Q5%
DANIEL KNABBEN ORTELLADO
- ESTUDO HISTOLOGICO DA MUCOSA INTESTINAL

APOS A INDUCAO DE SEPSE ABDOMINAL EM RATOS
WISTAR

Trabalho apre_s;e‘gltado--é Universidade
Federal de Santa Catarina para a
conclusiio do curso de graduaciio em

. Medicina

' FLORIANOPOLIS — SANTA CATARINA

2000



DANIEL KNABBEN ORTELLADO

ESTUDO HISTOLOGICO DA MUCOSA INTESTINAL
APOS A INDUCAO DE SEPSE ABDOMINAL EM RATOS
WISTAR

Trabalho apresentado a Universidade
Federal de Santa Catarina para a
conclusio do curso de graduacio em

Medicina

Coordenador do curso: Prof. Dr. Edson José Cardoso
Orientador: Prof. Dr. Armando José d’Acampora

Co-orientador: Prof. Dr. Ricardo Tramonte

FLORIANOPOLIS — SANTA CATARINA

2000



vOrtellado D.K. Estudo histolégico da mucosa mtestmal apos a mdug:ao de sepse
abdomtnal em ratos Wtstar :

* .

Floriandpolis, 2000.
45p.

Trabalho apresentado & Universidade Federal de Santa Catarina, para a conclusio do
Curso de Graduagio em Medicina — UFSC.
1.Sepse 2. Pseudomonas aeruginosa 3.Intestino delgado 4.Translocagdo

bacteriana.




AGRADECIMENTOS

A minha familia pelo carinho, cuidados e sacrificios dispensados durante
toda minha formagdo académica.

- Aos meus amigos, que, verdadeiros irmios, me ajudaram nos momentos de
tristeza, dificuldade e necessidade.

Aos professores da Disciplina de Técnica Operatoria e Cirurgia
Experimental pelo estimulo constante a pratica da cirurgia experimental,
instrumento indispensavel na formagdo de um bom cirurgifo.

Ao professor ¢ amigo Armando José d’Acampora. Mais que orientador
académico, orientador de ligdes de vida. Um agradecimento especial por toda
ajuda prestada durante todos os anos de convivio.

Ao professor Ricardo Tramonte, surpreendente descoberta e fonte
incansavel de conhecimentos. '

~ A todo o pessoal do Laboratério de Técnica Operatéria e Cirurgia
Experimental da UFSC: Charles Veiga, Jaimar Gongalves da Silva, Sandra
Neves Geremias ¢, em especial, ao amigo Luiz Henrique Prazeres, exemplo
de dedicagdo exclusiva a vida profissional.

Aos colegas, amigos e verdadeiros companheiros Roberta Oliveira
Magalhdes Carvalho, Graziela Schmitz Bonin, Luciana Krause Santana,
Marcos Miroski Gerente ¢ Joio Daniel May Serafim pela ajuda na
elaboragdo do experimento e opinido durante toda a confecgio deste trabalho.

Ao Laboratério Santa Luzia pelo fornecimento das cepas de bactéria
-utilizadas neste experimento.

Ao Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Umversntarlo pela
realizagdo da hemocultura-e-cultura peritoneal.

A Silvia Nassar pela ajuda, sempre que solicitada, na realizagdo da analise
estatistica dos dados obtidos. - '

A todos, que de forma direta ou indireta, foram importantes na minha
formagdo como médico e como pessoa. :



INDICE

1. INTRODUGCAQ ...cororomnscsosssossscsssssssnssssonssesssssssssnsssssasssssassasssssessasans N |
yJ03:3 34 § 47 0 JO reeeeereeeeesaeeee s eenes .5
3. METODO ccvvrrerersssmerssssssssssssans SR, 6
I YOI 0) 5 V7N 10 Do 22
5, DISCUSSAD cvvvereveeeeeeeesssssssssssssssseeessssmessssessesesmseseeseseeeeeeeeemseseeess e 28
6. CONCLUSOES.......... aessssssnesssesnsnestasassenesssassesessasarasssesesarssenansesssss — |
00 300 Y () v 41

NORMAS ADOTADAS

RESUMO

SUMMARY

APENDICE



1. INTRODUCAO

As informagdes adquiridas nos ultimos anos a respeito da fisiopatologia da
sepse abdominal e da relagdo agente infectante/hospedeiro ndo proporcionaram
um resultado satisfatério no tratamento dessa doenga, estando a taxa de
mortalidade ainda muito distante de um nivel aceitavel.

Apesar de todos os avangos no diagnostico e tratamento da sepse
abdominal, a mortalidade continua semelhante aquela de quatro décadas atras® >
%3 Por outro lado, poucos autores demonstram uma redugdo consideravel na
mortalidade da sepse abdominal com o advento de novas formas de tratamento®
7.8

Na literatura, a taxa de mortalidade nos pacientes vitimas de sepse
abdominal varia de 20 a 80%> *>* . Essa grande diferenca entre os indices de
mortalidade nos varios trabalhos reflete uma no padronizagio de pardmetros de
observagdo da sepse.

A morte ocorre em virtude da disfungdo de multiplos 6rgdos e sistemas
(DMOS), secundaria a manutengdo da sepse intraperitoneal® com focos
residuais de infecgdo, ou em decorréncia da translocagdo bacteriana ¢ da
liberagdo de mediadores inflamatérios® .

Berg e Garlington, em 1979, definiram a translocagdo bacteriana como a
passagem de bactérias vidveis através da mucosa intestinal até a ldmina propria,
e desta para os linfonodos mesentéricos e, possivelmente, para outros tecidos''.

Essa definicdo foi posteriormente adaptada, incluindo a passagem de
microorganismos ou seus produtos toxicos (endotoxinas) através da barreira

intestinal.



A translocagdo bacteriana foi descrita pela primeira vez ha um século, em
animais de experimentagdo, primeiramente com bactérias Gram negativas'’.
Hoje sabe-se que, além das bactérias Gram negativas, endotoxinas, bactérias
Gram positivas e fungos também podem atravessar a barreira mucosa .

Os mecanismos que controlam a translocagdo bacteriana dependem de
multiplos fatores relacionados ao microrganismo e ao hospedeiro™.

Os microorganismos intracelulares facultativos (Salmonella spp e Listeria
monocytogenes) ¢ as bactérias Gram negativas podem atravessar a parede
intestinal de forma razoavelmente facil. As bactérias anaerObias raramente
translocam'®. Entretanto, essas bactérias tém uma importante fungdo,
prevenindo a colonizagdo entérica por agentes potencialmente patogénicos,
principalmente bactérias Gram negativas .

Os mecanismos de defesa do hospedeiro contra a translocagido bacteriana
incluem o acido gastrico, enzimas pancreaticas, bile, muco intestinal, barreira de
células epiteliais com jungdes intercelulares, motilidade do trato gastro-
intestinal e sistema imunolégico local antigeno-especifico'.

Dentre esses fatores, talvez um dos mais importantes na fisiopatologia da
translocagio bacteriana seja o papel de barreira exercido pela mucosa intestinal.

A luz do trato gastro-intestinal normalmente contém intimeras espécies de
bactérias, aumentando do proximal para o distal em espécies e quantidade'’, e
uma alta concentragdo de endotoxinas. Cabe a mucosa intestinal a fungdo de
exercer localmente uma defesa contra a absor¢io e disseminagdo desses agentes
patégenosls.

