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Desnutricdo, altamente prevalente em paises em desenvolvimento, € um mal antigo

que aflige a humanidade. A desnutricdo energético-protéica apresenta-se como um
estado de deficiéncia alimentar, com déficit global de proteinas e calorias, provocando
menor aporte de nutrientes as células. Alguns estudos tém mostrado evidéncias de
interacdo entre desnutricdo e translocacdo bacteriana. Translocacdo bacteriana € um
fendmeno em que ocorre a passagem de microorganismos da microbiota intestinal
normal, através da mucosa intestinal, para outros orgdos. Isto pode ocorrer devido a trés
situacdes: disfuncdo da barreira intestinal, alteracdo da microbiota intestinal e deficiéncia
imunolégica do hospedeiro. Em nosso estudo, realizamos uma ligadura do ileo terminal
para induzir obstrucdo intestinal em ratos. Associamos restricdo alimentar energético-
protéica, no intuito de verificar a influéncia da desnutricdo crbénica sobre a translocacao
bacteriana nesses animais. Como grupo controle, utilizamos animais alimentados ad
libitum. Dois grupos de ratos, nutridos e desnutridos, foram “Sham” operados, para
avaliacdo do estresse cirurgico. Outros dois grupos de animais, nutridos e desnutridos,

99m
T

foram submetidos a ligadura ileal. Todos animais foram inoculados no ileo com c-

E.coli (10° UFC). Os animais foram sacrificados 24 horas apés a inoculacdo da *"T

c-
E.coli, o sangue foi coletado e alguns 6Orgaos foram retirados (nddulos linfaticos
mesentéricos, figado, baco e pulmdes) para verificagdo da translocagdo bacteriana. A
translocagdo bacteriana foi avaliada pela determinacdo da radioatividade nos 6rgaos e
sangue. Os resultados mostraram que animais “Sham” operados e animais submetidos a
ligadura do ileo apresentaram translocagdo bacteriana. Nos animais que sofreram a
ligadura, a translocacao bacteriana foi significativamente maior (p < 0,05). Animais
submetidos a obstrucdo intestinal e “Sham “ operados nutridos, comparados com 0s
desnutridos, ndo apresentaram diferencas significativas nos 6rgados e sangue (p>0,05).
Portanto, os dados obtidos sugerem que a desnutricdo energético-protéica imposta aos
ratos nao interferiu no processo de translocacdo bacteriana em modelo experimental de

ligadura do ileo para obtencao de obstrugdo intestinal.

Palavras-chave: desnutricdo energético-protéica; translocacao bacteriana; obstrucdo
Intestinal.

ABSTRACT
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Malnutrition, highly prevalent in developing countries, is an old suffering that afflicts the
humanity. The protein-energy malnutrition is presented as a state of food deficiency, with
deficit in proteins and calories, provoking lower supplying of nutrients to the cells. Some
studies have shown evidences of interaction between malnutrition and bacterial
translocation. Bacterial translocation is a process in which microorganisms from gut
normal microbiota cross the intestinal mucosa in order to reach other organs. This can
occur due to three situations: dysfunction of the intestinal mucosal barrier, alteration of
intestinal microbiota and host immune deficiency. In our study, the distal ileum was
ligated for induction of the intestinal obstruction in rats. Protein-energy food restriction
imposed throughout the experiment had the aim of evaluating the influence of malnutrition
on intestinal translocation in the animals. Control group animals fed diet ad libitum and the
malnourished rats fed 65% of the amount consumed by the control group. In order to
control for surgical stress, wellnourished and malnourished rats were “Sham” operated.
Wellnourished and malnourished animals were submitted to ileum ligation. All animals
were inoculated in the ileum with *"Tc-E.coli (10° CFU). The animals were sacrificed 24

hours after %™

Tc-E.coli inoculation, blood sample was collected and some organs
removed (mesenteric lymphonodes, liver, spleen, and lungs) for verification of the
bacterial translocation. The bacterial translocation was evaluated by the determination of
the radioactivity in the organs and blood. The results showed that in the animals
submitted to the intestinal ligation, bacterial translocation was significantly higher (p <
0,05) than in “Sham” operated animals. Animals submitted to the intestinal obstruction
and “Sham” operated wellnourished animals, compared to the malnourished ones, did not
show significant differences in bacterial translocation to the organs and blood (p>0,05).
Therefore, the obtained data suggest that protein-energy-malnutrition imposed to the rats
did not interfere with the process of bacterial translocation in the experimental model of

ileum ligation in order to obtain intestinal obstruction.

1- INTRODUCAO
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Translocacdo bacteriana foi definida por BERG (1995) como a migracdo de
bactérias viaveis para locais estéreis do organismo, como nodulos linfaticos mesentéricos
(NLM), baco, figado e corrente sanguinea.

Embora a translocacdo possa ocorrer através de mucosas e membranas, maior
interesse tem sido focado no trato intestinal. Este apresenta-se como um grande
reservatério de microorganismos, contidos por eficiente barreira fisica, formada por
células epiteliais gastrointestinais que isolam o ambiente luminal intestinal do restante do
organismo (DWINELL et al., 2003).

Outro dado a ser considerado é que bactérias Gram negativo, aerébicas e
facultativas (presentes em grande quantidade no intestino) translocam mais facilmente
gue anaerébicas e bactérias Gram positivo (NAABER et al.,, 1999; SHLEGEL et al.,
2000).

Estudos realizados nos EUA mostraram que em torno de 10% de pacientes
hospitalizados desenvolvem infeccdo hospitalar. Sabe-se que parte destas infecgoes sao
de caréater exdgeno, entretanto grande parte é proveniente de translocagdo bacteriana.
Esses estudos mostram que milhdes de ddélares sdo gastos anualmente com estas
infecgcbes com o agravante de que, a mortalidade delas se apresenta alta, apesar dos
esforcos terapéuticos (WIEST & RATH, 2003).

Varios estudos em animais mostraram que translocacgéo bacteriana € um fendmeno
multifatorial. A translocagdo bacteriana pode se instalar devido ao rompimento do
balanco ecoldgico da microbiota indigena, resultando em desequilibrio do crescimento
bacteriano. Além disso a diminuicdo das defesas do hospedeiro ou a ruptura da barreira
mucosa intestinal podem promover translocacéo bacteriana (SCHLEGEL et al., 2000).

Esses fatores podem estar relacionados as condi¢cfes fisicas do hospedeiro,
especialmente estado nutritivo e imunoldgico. Varias situagdes clinicas como
antibioticoterapia, choque hemorragico, injuria térmica, ictericia obstrutiva, obstrucdo
intestinal, desnutricdo, radioterapia, quimioterapia, nutricdo enteral e parenteral e outras
sdo relacionadas com a génese da translocacdo bacteriana, através de mecanismos
diversos (DEITCH et al., 1987; CHUANG et al., 1993; DINIZ, 1998; RUNDLES & LIN,
1998; NAABER et al., 1999; SALVALAGGIO et al.,2002; WIEST & RATH, 2003).

Procedimentos cirdrgicos podem se associar a translocagdo bacteriana, estando
muitas vezes relacionados a um aumento de septicemia em pos operados (WIJESINGHE

et al. 2001). A translocagéo bacteriana aparece com maior frequéncia em pacientes com
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guadro de obstrucéo intestinal (DEITCH, 1989; SEDMAN et al., 1994; SALVALAGGIO et
al., 2002).

A obstrucao intestinal € uma sindrome com causas e aspectos clinicos variaveis,
na qual o denominador comum € uma dificuldade ou impossibilidade ao transito intestinal
(GALVAO, 1978).

A obstrucdo intestinal favorece a estase intestinal, com grande crescimento
intraluminal de bactérias e alteracdo da permeabilidade intestinal. As bactérias podem
transpor a mucosa por varios mecanismos, lesando-a com comprometimento da barreira
intestinal e subsequente translocacdo bacteriana para outros orgédos (DEITCH, 1989;
SEDMAN et al., 1994; DANI, 2001; SALVALAGGIO et al., 2002).

A desnutricdo também tem sido considerada na patogénese da translocacao
bacteriana. O efeito de uma alimentacao deficiente na resposta imunoldgica intestinal tem
sido observada em estados de desnutricdo. Desnutricdo leva a atrofia de orgaos
linféides, causando maior susceptibilidade aos patégenos ambientais (DEITCH et al.,
1987; RABELO, 1997; RUNDLES & LIN, 1998; WOODWARD, 1998). Desnutricao
também estd intimamente correlacionada as complicacdes pos operatorias, em qualquer
tipo de cirurgia (NAKAMURA et al., 1999).

Desnutricdo energético-protéica € um mal que aflige crénicamente a humanidade.
A ONU vem apresentando draméaticas estatisticas sobre a situacdo alimentar no mundo,
destacando que 1 bilhdo de pessoas na América Latina, Asia e Africa, aproximadamente
1/5 da humanidade, sofrem de desnutricdo cronica. O Brasil ndo é excecao dentro desta
situacdo mundial. A desnutricdo afeta principalmente faixas mais susceptiveis: gestantes,
lactentes, criancas e velhos (ELIA, M., 2000; DOUGLAS, 2002).

Com base no que foi apresentado, este trabalho teve como objetivo geral: estudar
em ratos a influéncia da desnutricdo energético-protéica neonatal na translocacao

99m

bacteriana. Para tanto, empregou-se a Escherichia coli marcada com ™" Tecnécio. Dentro

desta proposta, 0s objetivos especificos foram os seguintes:

9M tacnécio:

- marcar a bactéria Escherichia coli com
- promover restricdo enegético-protéica em ratos, utilizando uma alimentacao racionada,
em torno de 35% em relacdo a alimentacdo ad libitum (modelo experimental de
desnutricao);

- promover obstrucdo intestinal em ratos, na regido do ileo terminal, por meio de uma

ligadura intestinal simples;



18
- simular uma cirurgia para promoc¢éao do estresse cirdrgico nos ratos dos grupos controle
("sham” cirurgia);
- administrar a *"Tc-E.coli diretamente no limen intestinal dos ratos, em ambos 0s
grupos, (“sham” operado e experimental);

9MTc-E.coli determinando a radioatividade nos

- avaliar o fenbmeno da translocacdo da
nodulos mesentéricos, baco e figado de ratos desnutridos e normonutridos em ambos os
grupos (“sham” operado e experimental);

-investigar uma possivel correlagédo entre a obstrucdo intestinal e desnutricdo energético-
protéica na translocagao bacteriana;

- analisar estatisticamente os dados obtidos.

2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 MA NUTRICAO ENERGETICO-PROTEICA

Fome, pestiléncia e doencgas tém atormentado a humanidade através dos tempos.
A descoberta em escavacgdes de ossos com linhas de Harrison e de dentes com faixas de
Wilson, sinais de desnutricdo, sugerem a existéncia desta condicdo no homem preé-
histérico. O primeiro registro de famintos, data de aproximadamente 3000AC e vem do
alto Egito. Trata-se de descricao feita pelo escritor Ipuwer, de um grande desastre, onde
as cidades, assoladas pela fome, tornaram-se devastadas e vazias.

