habitualmente
encontradas em pacientes com infec¢do urinaria por esta via’ e ndo identificada durante os
procedimentos realizados no sacrificio do animal.

Acredita-se que a urina seja estéril enquanto o seu sistema de drenagem renal se
mantém integro ¢ o seu fluxo ¢ continuo. Entretanto, a partir de uma obstrugdo, conseguiu-

se comprovar experimentalmente a contaminagao de um sistema agora fechado.



A estase urinaria ao contrario do fluxo livre da urina aumenta a severidade do
processo infeccioso, pois a presenca de urina residual ¢ um excelente meio de cultura
propiciando uma maior proliferacio bacteriana e facilitando a aderéncia destes
microorganismos a mucosa urotelial, dificultando a acdo dos mecanismos de defesa
humoral ¢ celular.”

Tem-se, dessa forma, que a fonte bacteriana para tal situacdo ¢ desconhecida e,
portanto deve ser perseguida em uma nova etapa experimental.

O modelo experimental criado possibilita a abertura de uma linha de pesquisa para
futuros trabalhos com a finalidade de avaliar quantitativamente o numero de colonias na
unidade renal obstruida, definir a forma exata de como o processo infeccioso se instala,
avaliar o potencial de recuperacdo do rim obstruido apds a desobstru¢do e confirmar a
presenca de microorganismos, especificamente nas areas de necrose, causadas pela

obstrugdo, entre outros.



6 CONCLUSAO

A obstrugdo ureteral unilateral determinou aumento da populacdo de bactérias

aerdbicas, na unidade renal acometida, em ratos Wistar.
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9 APENDICES
APENDICE 1

Certificado de Credenciamento da Comissio de Etica no Uso de Animais.
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APENDICE 2:

GRUPO PILOTO - P (n=10): Neste grupo, os animais foram submetidos a laparotomia e
coleta de amostra de urina diretamente da bexiga, bem como nefrectomia a esquerda, sendo
ambos (urina e tecido renal) submetidos a estudo por cultura em meio de agar-sangue, apds
permanecer 24h em tioglicolato, em estufa bacteriologica a 37° C, sem que houvesse

qualquer outro procedimento (Tabela 1):

TABELA 1 - Resultado das culturas de urina e tecido renal do subgrupo Piloto

Cultura positiva
Material Sim (%) Nao (%) Total (%)
Urina 1* (10%) 9 (90%) 10 (100%)
Tecido Renal 1* (10%) 9 (90%) 10 (100%)

Ambas as culturas positivas ocorreram no mesmo animal, sendo isolada Escherichia

coli na urina e tecido renal.



APENDICE 3

PROTOCOLO DE ANESTESIA

DATA:

TEMPO: PESO:

INDUCAO ANESTESICA:

DOSE: VIA:

MANUTENCADO:

TERMINO:

DURACAO DA ANESTESIA:

RECUPERACAO ANESTESICA:

OBSERVACOES:

HORA:

GRUPO:

RATO N*:

HORA:
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PROTOCOLO DE EVOLUCAO POS-OPERATORIA

DATA: HORA:

GRUPO: RATO N°:

PARAMETROS:

1. POSTURA
MOVIMENTACAO
ALIMENTACAO
AGUA
VOMITO
EVACUACAO
DISTENSAO ABDOMINAL
ERICAMENTO DE PELOS
HEMORRAGIA DE CONJUNTIVAS

A A A e R



PROTOCOLO PARA EXAMES LABORATORIAIS COLETADOS NO DIA DO
PROCEDIMENTO CIRURGICO:

DATA: HORA:
PESO: GRUPO: RATO N°:

URINA COLETADA DA BEXIGA POR PUNCAO:
COLORACAO DE GRAM: ( )NEGATIVA ( )POSITIVA
UROCULTURA:

MEIO: AGAR-SANGUE

RESULTADO: POSITIVA( )  NEGATIVA ().
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PROTOCOLO DE NECROPSIA E EXAME MACROSCOPICO DOS RINS:

DATA: HORA:
PESO: GRUPO: RATO N°:
RIM OBSTRUIDO ()

AUMENTO DO TAMANHO DORIM: SIM( ) NAO( ). PESO:
DESCRICAO:

EXAME DA SUPERFICIE EXTERNA DO RIM: EDEMA ()

HEMORRAGIA ( ) PUS( ) FIBRINA ( ) NECROSE ( )

EXAME DO SISTEMA COLETOR E PARENQUIMA RENAL:
HIDRONEFROSE: SIM( ) NAO( )

DESCRICAO:

PRESENCA DE EDEMA () HEMORRAGIA ( ) PUS( )
FIBRINA ( ) NECROSE ()

OBSERVACOES:

OUTROS ACHADOS MACROSCOPICOS:
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PROTOCOLO PARA EXAMES LABORATORIAIS DE TECIDOS COLETADOS
NO DIA DA NECROPSIA:

DATA: HORA:
PESO: GRUPO: RATO N°:
A) RIM OBSTRUIDO

APOS SECCIONAR O RIM EM DOIS NO SENTIDO TRANSVERSAL E
REALIZARMOS A RETIRADA DE UM SEGMENTO COM APROXIMADAMENTE
3MM, O MESMO FOI ENVIADO PARA:

COLORACAO DE GRAM: ( )NEGATIVA ( )POSITIVA

CULTURA:

MEIO: AGAR-SANGUE

RESULTADO: POSITIVA ()  NEGATIVA ().
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