A integridade fisica da mucosa provavelmente representa a principal linha
de defesa dessa barreira intestinal', sendo auxiliada pelos componentes do
sistema imune celular (enterdcitos, macrofagos e linfocitos T) e humoral (IgG,
IgM e IgA secretoria). |



A manutengdo da integridade celular do epitélio intestinal evita a migra¢io
trans-epitelial de particulas da luz intestinal, enquanto a preservagio das jungdes
intercelulares previne o movimento dessas particulas através dos canais
paracelulares®.

Um aumento na absor¢do de macromoléculas, bactérias e toxinas
bacterianas tem sido demonstrado em situagdes onde a mucosa intestinal esta
danificada pof inflamagfio, infecgio ou neoplasia®. O significado dessa
afirmagdo ainda € dificil de ser determinado, mas os trabalhos mais recentes
sugerem que a translocagdo de microorganismos e toxinas ativa uma reagio
inflamatéria em cadeia que promove a faléncia organica'***.

A translocagdo bacteriana seria responsavel por uma bacteremia que levaria
a uma resposta inflamatoria sist€émica que inclui: (1) temperatura corporal maior
que 38 °C ou menor que 36 °C, (2) frequéncia cardiaca maior que 90 batimentos
por minuto, (3) frequéncia respiratoria maior que 20 movimentos respiratorios
por minuto e (4) leucocitose ou leucopenia ou mais que 10% de formas imaturas
de leucocitos™

Quando essa sindrome de resposta inflamatéria sistémica (SRIS) esta
associada a um foco infecioso confirmado, pode-se caracterizar uma sepse.

Suspeita-se que a lesdo inicial da SRIS seja a sintese de mediadores pro-
inflamatorios (principalmente o fator de necrose tumoral e a interleucina 1). Se
esses agentes inflamatérios atingirem nivel critico, uma reagdo sistémica seria
desencadeada, levando a faléncia progressiva das fungdes vitais com disfungio
de miltiplos 6rgdos e sistemas (DMOS)*. '

A DMOS € uma complicagdo temida da sepse. Os trabalhos atuais procuram
meios de evitar ou reduzir a translocag:éo bacteriana. Isso, aparentemente,
reduziria a ocorréncia de complicagdes infecciosas e de DMOS em pacientes

2
graves™.



Na literatura pesquisada, ndo foram encontrados trabalhos que esclare¢am
todas as duvidas a respeito da influéncia da sepse no tamanho da mucosa

intestinal e da mucosa intestinal na ocorréncia de translocag¢fo bacteriana.



2. OBJETIVO

Avaliar histologicamente a camada mucosa do intestino delgado de ratos

Wistar apos sepse experimental de origem abdominal.



3. METODO

3.1. AMOSTRA

O experimento foi realizado no Laboratério de Técnica Operatoria €
Cirurgia Experimental do Departamento de Clinica Cirargica da UFSC.

Foram utilizados 50 (cinquenta) ratos -da espécie Rattus norvergiccus da
linhagem Wistar, todos do sexo feminino, com idade média de 120 dias e peso
entre 150 e 250 gramas (g), provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina.

Os animais receberam alimentagdo propria para a espécie, com acesso livre
a dieta e agua durante todo o experimento, sendo mantidos sob luz natural, em
gaiolas de plastico, comportando de 1 (um) a 3-(trés) animais por gaiola, numa
temperatura média de 25 (vinte ¢ cinco) graus Celsius mantida com a ajuda de
um condicionador de ar, em condigdes -ambientais- de ruido, -temperatura ¢
umidade, consideradas boas pelo Veterinario do Biotério Central da UFSC. |

Os animais foram distribuidos em 5 (cince) subgrupos de 10 (dez) ratos

cada um, conforme a descri¢do-a seguir:

1) GRUPO CONTROLE - .C (n = 10): injetou-se um inoculo padrdo
intraperitonealmente, por via transparietal em 10 (dez) ratos. Esses
animais foram submetidos a avaliagdo clinica constante e ndo receberam

nenhum tipo de tratamento.

2) GRUPO DRENO - D (n = 10): injetou-se um ‘in6culo padrio

intraperitonealmente, por via transparietal em 10 (dez) ratos. Esses



animais foram submetidos a avaliagdo clinica constante € apos 6 (seis)
horas da inoculagdo, os animais foram anestesiados de -forma padrdo.
Apoés a anestesia, foi realizada antissepsia da parede abdominal,
laparotomia e drenagem da cavidade abdominal atraves de um dreno
laminar. Apds a operagio foi realizada observagdo clinica-do animal at¢

o momento do obito.

3) GRUPO LAVADO - L (n = 10 ): injetou-se um inoculo padrdo
intraperitonealmente, por via transparietal -em 10 (dez) ratos. Esses
animais foram submetidos a avaliagdio -clinica constante e apds 6-(seis)
horas da inoculagdo, -os -animais foram anestesiados de forma padrdo.
Ap6s a anestesia, foi realizada antissepsia da parede abdominal,
laparotomia e lavagem da cavidade abdominal com 20 (vinte) mililitros
(ml) de solugdio aquosa de cloreto -de sddio na concentragdo de 0,9%.
Apbs a operagio foi realizada observagdo clinica do animal até¢ -o

momento do Obito.

4) GRUPO LAVADO + DRENO - LD (n =10 ) : injetou-se um indculo
padrio intraperitonealmente, -por via transparietal em 10 (dez) ratos.
Esses animais foram submetidos a avaliagdo clinica constante e apos-6
(seis) horas da inoculagdo, os animais foram anestesiados de forma
padréo. Apos a anestesia, foi realizada antissepsia da parede abdominal,
laparotomia, lavagem da cavidade abdominal com 20 (vinte) ml de
solugdo aquosa de cloreto de sodio na concentragdo de 0,9% e drenagem
da cavidade através de um dreno laminar. Apos a operagéo foi realizada

observagio clinica do animal até o momento do 6bito.



5) GRUPO NORMAL - N (n = 10): 10 -(dez) animais higidos, os quais
nio receberam a injegéio do inéculo intraperitoneal, foram anestesiados-e
induzidos 4 eutanasia para obtengfio de amostras de jejuno para avaliagdo

morfométrica de uma parede intestinal normal.
3.2. PROCEDIMENTOS

IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS

Cada gaiola plastica-continha-de 1 (um) a 3 (trés) animais, -de acordo com o
grupo a ser estudado. Os animais foram isolados da forragem por uma grade de
ago inoxidavel, sem contato .com as secregdes fisiologicas do animal (urina-e
fezes).

Os animais foram identificados através de numeragdo de acordo com uma
marcagdo feita em suas caudas com tinta indelével, da seguinte maneira: o rato
sem marca era considerado o mimero 0 (zero), -0 rato com uma marca 0 Rimero
1 (um), o rato com duas marcas o namero 2 (dois) € o com trés marcas 0
namero 3 (trés).

Os animais pertencentes ao grupo experimento, isto €, submetidos a algum
procedimento cirtirgico, eram mantidos isolados-em uma gaiola.

Aqueles que ndo eram submetidos a procedimento cirurgico ficavam -em 2
(dois) a 3 (trés) animais por gaiola.

A identificacdo individual de cada animal foi feita com um namero de trés
digitos, sendo que os dois primeiros correspondiam ao nimero da gaiola em que
o animal estava contido (01 a 33), e o terceiro digito correspondia ao numero-do

animal (0 a 3).