Foi encontrada na tumba do egipcio Ankhtifi, datada de 2000 AC, uma inscri¢cao
narrando os efeitos dramaticos da fome, levando a total desintegracdo da sociedade e
das familias: “Todo o alto Egito estava morrendo de fome, ao ponto das pessoas
devorarem suas criangas”. A piramide de Unas, em Sakkara, datada da Quinta dinastia,
mostra desenhos de vitimas famintas, com corpos emagrecidos, costelas protuberantes,
cinturas estreitas. Outra inscricdo em uma tumba na ilha de Sihel, acrescenta uma vivida
descricdo dos efeitos da fome: “Cada homem se transforma em um ladrédo para seu
vizinho. Eles desejam fugir, porém ndo podem caminhar. As crian¢cas choram, os jovens
rastejam, as cabecas dos homens idosos pendem, suas pernas estdao curvadas e se
arrastam no solo, e suas maos repousam sobre seu peito. A corte encontra-se
abandonada, sem seus conselheiros. As caixas de provisfes estdo escancaradas, porém
encontram-se vazias. Todos estdo exaustos” (ELIA, 2000).

Episédios de fome também sdo descritos na Biblia, inclusive a escassez do sétimo
ano (1700 AC), quando José evitou um desastre acumulando grdos na ocasidao em que
os alimentos eram mais abundantes e distribuindo-os quando o alimento tornou-se
escasso.

O mal da fome tem influenciado a histéria das cidades, paises e impérios. Por
exemplo, a fome que surgiu com a desintegracdo dos sistemas de comunicagéo e
transporte, no final do império romano, foi importante fator em sua queda. Muitos
desastres produziram sofrimento, mas alguns foram devastadores. Em 1347, estima-se
que 2/3 da populagéao italiana pereceu; em 1438, 1/3 da populacdo parisiense sucumbiu.
A China tem sido considerada a “terra dos famintos”. S&o relatados na China antes de
Cristo, 1829 episddios de grande escassez de alimentos, e 29 episédios, depois de
Cristo (ELIA, 2000).
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Fome, levando a ma nutricdo permanece como uma praga até nossos dias. Por
exemplo, dados globais da OMS sobre o crescimento infantil sugerem que 28% das
criangas menores que 5 anos estdo abaixo do peso desejado, 35% sao portadoras de
desnutri¢cao cronica e 8% sofrem de desnutricdo aguda (Elia, 2000).

Evidéncias consideraveis sugerem que ma nutricdo afeta a saude, a sobrevivéncia,
0 crescimento, morbidade e mortalidade, desenvolvimento cognitivo, reproducéao,
capacidade fisica e aumenta os riscos de doencas cronicas nos adultos (PELLETIER &
FRONGILLO, 2003).

Nomenclatura e conceituagdo das alteracdes do estado nutricional ndo sao
consensuais. Alguns autores utilizam o termo desnutricdo para indicar as caréncias
nutricionais; outros preferem termos como subnutrigdo ou ma nutricdo (BRASILEIRO-
FILHO, 2000). Outros autores utilizam os termos desnutricdo, subnutricdo ou caréncia
nutricional, com um mesmo sentido, utilizando ma nutrigdo com outra conotacao.

Para ALLISSON (2000), ma nutricdo seria um termo abrangente, usado para
descrever qualquer desordem nutricional, seja desordem associada a doencgas, causada
por excesso ou escassez de nutricdo ou pelo desbalanceamento nutricional de um ou
mais macro ou micronutrientes.

A FAO/OMS define desnutricdo energético-protéica primaria, um tipo de ma
nutricdo, como “uma variedade de condi¢des patoldgicas, decorrentes de deficiéncias de
energia e proteinas em variadas propor¢cées que atingem preferencialmente as criancgas,
sempre agravadas pelas infeccdes repetidas” (CARRAZZA, 1991).

ALLISON (2000) da uma nova definicdo para desnutricdo, mais ampla, que serve
para quadros primarios ou secundarios a outras doencas: “estado de deficiéncia de
energia, proteina ou outro nutriente especifico, que acarreta uma alteragdo mensuravel
na funcdo corporal e que se associa a piora de doencas, podendo ser revertida com
suporte nutricional adequado”.

O termo desnutricdo energético-protéica é o termo adotado pela FAO/OMS, desde
1975, para designar essa sindrome. A expressao protéico-calérica foi abandonada, para
evitar confusdo com o termo caloria, que designa unidade de energia e que tem sido
substituido pelo joule (CARRAZA, 1991).

A desnutricdo € altamente prevalente em paises em desenvolvimento e faz parte
da chamada "sindrome de pobreza”. Geralmente esta associada a familias de baixa
renda, com muitos membros, pouca educacao, baixo desenvolvimento, mas condi¢des de

habitacdo, pouco acesso a cuidados de saude e a comida. Os dois principais fatores
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responsaveis pelo pouco acesso a comida séo: escassez global de alimentos para todos
ou distribuicdo desigual de alimentos em certas regides, com maior privacao das familias
pobres (GOPALAN, 2000).

Desnutricdo energético-protéica caracteriza-se por um menor aporte de nutrientes
as células em relacdo as necessidades destas. Afeta fundamentalmente as faixas mais
susceptiveis a desnutricdo: infancia, velhice, gravidez e lactacdo (ELIA, 2000;
DOUGLAS, 2002).

Quando existe um fornecimento energético adequado, mas com caréncia protéica,
denomina-se kwashiorkor; se ha um déficit global de proteinas e energia, trata-se de
marasmo ou desnutricdo energético-protéica (PEM- Protein-Energy Malnutrition), sendo
esta a forma mais frequente de desnutricdao encontrada (WALKER-SMITH & MC NEISH,
1989; OLIVEIRA & MARCHINI, 1998; DOUGLAS, 2002).

No kwashiorkor, o que predomina € um mal balanceamento dietético,
especificamente uma baixa ingestdo protéica. Mobilizacdo da gordura subcutanea é
menor e menos bem sucedida no paciente com kwashiorkor que no marasmatico, levando
a patologia hepéatica evidente, acompanhada de edema patognoménico. Sao frequentes
as lesdes de pele e alteracbes de cabelo. Kwashiorkor marasmético combina edema com
relacdo peso-altura extremamente baixa (OLIVEIRA & MARCHINI, 1998; WOODWARD,
1998; ALLISON, 2000).

O marasmo € uma condicdo acompanhado por atrofia, com deplecdo de tecido
adiposo e muscular. Ocorre um retardo no crescimento e no desenvolvimento fisico.
Geralmente sdo preservadas as fungdes viscerais essenciais, incluindo funcdo hepética.
N&o é comum associacdo com edema, esteatose hepatica, lesdes de pele e cabelo. A
principal caracteristica dietética associada ao marasmo é uma baixa ingestdo global de
nutrientes, incluindo alimentos energéticos (WALKER-SMITH & MC NEISH, 1989;
OLIVEIRA & MARCHINI, 1998; WOODWARD, 1998; BRASILEIRO-FILHO, 2000).

Na desnutricdo energético-protéica, independente da forma clinica encontrada,
ocorre um certo grau de deficiéncia protéica. Mesmo quando existe uma ingestao
protéica adequada, a deficiéncia energética induz a utilizacdo da proteina para fins
energéticos (OLIVEIRA & MARCHINI, 1998).

A desnutricdo energético-proteica pode manifestar-se de forma aguda (wasting) ou
crbnica (stunting). A forma aguda, caracterizada por perdas agudas, resulta em
composicdo corporal alterada enquanto na forma cronica predomina a atrofia, com

reducao linear no crescimento. Em bebés e criangas mais velhas as formas agudas e
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cronicas podem ser diferenciadas através das proporcdes peso-altura e peso-idade,
respectivamente. Categorias de doencgas podem ser distinguidas dentro de cada tipo de
PEM através de comparacdo com valores de referéncia (WOODWARD, 1998).

A desnutricdo pode ser classificada em primaria ou secundaria. A desnutricdo
priméria é aquela em que a falta de nutrientes necesséarios ao funcionamento normal do
organismo decorre da ingestdo deficiente de alimentos. Resulta de: 1) causas sOcio
econdmicas (pobreza, analfabetismo, deficiéncia de produ¢ao de alimentos, monocultura,
tabus alimentares, etc.): 2) doencas fisicas ou psiquicas ( anorexia nervosa, bulimia), que
dificultam a ingestéo de alimentos.

A desnutricAo secundéaria representa uma anormalidade de utilizagdo dos
nutrientes ingeridos. Pode ser devida a: 1) digestéo insuficiente de nutrientes causada
por insuficiéncia hepética, pancreatica, gastrica ou intestinal; 2) deficiéncia de absorcdo
por alteracdes da mucosa gastrica ou intestinal; 3) utilizacdo inadequada de alimentos
como no diabetes e erros congénitos do metabolismo; 4) aumento do metabolismo com
aumento da utilizacdo dos nutrientes no hipertireoidismo; 5) aumento da excrecao de
nutrientes como por exemplo a proteina nas lesdes renais; 6) destruicdo da microbiota
intestinal por antibidticos (BRASILEIRO-FILHO; 2000). Esta situacdo poderia levar a
caréncia de vitaminas em animais que praticam a coprofagia.

Todas as formas de PEM podem desenvolver-se primariamente ou em condi¢des
secundarias (OLIVEIRA & MARCHINI, 1998; WOODWARD, 1998; ALLISON, 2000).

De acordo com o grau de severidade, a desnutricdo pode ser classificada em 3
categorias distintas: grau 1, leve; grau 2, moderada; grau 3, grave. O grau 3, representa
o estagio final da doenca e pode manifestar-se em 3 formas distintas: marasmo,
kwashiorkor e kwashiorkor marasmatico (WOODWARD,1998).

2.1.1 Alteracdes fisiopatoldgicas na desnutricdo en  ergético- protéica

No transcorrer das etapas do crescimento dos animais, nas fases pré e pés natal,
os niveis de RNA, DNA e proteinas vao variar de acordo com os diferentes 6rgaos, em
etapas diversas do seu desenvolvimento. Em uma fase inicial, hd predominancia da
multiplicacdo celular ou hiperplasia, com altos niveis de DNA. Posteriormente, vao

ocorrer tanto a multiplicagédo quanto o aumento da tamanho celular (hipertrofia), que vem
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acompanhado por uma aumento nos niveis protéicos. Finalmente, a fase de divisdo
celular termina, persistindo apenas a hipertrofia celular.

Restricdo alimentar durante o desenvolvimento do animal, pode provocar efeitos
irreversiveis, dependendo do periodo e do 6rgdo em desenvolvimento. Se esta restricdo
se der durante a multiplicacao celular, os animais ndo alcancardo niveis normais no peso
de alguns o6rgdos, mesmo apOs recuperagcdo nutricional, devido ao decréscimo no
namero de células ( Rabelo, 1997).

Caso a desnutricdo persista ap0s o nascimento, o organismo lanca mao de
mecanismos adaptativos. Existem evidéncias, embora de dificil comprovacdo, que o
primeiro mecanismo adaptativo que ocorreria na desnutricdo seria uma atividade
diminuida do desnutrido quando comparado com a atividade de criancas alimentadas
adequadamente. Este mecanismo teria por objetivo equilibrar o balanco energético
(CARRAZZA, 1991).

Quando a baixa ingestdo alimentar, com um balan¢co negativo, € mantida, o
organismo vai tentar diminuir outros componentes da atividade metabdlica. Vai ocorrer
entdo uma desaceleragdo do crescimento. Esta seria a mais importante alteracdo
funcional devido ao aporte insuficiente de nutrientes as células. Pode ser tdo intensa que
leve a regressdo demonstravel nos terrenos bioquimico, funcional e anatémico, podendo
situar os individuos em padrdes de idade bem aguém de sua idade real (MARCONDES,
1976; CARRAZA, 1991).