PROCEDIMENTO DE PREPARACAO DO INOCULO

O in6culo foi obtido a partir de cepas de Pseudomonas aeruginosa no
Laboratorio Médico Santa Luzia (Florianopolis - SC), tendo sido realizada a
cultura dessas cepas, encontrando-se apenas Pseudomonas aeruginosa como
resultado.

Essas culturas foram transferidas para um meio de cultivo Miller-Hinton,
depositado em placas de Petry e mantidas no  laboratério por repiques
sucessivos para a suspensdo em solugdo aquosa-de cloreto de s6dio a 0,9 %, na
quantidade de 1,2 .10° bactérias por mililitro (ml) de suspensdo, - medidas

através de uma escala de MacFarland, lida ao colorimetro de luz.

PROCEDIMENTO ANESTESICO

Todos os animais foram previamente sorteados, identificados, pesados e
submetidos a anestesia geral com uma solugio anestésica padrio.

Foi utilizada uma solugdo de Cetamina (5 ml) e Xilasina a 2% (1-ml) sendo
injetado 0,5 ml da solugdo, pela-via intramuscular, na face interna da pata
traseira direita do animal, conforme demonstrado na figura 1. |

O animal foi considerado anestesiado, quando havia perdido- o reflexo
corneo-palpebral e ndo exibia qualquer reagdo motora pela preensdo do

coxim adiposo de sua pata dianteira.
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Fig 1 - Anestesia do animal de experimentado na pata traseira direita.

PROCEDIMENTO DE INOCULACAO

Apés a anestesia, os animais foram imobilizados, colocados em uma
prancha de madeira de 30 x 35 cm, protegida por uma ldmina de isopor de 1
(um) cm de espessura e fixados pelas suas patas através de eldsticos na posi¢do
de decubito dorsal horizontal.

Para induzir a infecg@o peritoneal foi utilizado um preparado de bactérias
Pseudomonas aeruginosa, na quantidade de 1,2 . 10 ° bactérias por mililitro.

Apés anti-sepsia da parede antero-lateral do abdome com 4lcool iodado a
2%, introduziu-se 1 ml do inéculo bacteriano para cada 100g de peso do animal,
via pungdo abdominal no quadrante inferior esquerdo do abdome conforme

demonstrado na figura 2.
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Fig 2: Injecdo do 6culo padtio de Pseudomonas aeruginosa no quadrante r me.

PROCEDIMENTO OPERATORIO

Os procedimentos operatérios foram realizados em ambiente propicio,
seguindo as normas de antissepsia a uma temperatura média de 25 (vinte e
cinco) graus Celsius, com auxilio de condicionador de ar.

Antes da laparotomia, todos os animais, ja identificados através de
numeragdo, foram novamente pesados.

Apés 6 horas da inoculagdo, os animais foram novamente submetidos a
anestesia geral, conforme descrito anteriormente. ApOs a anestesia, os animais
foram imobilizados e colocados em uma prancha de madeira de 30 cm x 35 cm
e fixados pelas suas patas através de eldsticos, na posi¢do de dectbito dorsal
horizontal.

Ap6s a epilagdo e anti-sepsia em toda a parede anterior e lateral do abdome
do animal, com élcool iodado a 2 %, foi realizada uma laparotomia mediana de
4 cm.

De acordo com o grupo a que o animal pertencia, foram feitos diferentes

procedimentos.
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No subgrupo lavado (L), foram introduzidos 20 ml de soro fisioldgico 0,9%
na cavidade abdominal e posteriormente aspirados com seringa de 20 ml,
conforme figura 3.

No subgrupo dreno (D), foi realizada uma incisdo de contra-abertura de
aproximadamente 1 cm no flanco esquerdo dos animais. Através desta incisdo
foi exteriorizado um dreno laminar medindo 5 cm x 1 c¢m, e fixado por um
ponto com fio monofilamentar de Nylon® 5-0, como demonstrado na figura 4.

No subgrupo lavado + dreno (LD), ambos os procedimentos anteriormente

descritos foram realizados.

Fig 3: Lavagem da cavidade abdominal com 20 ml de SF 0,9%.
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Fig 4: Dreno laminar no oo esquerdo do animal de experimentagdo

Apés o procedimento especifico para cada grupo, realizou-se a sintese da
parede abdominal por planos.

Para as camadas peritoneal e muscular, foi utilizado fio de polipropileno 5-
0, em chuleio continuo interrompido a cada quatro pontos. A pele foi suturada
com fio monofilamentar de Nylon® 5-0 com pontos simples, conforme
demonstrado na figura 5.

Nos animais em que se usou o dreno abdominal, foram utilizados
dispositivos tipo “colar cervical”, conforme descrito por Ely ** com o objetivo
de manter a imobilidade da cabega do animal e, portanto, evitar que 0 mesmo
retirasse o dreno, como apresentado na figura 6.

Os animais foram, posteriormente, acompanhados em sua evolugdo clinica

até o oObito.



Fig 5 intesethporsutmadapeleoomﬁodeNyl@ 5-0.

Fig 6: Dispositivo tipo colar cervical usado nos ratos dos grupos Dreno ¢ Lavado + Dreno.
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NECROPSIA

Apés o 6bito, os animais foram submetidos a incis@o téraco-abdominal, para

a realizagdo do inventério das cavidades, conforme figura 7.

Fig 7: Incisdo téraco abdominal para realizagdo da necrépsia

Para avaliag@o histologica, foram retirados fragmentos de intestino delgado
de 2 cm de comprimento, num ponto localizado a 5 cm distalmente ao angulo
de Treitz, de acordo com a figura 8.

Para realizagdo de hemocultura, foi colhida uma amostra de 1 ml de sangue
intracardiaco sob condigbes assépticas, como demonstrado na figura 9. Essa
amostra foi preservada em meio especifico para cultivo de bactérias aerobicas
(Pedi-BacT® - Laboratdrio Organon Teknika).
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8: Ressecclio do jejuno 5 cm distalmente ao Treitz.

Para realizagdo da cultura peritoneal, foi colhida amostra de liquido
peritoneal da parede antero-lateral esquerda com um swab apropriado e técnica
asséptica adequada, conforme figura 10. O liquido peritoneal foi imediatamente
semeado em placas de Petry com meio de cultura de 4gar MacConkey.

No subgrupo normal, foi realizada apenas anestesia, eutanasia do animal e
obteng@o de amostra de intestino delgado conforme descrito anteriormente.

Os animais que sobreviveram foram submetidos a eutandsia apds 48 hs,

quando entdo os mesmos procedimentos acima descritos foram realizados.
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10: Coleta liquido peritoneal com ‘ realizago de cultura periton
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AVALIACAO HISTOLOGICA

Imediatamente ap6s a necrdpsia, as pegas retiradas dos animais
experimentais foram imersas em solugdo aquosa de cloreto de sddio a 0,9% e
fixadas em solugdo de Bouin a 10%. A seguir, as pegas foram enviadas ao
Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia da UFSC, onde foi
realizado todo o procedimento de analise histologica sem o conhecimento da
relagdo entre as pegas analisadas e os grupos do experimento.

As pecgas fixadas foram submetidas ao processo de inclusdo em parafina,
seguindo a técnica histoldgica de rotina.

Apo6s a inclusdo em parafina, as pegas de intestino delgado foram
seccionadas em micrétomo para obtengdo de cortes histologicos de 10 um de
espessura segundo um mesmo plano de corte transversal ao sentido da pega.

As laminas assim obtidas foram coradas empregando-se o método da
Hematoxilina-Eosina e submetidas a andlise morfométrica seguindo os
parametros propostos por Nascimento” para analises morfométricas em cortes
de intestino delgado de ratos.

Para o presente trabalho, foi adaptada uma régua ocular ao microscépio
optico que foi calibrada empregando-se uma lamina objeto, com o objetivo de
estipular, em micrometros (um), as medidas obtidas.

Com a régua ocular, na objetiva de dez vezes, foi realizada a medida da
espessura total da parede do intestino delgado e da espessura da camada mucosa
e submucosa em uma vilosidade seccionada de forma longitudinal. Apenas
vilosidades seccionadas longitudinalmente da sua base até o seu apice com uma
unica camada de células epiteliais foram consideradas para avaliagdo das
espessuras do intestino delgado.

A medida da espessura total da parede do intestino delgado foi realizada

colocando o ponto zero da régua ocular na camada serosa abaixo da vilosidade,
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medindo-se a espessura até a ultima camada de células epiteliais em
micrometros, conforme demonstrado nas figuras 11, 12 e 13.

A medida da camada mucosa e submucosa foi realizada colocando-se o zero
da régua ocular entre as células da camada muscular circular interna e as da
submucosa, medindo-se até a Ultima camada de células epiteliais no apice da
vilosidade.

Foram realizadas medidas das 3 (trés) melhores vilosidades visualizadas,

sendo utilizado como resultado, o valor médio dessas medidas.

Camad_w:;serosa :

Fig 11: Representagfio esquemadtica da mensuragio de uma vilosidade da camada serosa até o
epitélio (fotomicrografia com objetiva de 10 X).



Fig 12: Fotomicrografia com objetiva de 40X mostrando o dpice
de uma vilosidade com uma tnica camada de células
epiteliais.

Fig 13: Fotomicrografia com objetiva de 40X mostrando a
base de uma vilosidade, com submucosa, camada
muscular e serosa.

20
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AVALIACAO ESTATISTICA
Para avaliagdo da significAncia estatistica dos resultados entre os diferentes
grupos foram utilizados os métodos de Anélise de Varidncia (ANOVA) ¢ o teste

estatistico de andlise de correspondéncia.



4. RESULTADOS

Com os resultados obtidos na mensuragio da altura da camada mucosa e da
parede total do intestino em trés vilosidades diferentes, foi feita a média
aritmética entre os valores encontrados e pdde-se avaliar a reag¢do da sepse e das
diferentes formas de tratamento sobre a parede intestinal e sobre a camada
mucosa.

A média das medidas do tamanho da mucosa e da parede intestinal

distribuidas entre os diversos grupos pode ser avaliada na tabela I.

Estudo histologico da mucosa intestinal apés a indugio de sepse abdominal em ratos Wistar.

Tabela I Média do tamanho da mucosa e da parede intestinal em micrometros
distribuidos entre os diferentes grupos experimentais.
Grupos Mucosa Parede intestinal Numero de ratos
(pm) (pm)
e 38,50 48,88 8
D 38,86 49,86 7
LD 39,89 50,22 9
L 34,89 47,11 9
N 39,60 48,10 10
Total 38,34 48,83 43

Quando esses resultados sdo submetidos ao estudo estatistico de Analise de
Variancias, que compara médias de diferentes grupos, ndo se identifica
diferenga estatisticamente significante entre os grupos (P>0,05).

Quanto a avaliagdo do tempo de obito dos animais experimentais, pode-se
observar que dos 40 animais utilizados, 37 evoluiram para o 6ébito em um

periodo de tempo que variou de 5,83 horas até 28 horas.
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Nos grupos controle e lavado + dreno, todos os animais evoluiram para o
obito nas primeiras 24 horas.

No grupo dreno, 9 animais evoluiram para o 6bito em até 36 horas, havendo
um sobrevivente apos esse periodo.

No grupo lavado houve dois sobreviventes e o tempo de obito foi de até 28
horas.

A tabela II apresenta o tempo médio de sobrevida dos animais
experimentais que obtiveram éxito letal em até 36 horas, distribuidos entre os

diferentes grupos.

Estudo histologico da mucosa intestinal apds a indugio de sepse abdominal em ratos Wistar.

Tabela II: Tempo médio de sobrevida dos animais que evoluiram para o 6bito antes de
36 horas ap6s a inoculagio.

Grupo Tempo médio (hs.) Desvio padrao
Controle 14,88 2,36
Dreno 15,26 6,41
Lavado 18,21 5,42
Lavado/Dreno 14,31 5,84
Total 15,51 5,19

Estatisticamente, ndo foi possivel (p > 0,05) demonstrar diferenga entre o
tempo médio de obito dos animais nos diferentes grupos experimentais.

Quando comparados o tempo de Obito dos animais experimentais com a
medida da altura da camada mucosa e da parede intestinal, ndo foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas (p > 0,05).

O resultado da hemocultura pode ser visualizado na tabela III. Dos 40

animais analisados, em 36 deles (90%) houve crescimento de Pseudomonas
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aeruginosa na hemocultura e em 21 (52,5%) houve crescimento de Escherichia
coli.
As figuras 14 e 15 representam graficamente os resultados das hemoculturas

encontrados nos 40 animais de experimentagdo, nos quais foi induzida a sepse.

Estudo histolégico da mucosa intestinal apds a indug@o de sepse abdominal em ratos Wistar.

Tabela III:  Resultado da hemocultura do sangue intracardiaco nos animais experimentais.

Bactérias Positividade % de Negatividade % de

(n° de ratos)  positividade  (n° deratos) negatividade

Pseudomonas 36 90 4 10
aeruginosa

Escherichia 21 52,5 19 47.5
coli

P. aeruginosa

47%

+-E..coli
40%

Fig 14: Resultado da hemocultura positiva para Pseudomonas aeruginosa, E. coli ou
ambas as bactérias em percentual de positividade.
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Fig 15: Resultado das hemoculturas positivas de acordo com a distribuigdo entre os grupos experimentais.

Na cultura peritoneal houve crescimento de Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Klebsiella sp, conforme a distribui¢do demonstrada na tabela
IV.

Em 35 culturas de peritonio (87,5 %) houve crescimento de Pseudomonas
aeruginosa, em 34 (85 %) houve crescimento de Escherichia coli ¢ em 2
culturas (5 %), houve crescimento de Klebsiella sp.

As figuras 16 e 17 representam graficamente os resultados das culturas
peritoneais encontrados nos 40 animais de experimentagdo nos quais foi

induzida a sepse.
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Estudo histologico da mucosa intestinal apos a indugdo de sepse abdominal em ratos Wistar.

Tabela IV: Resultado da cultura peritoneal do liquido cavitario colhido nos animais
experimentais.

Bactérias Positividade % de Negatividade % de

(n° de ratos)  positividade  (n° deratos)  negatividade

P. aeruginosa 35 87,5 % 5 12,5 %
Escherichia 34 85 % 6 15 %
coli

Klebsiella sp 2 5% 38 95 %

P. aeruginosa
+ E.coli +

7. aeruginosa
15%
P. aeruginosa
+ E. coli
67%

Fig 16: Resultado da cultura peritoneal de acordo com o microorganismo encontrado em
percentual de culturas positivas.
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EP. aeruginosa + E .coli
HP. aeruginosa
HE. coli

OP. aeruginosa + E. coli +
Klebsiella sp

Fig 17: Resul?ado dfas culturas peritoneais positivas de acordo com a distribuigdo entre os grupos
experimentais.