O processo de diviséo celular fica alterado. Ocorre diminuicdo do indice mit6tico do
epitélio intestinal em lactentes marasmaticos, fato que esta relacionado a presenca de
alteracdes na absorc¢do intestinal. O mesmo pode ser observado na medula éssea, dai
ocorrerem frequentes anemias (DOUGLAS, 2002).

A duracao nas fases de reproducéo celular foi avaliada em cultura de células da
medula éssea de ratos gravemente desnutridos. Os resultados mostraram que,
determinadas fases da mitose celula, de células 6sseas, em ratos desnutridos tinham
uma maior duracdo (GOMEZ et al., 1996).

No plexo mioentérico do intestino delgado, em ratos desnutridos, foi observado que
a privacao protéica altera as caracteristicas histolégicas, mostrando arranjo irregular de
fiboras elasticas nos ganglios mioentéricos e uma diminuicdo do conteddo da
acetilcolinesterase nesses ganglios ( BRANDAO et al., 2003).

Experiéncias em animais submetidos a restricdo alimentar, demonstraram

alteracOes permanentes na capacidade de aprender. Criancas, desnutridas durante a
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vida intra uterina, apresentam desempenho baixo nos testes de inteligéncia e menor
capacidade de aprendizado, fendmeno tanto mais acentuado quanto mais precoce for a
desnutricdo. Isto parece ser devido a interferéncia no desenvolvimento orgéanico
adequado do individuo, afetando o numero de células cerebrais que sdo formadas
durante a vida fetal (MORAES-SANTOS, 1980; BRASILEIRO-FILHO, 2000; DOUGLAS,
2002).

Com a persisténcia das condigcbes adversas nos seus variados graus, vao se
instalando mecanismos fisiopatologicos, determinando adaptacdes metabdlicas de
diferentes intensidades, desencadeadas e mantidas por controles hormonais
(CARRAZZA, 1991; WOODWARD, 1998).

Com uma restricdo energética prolongada, para sobreviver, o organismo langa mao
de: glicogendlise, gliconeogénese e lipdlise. A musculatura esquelética, maior
compartimento corporal de proteinas, e o tecido adiposo, principal reserva energética,
sdo consumidos as expensas da manutencdo da homeostase (MARCONDES, 1976;
CARRAZZA, 1991; DOUGLAS, 2002).

Estudos em ratos submetidos as dietas com restricdo cal6rica mostraram que o
organismo lanca mao indiscriminadamente do catabolismo das proteinas miofibrilares
musculares, mantendo niveis séricos normais de aminoacidos necessarios para funcdes
vitais (ALMEIDA et al., 2002).

Neste processo, os hormbnios desempenham importante papel. Em resposta as
baixas concentracbes de glicose e aminoacidos, os niveis de insulina diminuem. Em
contrapartida, devido ao estresse causado por infecgbes freqlentes e pela propria
restricdo alimentar, o cOrtex adrenal aumenta a secregdo de cortisol. Isto vai ocasionar
maior liberacdo de aminodcidos musculares, que serdo utilizados por orgdos mais nobres
como o figado, pancreas e o intestino (CARRAZZA, 1991; WOODWARD, 1998).

Integridade visceral mantida a custo de consumo muscular € vista no marasmo. E
importante ressaltar que os perfis hormonais diferem no marasmo e kwashiorkor. O
cortisol plasmético e a resposta adrenal estdo mais elevados no marasmo. Nos
marasmaticos a curva de glicemia possui caracteristicas diabéticas: alta e prolongada,
por diminuicdo da insulina e talvez por bloqueio metabdlico enzimético da glicélise
(CARRAZZA, 1991; DOUGLAS, 2002).

Insuficiéncia adrenal e ineficiéncia da utilizacdo do musculo levariam a uma queda
do mecanismo de adaptacdo condicionando o kwashiorkor. A secre¢cdo aumentada do

horménio de crescimento e epinefrina induzem a lipdlise, fornecendo acidos graxos e
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corpos cetbnicos como combustivel para o metabolismo cerebral. Embora os depdsitos
lipidicos estejam reduzidos no tecido adiposo, a deficiéncia protéica predispde a figado
gorduroso. O acumulo de gorduras no figado se deve a diminuicdo da saida dos acidos
graxos, causada por caréncia da proteina transportadora (CARRAZZA,1991;
WOODWARD, 1998; DOUGLAS, 2002).

Baixas concentragbes de triiodotironina sao vistas em quadros de desnutrigao
aguda, mas ndo nos quadros cronicos de marasmo (WOODWARD, 1998). O cortisol
plasmatico e a resposta adrenal a corticotropina estdo mais elevados no marasmo.
Niveis de hormdnio do crescimento encontram-se elevados no kwashiorkor, mas séo
normais no marasmo (CARRAZZA, 1991).

2.1.2 Desnutricao energético-protéica e mecanismos de defesa do hospedeiro

Diversos componentes da dieta exercem efeitos sobre os mecanismos de defesa
inata do sistema imunolégico. Estes mecanismos atuam contra bactérias, virus, parasitas,
células malignas e auto-anticorpos. O fato de quase todas as superficies expostas dos
seres humanos serem colonizadas por micrébios desde o momento do nascimento até
depois da sua morte mostra a magnitude dessa interacdo (BARNESS,1993).

Embora o organismo seja constantemente exposto aos agentes infecciosos, a
doenca infecciosa é rara. As invasdes por microorganismos nos vertebrados sao
inicialmente contidas por mecanismos de defesa inata que preexistem e agem minutos
apos o inicio da infeccdo. Somente quando estas defesas sdo sobrepujadas, evadidas ou
dominadas, ird atuar uma resposta induzida. Os agentes infecciosos deverao superar as
defesas inatas do hospedeiro para estabelecer a infeccao (JANEWAY et al., 2002).

As superficies epiteliais estdo entre as primeiras barreiras contra a infecgdo. O
epitélio que recobre as superficies internas é conhecido como mucosa epitelial, porque
secreta um fluido denominado muco. Este muco é rico em glicoproteinas, conhecidas
como mucinas. Os microorganismos recobertos pelo muco terdo dificuldade de se
aderirem ao epitélio e atacé-lo (JANEWAY et al., 2002).

Nossos epitélios sdo mais que uma simples barreira fisica contra a infeccao: eles
também produzem substancias quimicas que sdo microbicidas. Por exemplo a enzima
antibactericida lisozima € secretada nas lagrimas e na saliva. No trato gastrointestinal, o
pH acido do estbmago e as enzimas digestivas formam uma barreira quimica contra a
infeccdo (JANEWAY et al., 2002).
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O efeito prejudicial do desbalanceamento de nutrientes sobre os mecanismos de
defesa ou resposta imunitaria € muito visivel na desnutricdo. O excesso ou deficiéncia
de quase todos os macro ou micronutrientes estdo associados as anormalidades nas
funcBes de defesa. O inverso também é verdadeiro: a infecgcdo tem um forte impacto
sobre o estado nutricional (BARNESS, 1993).

Alguns autores acreditam que desnutricdo estaria associada a atrofia da mucosa
intestinal. Isto ocasionaria um aumento da permeabilidade intestinal e uma diminuigao
das enzimas intestinais, podendo assim contribuir para uma alteracdo na barreira
mecanica intestinal (RABELO, 1997; RUNDLES & LIN, 1998; MANHART et al., 2000;
LINCOLN, 2001; ULLUSQY, 2003).

Deficiéncias nutricionais deprimem simultaneamente varias barreiras imunolégicas.
Alguns estudos tém demonstrado que em processos de ma nutricdo que ocorrem em
pacientes com injaria traumética, ocorre uma diminuicdo da barreira funcional do
intestino, aumento da permeabilidade aumentando risco de translocagao bacteriana e
septicemia (WOODWARD, 1998; ULUSOQY et al, 2003).

Outros autores, que estudaram pacientes com desnutricdo e atrofia de mucosa
intestinal, associadas ou ndo a outros processos patoldgicos, ndo encontraram relacao
entre desnutricdo e aumento da permeabilidade intestinal (SEDMAN et al. 1994,
BJARNASON et al., 1995; WIEST & RALTH, 2003).

E ainda, outros autores acreditam que alteracfes na mucosa intestinal estariam
relacionadas ao tipo de desnutricdo apresentado pelo hospedeiro. WALKER-SMITH &
MC NEISH (1989) afirmam que no marasmo a arquitetura da mucosa intestinal
permanece em geral inalterada. Porém, no Kwashiorkor, a lesdo € muito intensa. Ocorre
irregularidade das microvilosidades, varias alteracdes estruturais celulares, com acumulo
gorduroso nas células mucosais.

Informacdo sobre as barreiras fisicas em PEM (Protein Energy Malnutrition) é
fragmentada, a despeito de seu papel primario na defesa contra infeccbes oportunistas.
Estudos demonstram uma tendéncia das células epiteliais bucais e nasofaringeanas de
criangas marasmaticas aumentarem adesao as células bacterianas coliformes, in vitro.

PEM alteraria a expressdo dos receptores glicoprotéicos da membrana,
modificaria a quantidade de muco mantido nas superficies epiteliais e a natureza
qguimica das lectinas presentes no muco. Estas observac¢des poderiam justificar um maior

risco da colonizacao bacteriana nas superficies mucosas em PEM (WOODWARD, 1998).
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Alteracdes enzimaticas, resultantes de subnutricAo no periodo pré-natal, foram
observadas na atividade da tripsina, lipase, amilase, lactase, sacarase e maltase
(YOUNG et al., 1987).

RABELO (1997) encontrou, em ratos submetidos a restricdo energético- protéica,
uma resposta diminuida do pancreas aos estimulos hormonais, principalmente
colecistocinina e secretina. Isto resultou em uma liberacdo reduzida de enzimas
hidroliticas.

Se um microorganismo atravessa a barreira epitelial e se replica nos tecidos do
hospedeiro, ele devera ser reconhecido pelo fagdcito tissular ou macréfago. As células
fagociticas podem reconhecer, ingerir e destruir varios patégenos. Os macrofagos séao
0S primeiros a atacar os patdgenos nos tecidos, porém, rapidamente sdo reforcados
pela afluéncia dos neutrofilos (JANEWAY et al., 2002; GUYTON & HALL, 2002).

Além da fagocitose, os macréfagos e neutréfilos produzem uma variedade de
substancias que ajudam a matar o microorganismo englobado. Os mais importantes sao;
peréxido de hidrogénio, o anion superoxido e o 0xido nitrico que sao diretamente toxicos
contra as bactérias (WOODWARD, 1998; JANEWAY et al.,, 2002; MARLETTA &
SPIERING, 2003).

KEUSCH et al. (1978) estudaram aspectos celulares e humorais da atividade
antibacteriana de macréfagos em ratos submetidos a grave desnutricdo energético-
proteica. Concluiram que algumas funcdes antibacterianas, como fagocitose e
guimiotaxia dos macrofagos, medidas in vitro ndo estavam alteradas na ma nutricdo
energético-proteica. Porém, fatores séricos, possivelmente derivados do complemento,
encontravam-se alterados.

REDMOND et al. (1991) estudaram o papel de macrofagos peritoneais e células
de Kupfer na defesa do hospedeiro, em camundongos desnutridos. Suas conclusdes
foram que os macrofagos peritoneais encontravam-se reduzidos em camundongos
submetidos a intensa restricdo protéica. Além disto, sua capacidade de fagocitose estaria
diminuida, assim como sua capacidade em gerar anion superoxido apés estimulo por
LPS (lipopolissacarideo - endotoxina bacteriana).