Os resultados de hemocultura e cultura peritoneal foram submetidos ao
teste estatistico de analise de correspondéncia, para variaveis qualitativas, que
ndo mostrou significancia estatistica (p > 0,05) entre os diferentes grupos
estudados.

Quando comparada a medida das alturas da parede intestinal ¢ da camada
mucosa com os achados da hemocultura e cultura peritoneal, ndo se evidenciou

diferenga estatisticamente significante (p > 0,05).



5. DISCUSSAO

O modelo experimental ¢ a principal arma na resolugdo -dos pontos
conflitantes a respeito da sepse-abdominal. Este-€ o inico método de-estudo-em
que é possivel avaliar e controlar -0 fendmeno -séptico como -um -processo
dindmico, desde a sua instalagio até o desenvolvimento da faléncia terminal dos
orgdos e sistemas' .

Utilizou-se um modelo monobacteriano de indugdo de sepse por
Pseudomonas aeruginosa' *®-por ser facilmente reprodutivel, de baixo custo,
capaz de induzir reagdes especificas para aquela bactéria e produzir alteragGes
previamente conhecidas por trabalhos anteriores' 272,

O objetivo-do tratamento -cirurgico na -peritonite generalizada € eliminar a
fonte de infecg¢do bacteriana e prevenir septicemia € sepse abdominal®.

Recentemente o trato gastro-intestinal -tem assumido maior importdncia no
manuseio e tratamento do paciente séptico. Ha bem pouco tempo, -0 trato gastro-
intestinal era considerado um sistema de pouca importancia na fisiopatolegia da
sepse. Acredita-se, atualmente, que o intestino delgado ¢ o colo sdo
responsaveis pela manutengdo do -hipermetabolismo da sepse, sindrome -da
resposta inflamatéria sistémica e disfungdo de multiplos 6rgéos e sistemas®’,
além de serem identificados como um dos alvos primarios de lesdo na sepse™.

Sob diversas condi¢bes nutricionais e patologicas, o intestino pode sofrer
atrofia, comprometendo suas fungdes essenciais’’. A atrofia intestinal é
manifestada por diminuig¢do do peso da mucosa, redugdo do conteudo de DNA ¢
proteina da mucosa e alteragdo na estrutura da parede intestinal, através da

visualizagio das vilosidades e microvilosidades.
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Esses sinais de atrofia podem -indicar diminui¢do da fungfo intestinal de
barreira, entretanto isso ainda ndo foi confirmado em animais de
experimentagio’.

Para avaliar atrofia da camada mucosa do intestino delgado, a maioria dos
trabalhos encontrados utiliza pardmetros morfolégicos sob analise -patologica.
Esses parametros incluem arquitetura da parede do trato gastro-intestinal,
evidéncias de congestdo ou hemorragia, inflama¢do de mucosa ¢ submucosa e
necrose’. Entretanto, todos esses ‘parametros sdo subjetivos ¢ dependem da
observagd@o do examinador, portanto qualitativos.

A morfometria, quando utilizada para-avaliar-a atrofia -da mucosa do trato
gastro-intestinal, torna-se um método objetivo com pardmetros -quantitativos

especificos, e ndo s6 qualitativos, apresentando evidéncia histologica -clara de
| lesdo da mucosa. Um dos pardmetros utilizados, ¢ a mensuragio da espessura da
camada mucosa intestinal, com: énfase para o tamanho-das vilosidades.

Yassin, M; Barros, A; Parks, T et al**, utilizando um método de isquemia e
reperfusdo, compararam-a andlise morfologica com a analise morfométrica -da
parede do intestino delgado. Foram encontradas nitidas altera¢des de tamanho
nas vilosidades da camada mucosa na auséncia de altera¢des morfologicas na
microscopia Optica, concluindo que a morfometria tem uma sensibilidade maior
que a analise morfolégica no intestino-delgado.

Além da sepse®, a andlise morfométrica também ¢ utilizada em modelos
experimentais de isquemia do trato gastro-intestinal®, nutri¢io parenteral®, e

colite®> V7.

33 utilizam, para avaliar morfometricamente a

Os trabalhos mais recentes
altura da camada mucosa, imagens- digitalizadas -do microscéopio-optico que sdo
analisadas por um programa de computador especifico.

O método de morfometria utilizado neste .experimento € semelhante ao

método utilizado por Nascimento, A; Silva, L; Oliveira, A et al®-¢e por Myers, J;
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Hollinger, E; Mall, J et al’’, utilizando, para mensuracdo da altura das
vilosidades, uma régua adaptada a lente -ocular do microscdpio dptico.

Farges, M; Raul, F; Cezard, J et al®® , utilizando lipopolissacarideos (LPS) de
Escherichia coli para induzir endotoxemia em ratos encontraram wuma
diminuig:éo da altura das vilosidades no ileo. Entretanto, a altura das vilosidades
do jejuno ndo se alterou, assim como a profundidade das criptas, tanto no jejuno
quanto no ileo.

Yassin, M; Barros, A; Parks, T et al® utilizaram um método de
isquemia/reperfusio dos membros inferiores de ratos e avaliaram
morfometricamente a altura da parede do intestino -delgado e do colo. Esse
trabalho encontrou diminui¢do da mucosa total ¢ das vilosidades apenas no
intestino delgado do grupo que foi reperfundido por 2 a 3 horas apds a
1squemia, ndo encontrando alteragdes no colo -ou no -grupo que sofreu apenas
isquemia dos membros inferiores, sem reperfusdo. -Concluiu que uma lesdo
isolada em um 6rgdo distante do trato gastro-intestinal pode causar altera¢des na
mucosa e, provavelmente, alterar a permeabilidade intestinal.

Nakka, S; Saito, H; Hashiguchi, Y et al*®; utilizando duas formas de nutrigao
parenteral total (NPT) apds sepse por E. coli em ratos, encontraram alteragées
no tamanho da mucosa apenas no ileo terminal, nio -encontrando altera¢des no
jejuno, ou nos.pontos médios do intestino delgado ou-do colo. |

Esses trabalhos suportam a hipotese de -que a mucosa do intestino -delgado ¢
mais responsiva a alteragdes tanto experimentais quanto -clinicas, quando
comparada coma mucosa do-intestino grosso’*.

No presente trabalho, foi avaliada apenas a altura da camada mucosa € da
parede intestinal do jejuno. Assim como na literatura, no jejuno ndo houve
alteragdes evidentes na parede intestinal -que pudessem ser avaliadas a luz da

microscopia optica.
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Suspeita-se que essa maior resisténcia a lesdo do jejuno, quando comparada
ao ileo ou ao colo, seja decorrente de uma maior vascularizagio desse segmento
¢ de uma menor populagdo bacteriana, havendo maior protegfio contra a lesdo
isquémica.

A exata fisiopatologia da lesdo na mucosa do intestino delgado ainda nio
esta completamente elucidada.

A maioria da literatura acredita que a sepse € 0 choque séptico ocasionam
uma diminuigdo importante da resisténcia vascular sistémica € uma ma
distribuigdo do fluxo sanguineo mo organismo®, causando portanto,
hipoperfusio-com provavel isquemia.

Essa redistribui¢do do fluxo sanguineo privilegiaria areas mais nobres como
o cérebro e os rins em detrimento de 6rgdos como o trato gastro-intestinal,
pancreas e, em menor proporg¢do, a musculatura esquelética®® 4.