DOUGLAS & SCHOPFER (1974) investigaram, in vitro, a atividade funcional de
fagocitos sanglineos provenientes de 16 criangas africanas vitimas de kwashiorkor. Foi
notado que a capacidade bactericida destes fagocitos era normal nos primeiros 30
minutos da infec¢do e encontrava-se significativamente diminuida ap6s 60 min., quando

comparada a atividade de fagocitos de criangas nutridas.
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STAPLETON et al. (2001), em uma série de estudos sobre a atividade de
macréfagos de camundongos submetidos a restricdo caldérica aguda em torno de 22%,
demonstraram aumento da producdo de citocinas e de Prostaglandina E2 pelo
macréfago em resposta ao desafio por LPS (lipopolissacarideo). Foi constatada alteracao
do metabolismo do &cido araquidénico e aumento na produgdo de oOxido nitrico que atua
sobre as barreiras mucosais

Ficou demonstrado em outro estudo sobre atividade de macréfagos que nivel de
restricdo em torno de 25% aumentaria o grau de fagocitose de particulas de latex. Estes
estudos sugerem que grau e duracdo da restricdo caldrica determinariam os efeitos
sobre a imunidade celular e sobre a atividade de macrofagos (STAPLETON et al., 2001).

Contagem de neutréfilos € um dos mais significativos indices progndsticos em
imunodeprimidos. Segundo WOODWARD (1998) processos infecciosos na forma aguda
de PEM produziriam neutropenia, atribuida & involucdo do pool de PMN na medula
0ssea.

DAVIS & STENVENSON (2003) investigaram o papel de neutrofilos na resisténcia
a Candida albicans, em camundongos submetidos a restricAo protéica aguda.
Observaram que abscessos provocados pela infeccdo de C. albicans progrediam
lentamente. Segundo esses autores, a migracdo de neutréfilos e a fagocitose se
equivaliam em animais restritos e controles, porém ocorreria uma diminuicdo na
quantidade de leucécitos circulantes durante o periodo da restricdo dietética.

Alguns autores tém negado a influéncia de dietas restritivas sobre PMN (leucécitos
polimorfonucleares). AMADI & ADENIYI (1994) estudaram os efeitos de dietas variadas,
(rica em proteina, rica em carboidrato, sem gordura, pobre em proteinas e calorias e
balanceada, ad libitum). Foi demonstrado que os ratos depletados em proteina tiveram
seus orgados significativamente menores que os dos animais nutridos. Porém todos 0s
grupos dietéticos, apresentaram contagem de leucdcitos normais e proporc¢ao neutrofilos/
linfocitos similar.

HUANG & FRAKER (2003) investigaram o processo hematopoiético em
camundongos submetidos a restricdo protéica cronica. Seus resultados néo
demonstraram alteragbes nem no numero nem na distribuicdo de células na medula
O0ssea. Tampouco encontraram alteracdes nas séries de linfécitos. Concluiram que baixo
consumo protéico crénico ndo prejudica o processo hematopoiético em camundongos.

Quando respostas inatas induzidas falham na eliminacdo do patégeno, os

macrofagos e outras células ativadas ajudam a iniciar o desenvolvimento de uma
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resposta imunoldgica adaptativa. Serdo entéo liberadas substancias como as citocininas
guimiocinas e outras. Poderdao também ser acionadas outras células como os linfocitos B,
produtores de anticorpos, e linfocitos T, responsaveis pela imunidade celular (JANEWAY
et al., 2002).

Na opinidao de alguns pesquisadores, desnutricdo levaria a uma significativa atrofia
de ¢6rgédos linféides, com prejuizo de sua funcdo e aumento de susceptibilidade a
patdgenos ambientais e a infec¢gées oportunistas (REDMOND et al, 1991; ULUSOY et al,
2003).

Segundo WOODWARD (1998), uma avaliagdo do pool de linfocitos circulantes,
baseada em uma medida no tamanho dos orgdos ocasionaria uma idéia errada da
involugdo linféide em PEM. Assim, os compartimentos linféides exibem complexidades
especificas ainda pouco esclarecidas.

Para alguns autores, a diminuicdo no tamanho do timo e dos 6rgaos linféides
periféricos, verificada no Kwashiorkor, interferiria na imunidade celular, mediada pelos
linfocitos T (derivados do timo). Ocorreria diminuicdo numeérica destes linfocitos e
desproporcao entre os linfécitos T auxiliares, T supressores e citotdxicos, alterando sua
funcdo (MAFFEI, 1983; BARNESS, 1993; WOODWARD, 1998; KEUSH, 2003).

Estudos mostraram a existéncia de 2 séries distintas de linfocitos T auxiliares, TH1
e TH2, com diferentes funcbes. BHASKARAM et al. (2003) mostraram que, criangas com
Kwashiorkor marasmatico apresentavam respostas dos linfocitos TH1 deprimidas. Estes
linfocitos desempenham importantes fun¢des nas infecgfes bacterianas intracelulares, ja
que eles sdo capazes de ativar a funcdo microbicida dos macrofagos. Alguns fatores
liberados por linfécitos permaneciam normais (IFN, IL4, IL5 e IL10); a interleucina IL2,
mesmo apoOs a recuperacao nutricional, mostrava-se diminuida.

Nas criangas com marasmo, ndo sdo observadas alteragbes na transformacao
linfocitica normal e o numero e a distribuicdo dos linfocitos B sdo normais (MAFFEI,
1983; BARNESS, 1993).

Segundo WOODWARD (1998), as respostas inflamatérias de fase aguda em PEM
grau 3 estariam atenuadas, tanto em animais quanto em criancas. Um dos possiveis
motivos seria a depressdo na liberacdo (e provavelmente na sintese) de citocinas
liberadas pelo mondcitos, tais como IL1, TNFa, e IL6.

Dados obtidos usando roedores com PEM, forma crbnica, mostraram uma

intensificagdo da imunocompeténcia mediada por células (WOODWARD, 1998). Uma
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provavel explicacdo para este fendmeno seria a capacidade preservada ou elevada de
células T esplénicas liberar IL-2 e INF-y, embora a capacidade de liberar IL-4 fosse
deprimida (WOODWARD, 1998).

Estudos em camundongos tém mostrado que as proteinas dietéticas atuam sobre
a producédo de IgA da mucosa, e sobre o nivel de IgG (WOODWARD, 1998). Este efeito
parece nao se relacionar a restricdo caldrica porque privacdo especifica de proteina afeta
a expressao imunitaria do intestino de maneira dose dependente e pode ser revertida por
recuperacao nutricional (BRANDTAZAEG, 1998; RUNDLES & LIN, 1998).

O anticorpo IgA, secretado pelas mucosas, é tido como mais sensivel a PEM
(Protein Energy Malnutrition), forma aguda, que os anticorpos sistémicos. Investigacoes
em camundongos sugerem a persisténcia da producdo de anticorpos sistémicos e
mucosos, mesmo em deplecdes protéicas profundas. O que parece ocorrer € uma
diminuicdo na producdo da proteina transportadora de IgA (PIgR), provocando baixa
concentracdo de IgA nas secrecdes intestinais de camundongos e nas lagrimas e lavados
gastricos de criancas (WOODWARD, 1998).

Foi demonstrado por GOOD & LORENZ (1992), que restricdo calérica moderada
ou grave em ratos inibe o desenvolvimento de linfocitos B, produtores de anticorpos.
Porém, na opinido deles, esta inibicdo estaria associada a deficiéncia de zinco na dieta.
Segundo estes autores, quando todos nutrientes sdo oferecidos em proporgdes
adequadas, restricdo calérica de até 40% manteria vigorosa funcdo imunitaria em
roedores, principalmente em relacdo a uma melhora na resposta imunitaria celular.

CHANDRASEKAR et al. (1995) também partilham da opinido desses autores.
Relatam melhor atividade imunolégica em camundongos susceptiveis as doencgas auto-
imunes, submetidos a dietas nutricionalmente balanceadas, com restricdo calGrica de
40%. A conclusdo destes autores € que restricdo caldrica reduziria a producdo de
citocinas inflamatorias (IL6 e TNFa), prevenindo doencas auto-imunes nos
camundongos.

O sistema imunolégico evolui pelo contato microbiano e os nutrientes influenciam
esta interagdo. Balanco nutricional é essencial para o desenvolvimento do sistema
imunolégico. Nutrientes especificos também parecem atuar como cofatores na expressao
da resposta imunitaria (BRANDTZAEG, 1998; RUNDLES & LIN, 1998).

Macro e micronutrientes influenciam defesas do hospedeiro durante resposta

imunitaria a processo agudo porque é requerida imediata mobilizacdo de células em
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estado de ativagédo, proliferacdo e diferenciagdo (CHANDRA & SARCHIELLI, 1996;
RUNDLES & LIN, 1998).

Deficiéncia de vitamina A € uma das mais comuns ligadas a PEM (RUNDLES &
LIN, 1998). Estudo sobre avitaminose A, demonstrou varias alteragcbes sobre os
enterécitos. Foi observado diminuicdo na producdo de enzimas intestinais, aumento de
incidéncia de diarréia com ma absorcdo, translocacdo bacteriana e em  ratos
gnotobidticos, septicemia (KOZAKOVA et al., 2003).

Os acidos graxos essenciais parecem afetar varios parametros imunolégicos, como
a proliferacdo de linfocitos, sintese de citocinas, atividade de células NK. Eles também
atuam sobre a fluidez das membranas, formacéo lipidica de perdéxido e producdo de
eicosanoides (DE PABLO & DE CIENFUEGOS, 2000).

BARTON et al. (1991) estudaram o papel da deficiéncia de acidos graxos
essenciais na translocacdo bacteriana, em camundongos. Foi observado que a dieta
restritiva de &cidos graxos essenciais, isolada, aumenta a incidéncia de translocacdo
bacteriana. A associacao da restricdo dietética com injecdo de LPS também aumenta a
incidéncia de translocacdo, porém ndo interfere no grau de translocacdo bacteriana em
animais tratados com metronidazol, que é bastante elevada, independentemente da
dieta.

Influéncia do fator nutricional isolado ou em combinagdo com endotoxemia na
promocao de translocacao bacteriana foi verificada por DEITCH et al. (1987). Em seu
trabalho, foram avaliados camundongos mantidos em jejum por 72 h e camundongos
submetidos a dieta restrita em proteinas por 21 dias. Aliado a estes fatores, alguns
destes animais receberam injecao intraperitoneal de endotoxina (LPS) de E. coli.

Foi observado que o0 jejum e a dieta restritiva aumentaram a incidéncia de
translocagdo nos animais que receberam endotoxina. Porém, nem o jejum nem a dieta
restritiva, isoladamente, levaram a translocagéo bacteriana.

Alteracdes imunolégicas em PEM comecam a ser entendidas como uma
constelacédo coordenada de eventos envolvendo as diversas células e tecidos do sistema
imunitério. Grande enfoque tem sido dado as citocinas que regulam algumas reacdes de
defesas inatas. Estudos indicam o balanco de citocinas como essencial na
imunocompeténcia mediada por células (WOODWARD, 1998; KEUSH, 2003).

Parece existir um fino controle no nivel de transcricdo protéica, quando restricdo
dietética é imposta a roedores. Assim, sdo encontrados niveis baixos de RNA mensageiro

para algumas proteinas, como a albumina, ao passo que para outras 0s niveis ou nao
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sdo afetados ou estdo aumentados, como para a Ubiquitina. Entdo o modelo classico
ligando baixa ingestdo de proteina e energia a uma reducéo global na sintese protéica
nao pode ser generalizado (WOODWARD, 1998).

O mecanismo associando imunodepressdao e PEM vem sendo entendido como
componente de uma doenca sindromica sistémica. A resposta fisiologica para PEM é
orquestrada pelo sistema enddcrino hormonal que governa a taxa e dire¢cdo de fluxo de
substratos e energia. A imunobiologia de PEM deve ser estudada no contexto de
reorganizacgao do metabolismo mediada por horménios (CARRAZZA, 1991,
WOODWARD, 1998; DOUGLAS, 2001).

Vérias alteracdes imunoldgicas, associadas a PEM, sdo orquestradas por
hormbénios. Por exemplo, a diminuicdo de sintese de IL6 pelo macréfago, em
camundongos com PEM, parece ser causada pelos altos niveis de glicocorticoides
encontrados no sangue.

Outra evidéncia do papel metabdlico na imunodepressao ligada a PEM, vem dos
baixos niveis de triiodotironina encontrados nesta doenca. Roedores, que recebem
suplementacdo do horménio tireoideano, melhoram a atividade de células NK e de
linfocitos T (WOODWARD, 1998; PASSOS et al., 2001).

STAPLETON et al.(2004) estudaram a relacdo dos altos niveis de glicocorticoides,
encontrados em PEM aguda, com a fun¢do do macrofago. Camundongos com dieta sem
proteina, durante 7 dias, apresentaram niveis elevados de glicocorticoides, que alteraram

a ativagéo do fator nuclear x dos macrofagos, levando a diminui¢cdo de sua estimulacao.

Outro aspecto do metabolismo de PEM com o qual o fendmeno de
imunocompeténcia encontra-se integrado é a defesa antioxidante, que vai mostrar-se
comprometida. Nivel de glutationa diminuido é uma caracteristica de PEM e pode
contribuir para imunodepressédo nesta doenca. (WOODWARD, 1998; RONCHI et al.,
2004).

BECKER et al. (1995) estudaram varios antioxidantes sanguineos (glicose-6-
fosfato-desidrogenase, G6PDH, glutationa redutase, GR, e seu cofator, dinucleotideo
flavina-adenina-FAD) em pacientes com marasmo e kwashiorkor. Demonstraram que
havia diferencas significativas entre os niveis de glutationa eritrocitaria em pacientes
controle, marasmaticos e com kwashiorkor, sendo que os ultimos apresentavam niveis
significativamente menores que o0s demais. Os outros antioxidantes estudados nao

mostraram diferencas significativas.
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Niveis de glutationa hepéticos sdo muito sensiveis ao contetdo protéico da dieta.
OLIVEIRA & FUJIMORI (1996) mostraram que dietas com restricdo protéica, baixando o
nivel sangliineo de aminoacidos, afetam o nivel de glutationa hepatico. Entretanto, dietas
com restricdo de calorias de 40%, balanceadas, ndo alteraram significativamente os
niveis hepaticos de glutationa (OLIVEIRA & FUJIMORI, 1996).

A influéncia da ma nutricdo na resposta imunitaria intestinal e sistémica, somatoria
dos varios fatores apresentados, poderia comprometer seriamente a integridade da
barreira mucosa intestinal contribuindo para a translocacéo bacteriana (REDMOND et al.,
1991; BARTON et al., 1992; DINIZ, 1998).

2.2 TRANSLOCACAO BACTERIANA

2.2.1 Definigao e causas

A alta incidéncia de infecBes sistémicas em diversas situacdes de injdria organica,
aliada a presenca de uma microbiota especifica para cada tipo de infecdo, levou a
formacgao do conceito de translocagéo bacteriana. O intestino foi considerado o local mais
importante na origem destas infecdes, pelo fato de ser um grande reservatério de
microorganismos. Estes permanecem no lumen intestinal pois sdo contidos por uma
eficiente barreira mucosa (SCHLEGEL et al., 2000; WIEST & RATH, 2003).

Inicialmente, translocacdo bacteriana foi definida como sendo a passagem de
bactérias viaveis através do revestimento mucoso e da lamina propria para os linfonodos
e, possivelmente, para outros tecidos estéreis (BERG & GARLINGTON, 1979; BERG,
1995). Entretanto, este conceito foi reavaliado e ampliado, definindo-se entéao
translocagdo microbiana como a passagem de micrébios viaveis e ndo viaveis, assim
como de produtos microbianos como as endotoxinas através de barreira mucosa
intestinal (WIEST & RATH, 2003).

Embora a translocacdo bacteriana possa ocorrer através de varias membranas
mucosas, maior interesse tem sido focalizado sobre o trato intestinal, por seu maior
potencial de translocagcdo (NAABER et al. 1999; WIEST & RATH, 2003).

O trato intestinal possui grande atividade imunolégica, contendo muitos tipos de
leucdcitos. Seu sistema imunitario antigénico local (GALT_ Gut Associated Lymphatic

Tissue) atua como maior 6érgao imunitario do organismo, ocupando 25% da massa celular
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da mucosa. Compreende metade das células linfaticas do corpo, contém numerosas
células plasmaticas, macréfagos, neutrdéfilos, células de Paneth e células especializadas
M que tém papel chave no controle da translocagao bacteriana (BRANDTZAEG, 1998;
JEPSON & CLARK, 1998; JANEWAY et al., 2002; WIEST & RATH, 2003).

As bactérias mais comumente encontradas em processos de translocacdo sao
bactérias presentes na microbiota intestinal normal, principalmente bacilos Gram
negativo aerdbicos e facultativos, bactérias que normalmente colonizam em grande
namero o intestino (DINIZ,1998; NAABER et al.,1999).

Segundo WIEST & RATH (2003), bactérias aerébicas Gram negativo podem
translocar com certa facilidade, até mesmo em individuos nao injuriados, com enterécitos
intactos. Bactérias anaerobicas, translocam apenas em situagées em que o intestino se
encontra estruturalmente danificado. Além disto, estas bactérias formariam um tapete,
revestindo a superficie mucosa, impedindo assim a colonizagdo por micrébios
potencialmente invasores (JANEWAY et al., 2002).

Recentemente foi visto que a capacidade de translocacdo é maior em linhagens
especificas de bactérias. Estas linhagens possuem maior capacidade de aderéncia e
fixacdo ao epitélio produtor de muco. Esta capacidade geralmente estd associada aos
bacilos entéricos portadores de fimbrias, como por exemplo alguns tipos de E. coli (AIBA
et al., 2002; WIEST & RATH, 2003).

Varios estudos em animais tém demonstrado que translocagédo bacteriana é um
fendmeno mutifatorial. A translocacdo bacteriana pode ser resultado do rompimento do
equilibrio normal da microbiota indigena, o que contribui para um excessivo crescimento
de determinadas bactérias. O sistema imunoldgico do hospedeiro debilitado ou a ruptura
fisica da barreira intestinal podem, isoladamente ou em associacdo, facilitar a
translocagcdo de bactérias (NAABER et al.,1999; SCHLEGEL et al., 2000; DWINELL et
al., 2003; WIEST & RATH, 2003).

Desequilibrio da microbiota bacteriana intestinal levando a um maior crescimento
de determinadas bactérias, principalmente Gram negativo facultativas, pode ser causado
por administracao oral de antibiéticos, uso de metronidazol, ressec¢do hepatica, ligadura
de ducto biliar, alimentacdo parenteral, obstrugéo intestinal, reducdo da acidez gastrica
(DEITCH, 1989; DINIZ, 1998; NAABER et al., 1999; SAVALAGGIO et al., 2002; WIEST &
RATH, 2003), uso de fruto-oligossacarides em altas doses (BRUGGENCATE et al., 2003)

€ outras causas menos comuns.
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A barreira celular epitelial intestinal, composta pelas células epiteliais com suas
juncdes intercelulares previne ou limita a entrada de antigenos alimentares e microbios.
Existem outros fatores locais que atuam em conjunto com a barreira na defesa contra
invasores: Ig A, muco, &cido gastrico, enzimas pancreaticas, bile, peptideos
antibacterianos e antifungicos, motilidade intestinal, criptidinas e o defensinas,
sintetizadas pelas células de Paneth ( JANEWAY et al., 2002; DWINELL et al., 2003;
WIEST & RATH, 2003).

As secrec¢des mucosas sao ricas em imunoglobulina A, que protege a mucosa,
previne a aderéncia e colonizagdo por microorganismos. As mucinas secretadas pelas
células epiteliais criam barreira de gel mucoso que protege contra micrébios invasores,
acidos e toxinas. O transporte ativo de cloretos pela célula promove fluxo liquido
intraluminal que lava agentes nocivos. As juncgdes intercelulares entre enterécitos sao
altamente especializadas, permitem a permeabilidade paracelular, mantém a adesao
intercelular, permitem a comunicagdo intercelular (jungbes Gap), porém impedem a
passagem de microorganismos e macromoléculas (WIEST & RATH, 2003).

Dano da barreira mucosa intestinal pode ocorrer devido a diversos fatores, dentre
estes podem se destacar choque hemorragico, choque induzido por endotoxinas, injuria
térmica, obstrucdo intestinal, choque cardiogénico. Nestas situagdes pode ocorrer baixa
perfusdo dos enterdécitos, hipdxia e acidose.

Isqguemia intestinal € um evento comum em injurias traumaticas ou em qualquer
grande cirurgia. Periodo prolongado de isquemia pode promover prejuizo na funcdo
intestinal e uma restauracdo da perfusdo pode levar a uma resposta inflamatoria.
Restauracdo da perfusdo intestinal também leva a alteragcbes na funcdo de outros
orgaos, como os pulmdes, figado e medula 6ssea (GROSSIE JUNIOR et al., 2003).

A pressdo de oxigénio € normalmente baixa no apice das vilosidades da mucosa
intestinal, tornando seus enterdcitos particularmente sensiveis a isquemia. Uma
diminuicdo na perfusdo poderia levar a um aumento de permeabilidade intestinal,
facilitando a translocagéo bacteriana (BJARNASON et al., 1995; WIEST & RATH, 2003).

Dentre outros fatores que se relacionam a um dano na barreira intestinal,
destacam-se a m& nutricdo, radioterapia, administracdo sistémica de agentes
antiinflamatorios, nutricdo parenteral, toxemia e outros (DINIZ, 1998; AIBA et al., 2002;
SAKAMOTO et al., 2004).
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A nutricdo parenteral leva a alteracdes na morfologia intestinal, como atrofia de
vilus da mucosa e diminui¢do da producdo de muco pelas células epiteliais. Estes seriam
alguns dos provaveis mecanismos responsaveis pelo favorecimento de translocacdo
bacteriana na nutricdo parenteral (SAKAMOTO et al., 2004).

Diversas células intestinais produzem 6éxido nitrico. Este participa dos processos
fisioloégicos do intestino: secre¢cdo de muco gastrointestinal; transporte de cloretos e de
fluidos; fluxo sanguineo; atividade motora intestinal; agregacao de neutrofilos; eliminagéo
de metabdlitos reativos de oxigénio O o6xido nitrico € importante na reparacdo e na
permeabilidade da mucosa intestinal. Alteragdo na sua producdo, em situagcdes como
endotoxemia, choque hemorragico, injuria térmica, desnutricdo e outros, explicaria dano
a barreira intestinal (STAPLETON et al., 2001; JANEWAY et al., 2002; MARLETTA &
SPIERING, 2003; WIEST & RATH, 2003; NAITO et al., 2004).