Esse regime de isquemia, associado ao estado-de hipermetabolismo préprio
da sepse levaria a atrofia da mucosa.

Zabel, D; Hopf, H; Hunt, T* em 1995, demonstraram que existe um
gradiente entre a pO, da mucosa e a pO, da serosa do trato gastro-intestinal e
que essa diferenca se agrava em regimes de hipoperfusio.

Com base nessas teorias, pode-se concluir que a sepse gera uma
redistribui¢do do fluxo para fora da circulagdo esplancnica e para longe da
mucosa, tornando as vilosidades do intestino delgado o principal alvo da lesdo
isquémica.

A outra causa de lesdo mucosa, provavelmente associada a hipoperfusio, ¢ a
pobre extragdo e utilizagdo dos nutrientes (principalmente aminoacidos como a
glutamina) pela mucosa do trato gastro-intestinal, apesar das taxas normais de
0,*. A glutamina ¢ a principal fonte de energia para os enterdcitos™ e na sepse
ou endotoxemia a glutamina intestinal estd reduzida, podendo causar alteragoes

metabolicas locais e consequentemente atrofia mucosa™.
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A translocagdo bacteriana foi primeiramente descrita em animais de
experimentagdo e confirmada através da detec¢do de bactérias viaveis na
cavidade peritoneal apés peritonite quimica em cées'?. Desde entdo intimeros
trabalhos tem sido desenvolvidos com o objetivo de -avaliar a relagdo entre a
translocagdo bacteriana e a sepse.

Para avaliar a translocacdo bacteriana, sdo utilizados métodos de cultura de
diferentes sitios extra-intestinais. Os métodos mais comumente usados na
literatura s@o cultura de liquido peritoneal, cultura -de homogeneizado de
linfonodos mesentéricos, figado e bago,-cultura de sangue venoso da Vei-é porta
e sangue venoso periférico e detecgdo de endotoxinas no sangue venoso portal €
periférico!® 194647

Também sdo utilizadas técnicas in vitro nas quais a mucosa é evertida e ¢é
avaliada a permeabilidade dessa mucosa com substincias marcadas
previamente™.

Wells, C; Maddaus, M; Simmons, R et al®® questionam a validade da cultura
de linfonodos mesentéricos, ja que a presenga de bactérias nesses tecidos pode
refletir a sua fungdo fisiologica normal, sendo necessaria para a producdo de
células imunocompetentes.

Em modelos animais de avaliagdo de translocagdo bacteriana, raramente as
hemoculturas s3o positivas'®>. Suspeita-se que isso ocorra em virtude dos
mecanismos de defesa dos macréfagos pulmonares e hepaticos contra
microorganismos. O pulmdo eliminaria os microorganismos do sangue venoso
central enquanto o figado agiria no sistema venoso portal®~'. Esse mecanismo
de defesa dos macrofagos hepaticos (células de Kupffer), apesar de tentar
eliminar os microorganismos, ativa a produgdo de citocinas -que modulam €
amplificam a resposta inflamatéria sistémica, indiretamente contribuindo para a

DMOS™>2,



33

Sodeyama, M; Gardiner, K; Regan, M et al*’, utilizando um modelo de
ligadura e pungdo do ceco para indugdo de sepse em ratos, avaliaram
hemocultura e cultura do liquido peritoneal. Os microorganismos mais
frequentemente encontrados foram: Escherichia coli, enterococos do grupos D,
Proteus mirabilis, Clostridium perfringens e Enterobacter cloacae. Entretanto,
os achados na cultura do liquido peritoneal ndo podem ser considerados como
decorrentes da translocacdo bacteriana, visto que ha uma quebra total da
barreira intestinal durante a pun¢do cecal.

No trabalho realizado, como resultado .da hemocultura, foi obtido o
crescimento de Pseudomonas aeruginosa em 90% dos ratos e Escherichia coli
em 52,5% dos ratos. Na cultura do liquido peritoneal, houve crescimento de
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella sp no percentual de
87,5%, 85% e 5%, respectivamente.

No método de indugéo de sepse utilizado no presente estudo ndo ha solugdo
de continuidade da parede intestinal visualizavel macroscopicamente. Como,
teoricamente, a técnica operatéoria e o modo de coleta das secregdes para
realizagdo das culturas foram realizadas de modo asséptico, aparentemente, a
tinica explicagdo para os resultados positivos das culturas ¢ a translocagdo
bacteriana através da barreira intestinal.

Apesar dos métodos de cultura serem amplamente utilizados na literatura, o
1solamento de microorganismos entéricos em sitios extra-intestinais sugere
fortemente, mas ndo prova a translocagdo bacteriana. Para isso, sio utilizados
marcadores para bactérias e endotoxinas como C', I''! e plasmideos'*?%*.
Entretanto, o uso de radioisétopos, apesar de mais confiavel que a cultura
simples, ainda apresenta falhas decorrentes da absorg¢do sistémica da
radioatividade.

Kazantsev, G; Hecht, D; Rao, R et al”’, para confirmar a presenga de

translocagdo bacteriana em cdes com pancreatite, utilizaram um método de



34

descontaminag@o intestinal e recolonizagdo da luz com Escherichia coli
marcada com plasmideo pUC4K. Apos a indugdo da pancreatite, foram colhidas
amostras de liquido peritoneal, linfonodos mesentéricos e fragmentos de figado
e bago e submetidos a cultura. Nas culturas positivas, foi utilizada uma sonda de
DNA para comprovar que a bactéria encontrada no sitio extra-intestinal era a
mesma bactéria que recolonizou o intestino. Na literatura pesquisada, esse foi-o
unico trabalho que realmente prova a presenga-de translocagdo bacteriana.

A ocorréncia de translocagdo bacteriana espontanea tem sido demonstrada
em seres humanos e em animais de experimentagfo’, entretanto essa incidéncia
_aumenta consideravelmente na presenga de uma doenga do trato gastro-
intestinal. Em organismos higidos, suspeita-se -que a transloca¢do bacteriana
ocorra em pequena monta, o suficiente para ndo haver repercussdes clinicas®.
Nesse caso, o sistema imune possui papel fundamental, impedindo a
disseminagdo da infecgio.

Sedman, P; MacFie, J; Sagar, P> investigaram a prevaléncia de translocagio
bacteriana em humanos. De 242 pacientes, foi encontrada translocagdo em 25
deles, 22 dos quais possuiam doenga do trato gastro-intestinal baixo confirmada.
Além disso, a translocagdo bacteriana estava associada a uma alta incidéncia de
sepse pos-operatoria. Entretanto, os microorganismos isolados nas cultura para
avaliacdo de translocagdo bacteriana raramente estavam correlacionados com
aqueles causadores da sepse.

Intimeros trabalhos estdo sendo realizados com o objetivo de avaliar qual a
exata alteracdo que ocorre na barreira intestinal na presenga de uma doenga do
trato gastro-intestinal.

A alteragdo patologica mais frequentemente aventada como causa do defeito
na barreira intestinal € a atrofia da mucosa. Entretanto, muitos estudos vem
tentando demonstrar a influéncia de outros fatores, que nio a atrofia mucosa,

como causa da translocacdo bacteriana.
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1’* em 1997, avaliaram a presenga

Brewster, D; Manary, M; Menzies, 1 et a
de sepse de origem abdominal em criangas desnutridas, considerando como
causa da sepse a translocagdo de microorganismos da luz intestinal para sitios
extra-intestinais. Encontraram uma relagio direta entre desnutri¢do e sepse. Os
autores concluiram que a atrofia das vilosidades € o aumento da celularidade da
lamina propria encontrados nas bidpsias de pacientes desnutridos estavam
diretamente relacionados com um maior indice de translocagdo bacteriana e
sepse. Nesse trabalho, as leses encontradas nas biopsias de intestino delgado
sdo decorrentes quase que exclusivamente da desnutrigio.

Nesse caso, a causa da atrofia da mucosa é a diminui¢do do aporte de
nutrientes, principalmente aminoacidos e ndo uma lesdo isquémica. No presente
trabalho ndo houve redugdo da oferta de aminoacidos na luz intestinal, o que
pode, em parte, manter a integridade da mucosa.

Mishima, S; Xu, D; Lu, Q et al’® utilizaram um modelo de endotoxemia
induzida por inje¢fio intraperitoneal de lipopolissacarideo de Escherichia -coli
em ratos. Nesse trabalho, foi estudado o efeito da inibigdo do 6xido nitrico (NO)
na mucosa intestinal do ileo e a relagdo com a translocagdo bacteriana. A

| inibigdo da produgdo de NO causou menos lesdo mucosa e menos translocagido
bacteriana. O trabalho demonstrou que a inibi¢gdo -do NO previne isquemia
intestinal, causando menos atrofia mucosa e consequentemente menos
translocacdo bacteriana.

Esse trabalho estudou apenas o ileo, utilizando uma avaliagdo morfoldgica
na microscopia optica. No presente experimento, foi utilizado um método de
avaliagdo de maior sensibilidade (morfometria), entretanto, foram utilizadas
apenas amostras de jejuno, provavelmente menos responsivas a lesdes
hipéxicas.

Gianotti, L; Alexander, J; Fukushima, R et al’® avaliaram a translocagdo de

Candida albicans através da parede intestinal em grupos de vilosidades com
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diferentes niveis de perfusdio sanguinea. Concluiram que quanto maior o fluxo
sanguineo para as vilosidades, menor a lesdo que ocorre na mucosa € menor é o
indice encontrado de translocég:ﬁo de Candida albicans.

Tenenhaus, M; Hansbrought, J; Zapata-Sirvent, R et al’’, utilizando um
modelo de sepse abdominal em camundongos, avaliaram a influéncia da cdmara
hiperbarica com oxigénio a 100% sobre a morfologia intestinal mucosa e
translocagéo bacteri;ma. Como resultado, encontraram que a hiperoxia tem
efeito protetor na barreira mucosa, mantendo a integridade da mucosa na
microscopia optica e reduzindo a translocagdo bacteriana. Concluiram que a
hiperoxia reduz a isquemia intestinal, protegendo a mucosa e reduzindo os
niveis de translocagdo bacteriana. Esse trabalho foi repetido por Gennari, R;
Alexander, J* em 1996 que encontraram resultados semelhantes.

Os estudos que afirmam ndo existir relagdo entre atrofia mucosa e
transloca¢do bacteriana, procuram encontrar outros fatores que possam ser
responsaveis pela passagem de bactérias da luz intestinal para a circulagfo
sistémica. Os fatores mais comumente aventados como causa de translocagio
bacteriana nesses trabalhos incluem alteragdes na microflora intestinal,
alterages no sistema imune do hospedeiro, alteragdes quimicas e fisicas do
muco intestinal e da mucina e alteragdes da aderéncia bacteriana a mucosa do
trato gastro-intestinal'> >®.

Katayama, M; Xu, D; Specian, R et al’® compararam a lesdo mucosa
intestinal e a translocagfio bacteriana em dois grupos experimentais de ratos: um
grupo foi submetido a desnutri¢do protéica e outro a endotoxemia com
lipopolissacarideo de Escherichia coli. A lesdo foi avaliada pela quantidade de
muco, mucina € proteina encontrada na mucosa. A translocagfo bacteriana foi
avaliada pela cultura de um homogeneizado de linfonodos mesentéricos. No
grupo submetido a desnutricdo protéica, foi encontrada lesio de maior

intensidade na mucosa do intestino delgado e pouca translocago bacteriana. No
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grupo submetido a endotoxemia, foi encontrada pouca intensidade de lesdo
mucosa ¢ uma grande quantidade de translocagdo bacteriana. Os autores
concluem que a atrofia mucosa e a barreira intestinal contra ascensdo de
microorganismos ndo estio necessariamente relacionadas e outros fatores
devem estar envolvidos na barreira intestinal bioldgica.

McCauley, R; Heel, K; Christiansen, K et al'! estudaram o efeito da nutri¢do
enteral minima em ratos submetidos a nutrigdo parenteral total (NPT).
Consideraram que a NPT esta associada a atrofia de mucosa do trato gastro-
intestinal € que essa atrofia aumenta a taxa de translocagdo bacteriana. A lesdo
mucosa fo1 avaliada pela mensuragio do conteudo de proteina na mucosa de um
segmento de jejuno. A translocagdo bacteriana foi comprovada pela cultura de
homogeneizados de mesentério, figado e bagco em meio dgar MacConkey. A
nutri¢do enteral minima em ratos sob NPT pareceu reduzir a extensdo da atrofia
mucosa, quando comparados com ratos que ndo receberam nutrigdo enteral
minima. Entretanto, essa diferenga nfo afetou a incidéncia de translocagdo
bacteriana. Foi concluido que nfo ha relagdo entre atrofia mucosa por NPT e
incidéncia de translocagio bacteriana.

Esses trabalhos reafirmam a necessidade da manuten¢do de um transito
intestinal minimo para preVenir a atrofia mucosa. A atrofia mucosa em casos de
desnutri¢do e NPT seria decorrente de uma nio utilizagio das vilosidades, tanto
mecanica quanto absortivamente e da redugdo dos nutrientes intraluminais para
os enterocitos. Por outro lado, as lesGes intestinais decorrentes da sepse sdo bem
menos evidentes histologicamente, visto que ndo ha desuso do trato gastro-
intestinal.

Na literatura consultada, apenas um estudo associou tamanho da mucosa €
translocagdo bacteriana em humanos. Foram avaliadas as alturas da superficie
mucosa em biopsias de 58 pacientes, ndo encontrando diferenga entre pacientes

com ¢ sem translocagdo bacteriana >°.
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No presente trabalho, ndo houve diferenga entre os tamanhos das paredes
intestinais € das mucosas entre os diversos grupos. Nesse caso, pode-se afirmar
que a sepse ndo causou alteragdes visualizaveis & microscopia optica na mucosa
intestinal.

No experimento realizado, o grupo lavado foi o que apresentou maior tempo
de sobrevida (média de 18,21 horas). O grupo lavado mais dreno apresentou
menor tempo de sobrevida (média de 14,31 horas), talvez pelo excesso de
manipulagdo do animal. Apesar desses resultados, ndo foi possivel demonstrar,
com significincia estatistica, alteragGes quanto ao tempo de Obito entre os

grupos.

A atrofia da mucosa o trato gastro-intestinal (principalmente intestino

delgado) na sepse ¢ amplamente discutida na literatura®® 3% 4% 5

. Entretanto,
todos os trabalhos consultados utilizam métodos de indugdo de sepse que
causam alteragdes lentas no organismo, tornando o tempo de sobrevida mais
prolongado. No método utilizado de indugdo de sepse com Pseudomonas
aeruginosa, o tempo de sobrevida médio entre todos os grupos foi de 15,5
horas, provavelmente ndo havendo tempo de evolugdo suficiente para causar
uma atrofia de mucosa visualizavel na microscopia optica.