Estudos mostram que bactéria intestinal pode causar doenca sistémica em
individuos imunodeprimidos, sem outras condi¢cbes associadas. Isto leva a crer que
disfuncdo imune promove primariamente translocagdo bacteriana (JANEWAY et al.,
2002; WIEST & RATH, 2003).

Sistema imunoldgico debilitado do hospedeiro pode associar-se com as seguintes
patologias: uso de imunossupressores, radioterapia, linfomas, leucemias, endotoxemia,
injuria térmica, choque hemorrégico, diabetes, ma nutricdo, AIDS (BARTON et al., 1992;
NAABER et al., 1999; SCHLEGEL et al., 2000).

2.2.2 Papel do sistema imunoldgico na translocacao bacteriana

O eficiente funcionamento imunolégico do trato gastrointestinal dos mamiferos &
resultante de um processo evolutivo ocorrido em milhdes de anos até culminar em sua
atual carga genética. Esse sistema imunolégico aprimorou-se pelo contato com
microbios e com dietas diversificadas (BRANDTZAEG, 1998; RUNDLES & LIN, 1998;
JANEWAY et al., 2002).

Durante sua evolugédo, o sistema imunoldgico da mucosa intestinal aparentemente
desenvolveu duas armas de defesa adaptativas: a) exclusao imunitaria, realizada por
anticorpos secretados, particularmente imunoglobulina A (IgA), que inibe colonizacao de
microorganismos patogénicos e penetracdo de antigenos luminais; b) mecanismos auto

regulatorios que visam evitar uma excessiva reagao (hipersensibilidade) local e periférica



37
aos inumeros micrébios e substancias que bombardeiam constantemente a superficie da
mucosa intestinal, mecanismo conhecido como tolerancia oral (BRANDTZAEG; 1998;
RUNDLES & LIN, 1998; MANHART et al., 2000; JANEWAY et al., 2002).

Resposta primaria por meio de linfécitos B que secretam anticorpos parece
originar-se principalmente em tecido linfoepitelial especializado que entra em contato
com o antigeno na superficie mucosa. A estrutura de GALT inclui agregados de células
conhecidos como placas de Peyer, e foliculos solitdrios de células B secundérias
(MANHART et al., 2000; JANEWAY et al., 2002).

Em humanos, as placas de Peyer sdo encontradas principalmente no ileo distal
enquanto a maioria dos foliculos solitarios estdo no apéndice e intestino grosso distal.
Todos os componentes de GALT parecem ter funcionalidade similar; eles contém epitélio
folicular associado (FAE), com células de membrana (M) capazes de transportar
antigenos vivos ou mortos para dentro do tecido linféide (BRANDTZAEG, 1998;
MANHART et al., 2000).

Linfécitos T e B, assim como macrofagos e outras células apresentadoras de
antigenos (APCs) de variedade dendritica, ocorrem imediatamente abaixo de FAE,
sempre dentro da lamina basal de suas células M. Antigenos que sao transportados para
dentro de GALT serdo apresentados as células B como imunocomplexos retidos em
células foliculares dentriticas (FDCs), dentro de centros germinais dos foliculos linféides
secundérios. Desta maneira, GALT é crucial para a inducdo de resposta imune a agentes
infecciosos encontrados na superficie da mucosa (BRANDTZAEG, 1998; JANEWAY et
al., 2002).

Embora diferentes regides do sistema imunitario do trato gastrointestinal sejam
compostas pelos mesmos tipos de células, como macrofagos, células T e B, dendriticas
e M, elas sao reguladas de forma diferente, de acordo com seu ambiente. Atividades
regionalizadas como a passagem de nutrientes, digestdo de grandes moléculas até
pequenas moléculas, absorcdo de proteinas, vitaminas, elementos traco, agua e a
presenca de material ndo absorvido que formard as fezes, influenciam a resposta
imunitaria das células em varios niveis (BRANDTZAEG, 1998; RUNDLES & LIN, 1998).

A funcéo principal da resposta imunitaria da mucosa é protegé-la, bloqueando a
entrada de microbios, toxinas e antigenos através de secrecdo e transporte ao limen
intestinal de IgA. Este processo é mediado por um tipo especial de célula T de memdria
com capacidade proliferativa reduzida, que ativa células B auxiliares. Estes linfocitos T,

diferentemente dos linfocitos T sanguineos periféricos, sdo desenvolvidos com relativa
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independéncia do timo e possuem funcédo diversa. Estudos sugerem que a mucosa
normal regula a atividade destas células T e que sua ativagdo produz uma resposta
inflamatéria (RUNDLES & LIN, 1998; MANHART et al., 2000; JANEWAY et al., 2002;
DWINELL et al., 2003).

2.2.3 Rota e local de translocacao bacteriana

Ocorréncia de translocacdo bacteriana para NLM (Nédulos Linfaticos
Mesentéricos) em animais saudaveis foi observada por pesquisadores e tem sido
considerada como parte de estimulacdo normal antigénica do tecido linféide associado
ao intestino, mesmo na auséncia de injuria (SCHLEGEL et al., 2000; SALVALAGGIO et
al., 2002; STEINBERG, 2003; WIEST & RATH, 2003).

Para BERG (1995), a translocacao bacteriana ocorreria em 3 estagios; no primeiro
estagio, a bactéria transporia a mucosa intestinal, alcancando os linfonodos
mesentéricos; no segundo estagio, a bactéria migraria dos linfonodos mesentéricos para
outros orgdos como figado, baco, pulmdes e rins e no terceiro e Ultimo estagio a bactéria
se disseminaria pela cavidade peritoneal e sangue, provocando quadro septicémico.

Existem varias rotas possiveis por meio das quais um microorganismo poderia
translocar do intestino para outros locais. Estudos de translocacdo, usando particulas
inertes, sugerem que estas particulas poderiam translocar através do epitélio intestinal,
possivelmente como passageiros passivos dentro de fagécitos moveis (ALEXANDER et
al.,1990; WIEST & RATH, 2003).

Tem sido sugerido que o mecanismo pelo qual as bactérias atravessariam a
barreira mucosa seria principalmente através do préprio enterdcito. ALEXANDER et al.
(1990) demonstraram que a taxa de translocacdo bacteriana é maior através dos
enterdcitos do que entre eles e que isto ocorreria por um processo diferente do processo
classico de fagocitose ou exocitose, sendo observado em enterécitos morfologicamente
intactos.

Acreditava-se que a capacidade de internalizacdo através destes enterécitos
estaria ligada ao grau de diferenciacdo destes e & sua producdo de integrinas. Porém
estudos recentes mostram que nem a maturidade do enterdcitos e tampouco sua

producédo de integrinas aumentariam a capacidade de penetracdo de microorganismos.
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Porém, mostrou-se que 0s microorganismos internalizam-se mais facilmente quando séo
expostas as membranas laterais dos enterécitos (HESS et al., 2001).

Existem evidéncias que sugerem papel chave do macréfago intestinal no processo
de translocacdo bacteriana. Bactérias E. coli marcadas mostraram translocar atraves de
transito direto pelos enterdécitos, alcancando a Iamina prépria onde sédo fagocitadas por
macrofagos. Estes macrofagos transportam a bactéria até os nodulos linfaticos
mesentéricos, onde as bactérias sobreviventes sédo liberadas (WELLS et al., 1987,
WIEST & RATH, 2003).

Transporte direto de Salmonella do trato gastrointestinal até a corrente sangliinea
também se daria através de macrofagos, presentes na lamina prépria. A partir dai
viajariam até nodulos linfaticos, figado, baco e medula éssea, alcancando assim a
corrente sanglinea. O macréfago, muitas vezes, se mostra incapaz de matar o
microorganismo, servindo entdo como seu meio de transporte (RUNDLES & LIN, 1998;
WIEST & RATH, 2003).

Outra porta de entrada microbiana sugerida seria através das células M. Estas sdo
células epiteliais de membrana, encontradas em porcentagens variaveis no intestino de
diferentes espécies. As células M podem ser facilmente identificadas pela microscopia
eletrbnica, devido a sua borda em escova incomum. Pesquisas mostram que elas
transportam antigenos através da mucosa até o tecido linféide, onde ocorrem as
respostas imunitarias (BRANDTZAEG, 1998).

Estudos in vivo e in vitro envolvendo células M e bactérias enteropatogénicas tém
demonstrado que algumas utilizam a célula M como porta de entrada para infecgdo da
mucosa intestinal. Ja& foi demonstrado que a Salmonella typhimurium adere e invade
seletivamente células M, causando infeccdo em murinos. Neste caso, podem ocorrer
destruicdo de células M, colonizag&o e danos as placas de Peyer, levando a ulceracao e
perfuracdo da parede intestinal.

Também estudos com espécies de Yersinia mostraram que células M de murinos
sdo alvos preferenciais para invaséo, podendo também ocorrer colonizacéo e lesao das
placas de Peyer. O mesmo tem sido relatado com a Shigella flexneri, que também invade
células M de coelho, com subsequente dano as placas de Peyer (JEPSON & CLARCK,
1998; JANEWAY et al., 2002).

Existem outras evidéncias em animais que bactérias patogénicas invadem células
M e danificam placas de Peyer, podendo ser esta uma das provaveis rotas que levariam

a internalizacdo de bactérias. No entanto, na opinido de JEPSON & CLARK, as células M
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constituem pequena proporcéo da superficie da mucosa e portanto, os autores acreditam
na existéncia de outras rotas de igual importancia.

Em humanos, translocacdo além de noddulos linfaticos, raramente tem sido
estudada. O principal impacto fisioldgico da translocacdo bacteriana além dos nddulos
linfaticos até o ducto toracico seria a passagem através do sistema reticuloendotelial do
figado, que atuaria como um filtro de toxinas e bactérias. Alguns autores tém relatado
translocagéo de toxina através do ducto toracico em pacientes com faléncia sistémica de
orgaos.

Em modelos experimentais com grande injdria, tem sido mostrado predominancia
de translocacédo via veia porta, demonstrando-se a presenca de bactérias na circulacdo
portal apos sua deteccdo em grande quantidade nos linfonodos mesentéricos.

O local onde ocorre a translocacdo bacteriana varia conforme o modelo
experimental empregado. Na endotoxemia, a injdria intestinal parece ser maior no ileo e
ceco; durante nutricdo parenteral total, em todo intestino delgado e ceco; em queimados,
ileo, jejuno e coélon proximal mostram taxas iguais de translocacdo. Taxas maiores de E.
coli marcadas viaveis foram detectadas em NLM quando estas foram inoculadas no
jejuno, se comparadas a inoculacdo no ileo ou intestino grosso. Isto ocorreria porque, em
contraste com o trato gastrointestinal alto que possui menos bactérias préximo a juncao
ileo-cecal, o0 numero e quantidade de espécies aumentam consideravelmente. Portanto,
estas regides estariam mais aptas em impedir a translocagdo de bactérias vidveis. O
colon possui caracteristicas de permeabilidade diferentes do intestino delgado: apresenta
maior resisténcia elétrica e menor permeabilidade ao movimento passivo de ions. Estas
caracteristicas explicariam a maior susceptibilidade do intestino delgado a translocacao
bacteriana (WIEST & RATH, 2003).

2.3 OBSTRUCAO INTESTINAL



41

Podemos definir obstrucdo intestinal como uma sindrome gerada pelo bloqueio
mecanico total ou parcial a progressdao do conteddo intestinal (DANI, 2001). As
aderéncias abdominais, seguidas pelas hérnias, sdo as maiores responsaveis pelos
casos de obstrucédo intestinal do delgado em adultos. Os tumores malignos constituem a
principal causa de obstrucéo intestinal do intestino grosso, em adultos. A invaginagao
intestinal € a causa mais frequente de obstrucdo intestinal em criangas (ROCHA et al.,
1993; DANI, 2001; TAN et al., 2002).

As obstrucdes intestinais podem ser classificadas conforme a predominancia do
seu quadro clinico. Como critérios de classificacdo, podemos usar: localizacdo, grau de
oclusdo, modo de instalacdo do quadro, presengca ou nao de estrangulamento e
presenca de doencas intercorrentes do paciente (DANI, 2001).

Segundo a localizacdo, a obstrucdo pode ser alta ou baixa. Existem divergéncias
em relacdo a esta classificagdo. Alguns autores consideram obstrucdo alta, aquela que
se localiza acima da vélvula ileocecal e obstrucao baixa, aquela que se localiza abaixo
da valvula ileocecal (GALVAO, 1978; BRASILEIRO-FILHO, 2000). Outros empregam o
termos obstrugdo alta e baixa, para as obstru¢cdes em niveis diferentes do intestino
delgado, que apresentam quadros clinicos diversos. Reservam os termos obstru¢do do
colon e do intestino delgado para as obstru¢cdes abaixo e acima da valvula ileocecal,
respectivamente ( ROCHA et al., 1993; DANI; 2001).

Quanto ao grau de oclusdo, a obstrucdo pode ser completa ou incompleta. A
parada de eliminagdo de fezes geralmente ocorre apds algum tempo, podendo haver
inicialmente eliminagcdo de fezes retidas abaixo do segmento obstruido. Caso esta
eliminacéo persista, hé indicagdo de que a obstrucéo é incompleta.

Segundo o modo de instalagcdo vamos classificar a obstru¢cdo em aguda ou cronica.
Obstrucdo com estrangulamento € aquela em que ocorre comprometimento vascular da
parede intestinal; sem estrangulamento, quando n&o ocorre este comprometimento
(DANI, 2001).

Em linhas gerais, pode-se afirmar que qualquer patologia do intestino, seja
congénita ou adquirida, neoplasica ou inflamatéria, organica ou funcional, é passivel de
provocar uma obstrugdo. Em vista de tal multiplicidade de fatores causais, a ocluséo

intestinal situa-se entre as mais freqiientes emergéncias abdominais (GALVAO, 1978).
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Na historia da cirurgia, a primeira laparotomia descrita para tratar obstrucéo
intestinal, um caso de intussuscepc¢édo, data de 1679 e é atribuida ao suico Theophile
Bonetus (1620-1689); em 1710, foi realizada pelo médico francés Alexis Littre (1658-
1726) a primeira colostomia para tratar obstrucdo do intestino grosso; o francés
Guillaume Dupuytren (1777-1835) realizou a primeira enterostomia para tratar obstrucao
do intestino delgado.

Em 1819, Maunoury, jovem cirurgido parisiense, criticou Dupuytren por ndo operar
mais precocemente, em vez de aplicar sanguessugas sobre o abdémen e anus de
pacientes obstruidos. Entretanto, cabe ao médico francés Auguste Nélaton (1807- 1835),
o0 nome e a divulgacdo da técnica de enterostomia descompressora, que se tornou
popular quase na entrada do século 20.

A fisiopatologia classica da obstrucéo intestinal, com seu quadro toxémico, passou
a ser melhor entendida no inicio do século 20. Isto é evidenciado através do classico
texto publicado pelo bardo Moynihan, em 1904, que escreveu: “O impedimento mecanico
ao avanco do fluxo do conteudo intestinal ndo é a causa da condicdo grave do paciente.
Ela ocorre devido a sobrecarga, distensédo e absor¢do do conteddo na qual a viruléncia
bacteriana é bastante aumentada, o que forcaria sua rapida liberacdo” (SCHEIN, 2000).

Na fisiopatologia da obstrugcédo intestinal sdo encontrados 3 disturbios basicos:
estase do conteudo intestinal, distensdo do intestino e isquemia da parede intestinal
(ROCHA et al., 1993).

A estase intestinal é causada pela diminuicdo da absorcao intestinal e do aumento
paradoxal da secre¢do entérica. Como conseqiéncias da estase teremos: vomitos,
sequestro de agua e eletrolitos, hipovolemia, distarbios acido basicos, proliferacdo
bacteriana e auséncia de eliminacdo de gases e fezes (ROCHA et al., 1993). A
proliferacdo bacteriana intraluminal, especialmente de bacterdides e bactérias Gram
negativo anaerodbicas, torna o conteudo do intestino delgado malcheiroso, levando a
vomitos fecaldides.

A distensao intestinal é causada pela falta de propulsdo do contetdo entérico,
assim como do acumulo de gases (ar deglutido e gases produzidos pela microbiota) e
secregles lancadas na luz intestinal. Tem como consequéncias: aumento da pressdo
intraluminal, peristaltismo de luta e insuficiéncia respiratoria aguda.

A isquemia resulta do comprometimento da circulacdo sangtinea da alca intestinal
afetada. O fluxo vascular intestinal pode ser afetado pelo aumento da pressao

intraluminal, pela compressdo dos vasos mesentéricos por bridas, aderéncias, anel
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herniario, pela compressdo extrinseca da parede intestinal ou pela obstru¢cado vascular
aguda, geralmente trombose ou embolia dos vasos mesentéricos. Como conseqiéncias
da isquemia poderdo ocorrer perdas sangiiineas e de plasma para a luz intestinal,
peritonite e finalmente, como condicdo mais grave, choque misto hipovolémico e
toxémico (ROCHA et al., 1993; DANI, 2001).

A mucosa é a camada mais sensivel a diminuicdo do fluxo sanguineo,
descamando-se e levando a exsudacdo e hemorragia para a luz intestinal, ao mesmo
tempo em que permite a penetragdo de bactérias e produtos toxicos através da parede
intestinal para a cavidade peritoneal. Uma alca distendida com paredes adelgacadas,
também contribui para propiciar a passagem de bactérias e toxinas de seu interior ao
peritbnio A peritonite tende a ser a complicagdo mais precoce nas obstru¢des intestinais
(GALVAO, 1978; DANI, 2001).

Quando ocorre isquemia de alca intestinal e passagem rapida de fluidos para a
cavidade peritoneal, pode ocorrer também o fendmeno da translocacao bacteriana. Esta
conduz ao estado de toxemia, que pode resultar em choque (hipotensédo, alto débito
cardiaco, baixa resisténcia periférica, acidose metabdlica e insuficiéncia respiratoria
grave); (BRASILEIRO-FILHO, 2000).

A incidéncia de translocagdo bacteriana em pacientes operados devido a
obstrucédo intestinal € significativamente maior que em pacientes submetidos a cirurgia
por outros motivos (DEITCH, 1989; SEDMAN et al., 1994; SALVALLAGIO et al., 2002;
TAN et al., 2002).

Alguns autores tém tentado correlacionar evolugdo da obstrucdo intestinal, com
estado nutricional do hospedeiro. SALVALLAGIO et al. (2002) demostraram que
suplementacao dietética com glutamina ndo impediria translocacdo bacteriana em ratos
submetidos a obstrucéo intestinal, com injecdo de E. coli no ileo. Porém, diminuiria a
disseminacgao bacteriana com quadro septicémico neste animais.

OLIVEIRA (2004), também utilizando um modelo experimental de obstrucdo
intestinal em ratos, mostrou que a glutamina na dose de 500 mg/kg/dia ndo impedia a
translocagéo bacteriana, mas reduzia significativamente a disseminacéo da E. coli.

DUERBSEN et al.,, (2004) estudaram translocacdo bacteriana intestinal em
humanos. Nao observaram melhora clinica nem maior sobrevida em pacientes com
obstrucdo intestinal, ocasionada por patologias malignas submetidos a nutricdo
parenteral total. No entanto, a nutricdo parenteral foi relacionada a um aumento de

complicacdes sépticas nesses pacientes.
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Tendo por base vérios estudos prévios em animais, acredita-se que a obstrugéo
intestinal induz translocacdo bacteriana por promoc¢do de um excessivo crescimento
bacteriano, isquemia com aumento da permeabilidade da parede intestinal, podendo
ocorrer rompimento fisico da barreira mucosa. Se os fatores atuam isoladamente, ou um
se superpfe ao outro, sao questionamentos que necessitam maiores investigacoes.
(DEITCH, 1989, BRASILEIRO- FILHO, 2000).

2.4 ISOTOPO RADIOATIVO

O is6topo radioativo *°"

tecnécio é um radionuclideo artificial proveniente da
desintegracao radioativa do elemento ®molibdénio que por sua vez é um is6topo
radioativo originado da fissdo nuclear do uranio (DINIZ, 1998). O nome tecnécio é
procedente do grego tecnetos, que significa "artificial". Foi descoberto por Carlo Perrier e
Emilio Segré na Itdlia em 1937, numa amostra de molibdénio, enviada por Ernest
Lawrence, que foi bombardeada com nudcleos de deuterio em um ciclotron em Berkeley,
na Universidade da Califérnia. O tecnécio foi o primeiro elemento a ser produzido
artificialmente (MARK WINTER, 2003).

Dimitri Mendeleiev previu que faltava na tabela periddica um elemento que seria
similar ao manganés e o denominou ekamanganés. Em 1925 , quando foi descoberto o
rénio acreditou-se que havia sido encontrado o elemento de nimero atémico 43, e foi
dado a ele o nome de masurio. Porém logo ficou comprovado que aquele ndo era o
elemento previsto. O desenvolvimento da energia nuclear nos meados do século XX
permitiu gerar as primeiras amostras deste elemento através de reacBes nucleares
(MARK WINTER, 2003).

Desde que foi descoberto o tecnécio, numerosas buscas em materiais terrestres
procedentes de fontes naturais tém sido realizadas. Em 1982, o *Tc foi isolado e
identificado no mineral pechblenda, procedente da Africa em quantidades muito
pequenas, como produto da fissdo espontanea do **Mo. Esta descoberta foi feita por B.T.
Kenna e P.K. Kuroda (MARK WINTER, 2003).

“Mtacnécio consiste de uma coluna de vidro onde o radionuclideo

O gerador do
*molibdénio encontra-se adsorvido em resina de alumina. No processo de desintegracao

radioativa ocorre emissao de radiagcdo B pelo *molibdénio originando os atomos de
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¥Mtecnécio. Estes atomos sado eluidos do gerador com solugéo de cloreto de sédio 0,9%,

99m 99m

na forma de pertecnetato de sddio (Na™ TcO4). Como nesta forma o ™ Tc néo é reativo,
sendo necessario reduzi-lo para *"TcO, o que se faz com uso de cloreto estanoso
(DINIZ, 1998).

O *™ tecnécio tornou-se um radiois6topo muito utilizado devido ao seu baixo custo,
alta disponibilidade, tempo de meia vida curto, emisséo de radiacdo gama e energia de
radiacdo (140 Kev). Este radioisotopo tem sido amplamente utilizado em pesquisas que
envolvem uso de radiotracadores, inclusive em bactérias como a Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Salmonella abortusovis. (DINIZ,
1998).

Devido ao *™

tecnécio ser um metal deficiente em elétrons, ele vai reagir com
grupos doadores de elétrons. No caso da marcacao de bactérias, o mais provavel € que o
¥M™acnécio reaja com estruturas protéicas bacterianas, da parede celular ou mesmo
citoplasmaticas, ja que estas possuem grupos doadores de elétrons (DINIZ, 1998).