Apesar das criticas encontradas na literatura acerca do método de avaliagdo
da translocagdo bacteriana com culturas de sangue e liquido peritoneal, uma
grande parcela dos trabalhos ainda os utiliza para avaliar a permeabilidade da
mucosa aos microorganismos. Sendo a técnica asséptica utilizada adequada para
obtencdo de material para cultura, pode-se considerar os resultados da
hemocultura e da cultura do liquido peritoneal como resultantes do processo de
translocagio bacteriana.

Considerando os resultados da analise morfométrica da parede do jejuno,

ndo se pode afirmar que os achados das culturas sejam decorrentes de uma
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lesdo na parede intestinal. Neste caso, deve haver outros fatores, além da atrofia
mucosa, que propiciem ou facilitem a translocagdo bacteriana. |

A hipotese da relagdo entre translocagdo bacteriana € aumento da
permeabilidade intestinal por lesdo mucosa ainda ndo esta definida, assim com
ndo esta completamente definida a relagdo entre a translocagfo bacteriana € a
disfungio de multiplos Orgdos e sistemas.

Mais estudos sdo necessarios para avaliar essas relagles, visto que
futuramente, a prevengéo da translocagio bacteriana pode fazer parte do arsenal
terapéutico do paciente séptico. Essa forma de tratamento teria como objetivo
reduzir a ocorréncia de complicagdes infecciosas e de disfungdo de multiplos

orgdos e sistemas em pacientes gravemente enfermos.



6. CONCLUSOES

1. A sepse aguda ndo causou altera¢do na parede intestinal ou-na camada
mucosa do intestino delgado.
. A translocagdo ocorrida nio-pode ser considerada como-decorrente-de

uma lesdo da mucesa‘intestinal.
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RESUMO

Introducio: Suspeita-se que a lesdo mucosa do intestino delgado facilite a

translocagdo bacteriana. Entretanto, varios trabalhos demonstram a necessidade

de outros fatores para a sua ocorréncia na sepse.

Objetivo: Avaliar histologicamente a mucosa intestinal de ratos apos sepse.

Método: Foram utilizados 50 ratos distribuidos em grupos da seguinte

forma:

1.

5.

Controle (n = 10): inje¢do de indculo padrio de Pseudomonas

aeruginosda .

. Dreno (n = 10): injecdo do indculo padrio e drenagem da cavidade

abdominal, apds 6 horas.

. Lavado (n = 10): injecdo do inéculo padrio e lavagem da cavidade

abdominal, apds 6 horas.

. Lavado + dreno (n = 10): inje¢do do indculo padrdo e apés 6 horas,

dreriagem e lavagem da cavidade.

Normal (n = 10): avaliagéo histologica da parede intestinal normal.

Ap0s o dbito, realizou-se hemocultura e cultura peritoneal. Foram retirados

fragmentos de jejuno de forma padrio.

Foi realizada medida da espessura total da parede do jejuno e da camada

mucosa em uma vilosidade seccionada de forma longitudinal.

Resultados: Na hemocultura, houve crescimento de Pseudomonas

aeruginosa e Escherichia coli em 90% e 52,5% dos animais, respectivamente.

Na cultura peritoneal, houve crescimento de P. aeruginosa, E. coli e

Klebsiella sp em 87,5%, 85% e 5% dos animais, respectivamente.



Quanto a altura da camada mucosa e da parede intestinal, ndo houve
alteracdo estatisticamente significativa entre os 5 grupos.

Conclusdes: A sepse aguda ndo causou alteragdo na camada mucosa do
intestino delgado.

A translocagdo ocorrida ndo pode ser considerada como decorrente de uma

lesdo da mucosa intestinal.



SUMMARY

Introduction: In acute sepsis it is suspected that the small intestine’s
mucosa injury facilitates bacterial translocation. However, several works
demonstrated the occurrence of other factors, besides mucosal injury, for
bacterial translocation in sepsis.

Objective: Histological evaluation of the intestinal mucosa of rats after
sepsis using morphometric analysis.

Method: 50 adult female rats were distributed in groups in the following
order: |

1. Control (n = 10): intraperitoneal injection of Pseudomonas aeruginosa.

2. Drainage (n = 10): intraperitoneal injection of P. aeruginosa and drainage
of the abdominal cavity, after 6 hours.

3. Washed (n = 10): intraperitoneal injection of P. aeruginosa and washing
of the abdominal cavity, after 6 hours.

4. Washed + drainage (n = 10): intraperitoneal injection of P. aeruginosa
plus drainage and washing of the cavity, after 6 hours

5. Normal (n = 10): evaluation of the normal intestinal wall.

After death, blood culture and peritoneal culture was performed. Fragments
of jejunum were removed and processed histologically for morphometric
measure of the total thickness of the jejujum’s wall in comparison to the
thickness of the mucosa + submucosa layer.

Results: In blood culture, there was growth of Pseudomonas aeruginosa
and Escherichia coli in 90% and 52,5% of the animals, respectively.

In the peritoneal culture, there was growth of P. aeruginosa, E. coli and

Klebsiella sp in 87,5%, 85% and 5% of the animals, respectively.



About the histological analysis and the thickness of the mucosa +
submucosa’s layer, there was not significant alteration among the 5 groups.

Conclusions: Acute sepsis did not develop any thickness alteration in the
small intestine’s mucosa layer. Bacterial translocation can not be a direct

consequence produced only by mucosal intestinal injury.



APENDICE

Estudo histologico da mucosa intestinal apos a indugdo de sepse abdominal em ratos Wistar.

Tabela apéndice: Resultado dos protocolos utilizados no experimento com tempo de 6bito
em horas, tamanho da mucosa e da parede total em micrometros e
resultado da hemocultura (hemo) e da cultura peritoneal (per), 1 =
presenga, 0 = auséncia (P = Pseudomonas aeruginosa, E = Escherichia
coli e K = Klebsiella sp).

GRUPO OBITO Tam. Tam. P_hemo E_hemo P_per. E_per. K_per'.r _

(hs) - mucosa total
(pm) (pm)
C 14,3 32 4 1 0 1 1 0
C 199 43 55 1 1 0 1 0
C 12 34 45 1 1 1 1 0
C 15,2 50 59 1 1 1 1 0
C 13,8 32 40 1 -0 1 0 0
C 13,7 32 43 1 .0 1 0 0
C 16,9 44 54 1 1 1 1 0
C 12 41 51 1 1 1 1 0
N - 38 45 - - - - -
N - 37 44 - - - - -
N - 42 52 - - - - -
N - 40 52 - - - - -
N - 46 55 - - - - -
N - 37 45 - - - - -
N - 38 46 - - - - -
N - 41 50 - - - - -
N - 38 45 - - - - -
N - 39 47 - - - - -
D 11,9 45 55 1 0 1 0 0
D 17,6 40 48 0 1 1 1 0
D 57 74 1 1 1 1 0
D 12 36 44 1 0 1 0 0
D 12 32 42 1 0 1 1 0
D 25,3 30 42 1 0 1 1 1
D 5.8 32 44 1 1 0 1 0
LD 12,6 53 61 1 0 1 0 0
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