A E. coli marcada com *™tecnécio, permanece estavel por um periodo de até 36

“Mtecnécio com as células bacterianas

horas. Este dado mostra que a ligagdo do
permite a realizacao de experimentos com 24 horas de duracdo. Caso nao existisse esta
estabilidade, poderia ocorrer a liberacdo de atomos de *"tecnécio durante a realizacéo

dos experimentos, o que comprometeria a determinagdo da radioatividade, porque

99m 99m

passariamos a ter radiacao proveniente da ~ Tc-E. coli e de &tomos de “"tecnécio livres
(DINIZ, 1998).

Outro aspecto importante a ser ressaltado € que a bactéria marcada permanece
viavel. Estudos mostraram que, apds o0 processo de marcacdo, ndo sao encontradas
diferencas significativas entre o numero de unidades formadoras de colénias de E. coli

marcada e E. coli controle, ndo marcada (DINIZ, 1998).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Reagentes

e cloreto de s6dio — Merck

e caldo de soja tripticaseina — Merck
e cloreto estanoso — Sigma

e éter etilico — Merck

e Dopalen ® (Agribands do Brasil)

e Rompun ® (Bayer)

e racdo para ratos (LABINA®)

e soro abumina bovina grau V (BSA)

3.1.2 Equipamentos

e centrifuga Fanem

e cintilador automatico, Ansr, Abbot

e espectrofotometro CELM E-205 D

e espectrofotdmetro Coleman Janior |l

e banho-maria Fanem

e agitador orbital com temperatura Robertshaw
e estufa com temperatura Forma — Scientific

e estufa para esterilizagcdo e secagem modelo
e balanca analitica BP 221S SARTORIUS

e vortex mixer | THERMOLYNE

3.1.3 Outros

gerador de *’molibdénio/**"tecnécio — IPEN/CNEN — S&o Paulo

Fio de sutura de nylon 4.0

46
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e Fio de sutura catgute 4.0

e Material cirdrgico: tesouras, lamina de bisturi, bisturi, pincas hemostéticas.

e Programa para computador BioEstat versdo 3.0 (Sociedade Civil Mamiraua/MCT-
CNPQ)

3.1.4 Animais e Racdes

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA/UFMG) da Universidade Federal de Minas Gerais. Foram utilizados nos
experimentos 2 grupos de ratos Wistar, machos, criados no Biotério Experimental da

Faculdade de Farmacia da UFMG em condi¢6es nutricionais como descrito a seguir:

Grupo normonutrido (GNN) - Em torno de 18 dias ap0s o acasalamento dos animais, as
fémeas foram separadas e alimentadas com uma dieta composta por racdo comercial
para ratos (Tabela 7). Ragdo e agua foram fornecidas ad libitum. O consumo foi
determinado diariamente e o numero de filhotes por fémea foi fixado em 8. Aos 21 dias,
os filhotes foram desmamados e as fémeas sacrificadas (em camara de gas CO2). Os
animais machos foram mantidos em gaiolas individuais, recebendo a4gua e racdo ad
libitum até completarem 70 dias de idade, quando passaram a ser submetidos aos

ensaios biolégicos.

Grupo em restricdo alimentar (GRA) — Em torno de 18 dias ap0s o acasalamento dos
animais, as fémeas foram separadas e alimentadas com dieta idéntica aquela oferecida
ao grupo controle, porém em quantidade correspondente a 65% do consumo dos
animais normonutridos. Agua foi oferecida ad libitum. O nimero de filhotes por fémea foi
fixado em 8. Aos 21 dias os filhotes foram desmamados e as fémeas sacrificadas (em
camara de gas CO2). Os animais machos foram mantidos em gaiolas individuais e
permaneceram sujeitos a restricdo alimentar de 35% até a idade de 70 dias, quando
entdo foram submetidos aos ensaios biolégicos.

Os animais foram subdivididos da seguinte maneira para avaliagéo da translocacéo

bacteriana:
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a) grupo controle normonutrido (GNNa), nove animais que foram “sham” operados para

99m

obtencédo de estresse cirdrgico e que receberam “ " Tc-E.coli no limen intestinal;

b) grupo normonutrido (GNNb), nove animais que foram submetidos a ligadura de ileo

terminal (modelo de obstrucdo intestinal, SALVALLAGIO,2002) e que receberam *"T

C_
E.coli no lumen intestinal;
c) grupo desnutrido (GRAa), nove animais que foram “sham” operados para obtencéo de

9MTc-E.coli no Itmen intestinal:

estresse cirdrgico e que receberam
d) grupo desnutrido (GRAb), nove animais que foram submetidos a ligadura de ileo
terminal (modelo de obstrucao intestinal, SALVALLAGIO,2002) e que receberam *"Tc-E.

coli no limen intestinal.

3.2 METODOS

3.2.1 Preparacédo da bactéria

A bactéria utilizada no estudo foi a Escherichia coli (ATCC-10536), nao
patogénica. E. coli sdo enterobactérias, Gram-negativo, do grupo enterobacteraceae,
facultativas, que fazem parte da microbiota normal do trato gastrointestinal.

De uma cultura dessas bactérias, fornecida pelo Laboratério de Controle de
Qualidade Biologico da Faculdade de Farméacia da UFMG, crescida durante 18 horas a
37°C, foi retirada uma aliquota de 0,1 mL e adicionada em 10 mL de caldo soja
tripticaseina. Esta cultura foi mantida a 37° C sob aeracdo por 4 horas. A concentragdo
bacteriana foi ajustada espectrofotometricamente (Coleman Junior II) em 31% de
transmitancia a 580 nm que corresponde aproximadamente 10° unidades formadoras de

col6nia por mL (UFC/mL).

3.2.2 Procedimento da marcacao

Aliguotas de 2,0 mL da suspensdo bacteriana descrita no item 3.2.1 foram
incubadas a 37°C com cloreto estanoso na concentracao de 580 uM (1,3 mg/mL), pH 7,0,

“Mtacnécio foram adicionados a cada

por 10 minutos. Apés este periodo, 15 a 74 MBq de
preparacdo e mantidos a 37°C por mais 10 minutos. Os tubos foram centrifugados a 3000

rpm por 25 minutos (Centrifuga Fanem, modelo 206 R) e uma aliquota de 100uL do
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sobrenadante foi retirada para a determinagdo da radioatividade. O precipitado foi
ressuspendido em 3,0 mL de salina estéril e em seguida retirou-se uma aliquota de
100uL para contagem da radioatividade. Este procedimento foi repetido por trés vezes
(DINIZ, 1998). A porcentagem de *"Tc incorporado nas células bacterianas foi
determinada do seguinte modo:

cpm (precipitado)
% MArCAGA0 = -------mm-mmm oo oo x 100

cpm (precipitado + sobrenadante)

3.2.3 Modelo experimental de obstrugdo intestinal

Dezoito ratos, nove do grupo GNN e nove animais do grupo GRA foram pesados,
anestesiados com uma mistura de cloridrato de tiazina (Rompun)/cloridrato de quetamina
(Dopalen), na dosagem de 12,5mg/kg e 31,25 mg /kg, respectivamente, administrados via
intraperitoneal. Uma incisdo mediana de aproximadamente 3 cm foi feita no abdémen dos
animais com exposicao do ileo terminal. Em seguida, o ileo terminal sofreu uma ligadura
com né simples utilizando fio de nylon 4.0 (Figura 1). Posteriormente, 1,0 mL de *"Tc-E.
coli (74 MBg = 2 mCi) foi administrado no limen intestinal imediatamente na porcao
anterior a ligadura que foi realizada a 1 cm da valvula ileo-cecal. Apos verificacao visual
de que ndo houve vazamento foi realizada a sutura da camada muscular abdominal com
fio de sutura catgute 4.0 e da pele com fio de nylon 4.0 (SALVALLAGIO et al., 2002).



Figura 1 - Ligadura do ileo terminal . (D)-intestino delgado —

(G) Intestino grosso. Na ponta da seta, ileo distal onde foi
realizada a ligadura simples do intestino, para promoc¢do da

obstrucéo intestinal experimental.

3.2.4 Grupos “Sham”operados

Dezoito ratos, nove do grupo GNN e nove animais do grupo GRA foram pesados,
anestesiados com uma mistura de cloridrato de tiazina (Rompun)/cloridrato de quetamina
(Dopalen), na dosagem de 12,5mg/kg e 31,25 mg /kg, respectivamente, administrados via
intraperitoneal. Uma incisdo mediana de aproximadamente 3 cm foi feita no abdémen
dos animais com a unica finalidade de promover estresse cirargico. Posteriormente, 1,0

mL de *™

Tc-E. coli (74 MBg = 2 mCi) foi administrado no lamen intestinal na regido
correspondente ao ileo terminal. Constatado que n&o houve vazamento, foi realizada a

sutura do abdémen.

3.2.5 Estudo da translocagdo bacteriana

Apbs os procedimentos cirlirgicos supracitados e a administracéo da **"Tc-E. coli
diretamente no Iumen intestinal, os animais foram colocados em gaiolas e mantidos por

24 horas no mesmo regime alimentar pré cirargico. Apos esse periodo, 0s animais foram
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novamente anestesiados e o sangue coletado da veia cava inferior para a determinagao
da radiacdo. No sangue coletado (6 mL), foram adicionados 2,0 mL de anticoagulante
(ACD-A), sendo que 1 mL foi retirado para a contagem da radioatividade. Foi efetuada
abertura da cavidade abdominal, com exposi¢do de visceras (Figura 2). Os nodulos
linfaticos mesentéricos (NLM), figado, baco e pulmdes foram coletados, lavados e
pesados para a determinagéo da radioatividade em um cintilador de pogo. A contagem
da radioatividade foi corrigida por um fator de decaimento para o tecnécio, considerando
a Tabela 8. Foram excluidos do experimento os resultados de trés animais, 2 do grupo
GRA e 1 do grupo GNN, porque ocorreu ruptura do intestino delgado com

extravasamento de conteudo fecal e contaminagéo de outros orgaos.

Figura 2 — Intestino delgado 24 hs apdés ligadura do ileo

terminal . (D)-intestino delgado — (G) Intestino grosso. Pode
ser observado dilatacdo do intestino delgado acima da &rea
submetida a ligadura simples (seta), com mudanca da

coloragcdo vermelho- réseo normal deste orgéo.
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3.2.6 Avaliacdo do efeito da restricdo energético p  rotéica sobre o peso corporal

Cada animal foi pesado semanalmente, desde o nascimento, até a hona semana
guando foram iniciadas as cirurgias para a obtengcdo da obstrucao intestinal. Os pesos
dos animais dos dois grupos (alimentado ad libitum e submetido a restricdo alimentar )

foram expressos como média e erro padréo da média.

3.2.7 Avaliacdo do efeito da restricdo energético p  rotéica sobre 0 peso dos orgéos

estudados

Os orgéos retirados, figado, baco, pulmdes e nddulos linfaticos mesentéricos foram

minuciosamente examinados e pesados ap0s o sacrificio dos ratos.

3.2.8 Andlises estatisticas

Os pesos dos animais obtidos semanalmente durante o periodo de desnutricdo
foram expressos em média * erro padrdo da média e analisados por andlise de variancia
e pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade, para verificar se houve diferenca
significativa entre os tratamentos. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas para valores de p < 0,05.

Considerando que os resultados obtidos da translocacdo bacteriana ndo seguiram
uma distribuicdo normal, eles foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney para amostras independentes. As diferengas foram consideradas significativas

para valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA RESTRICAO ALIMENTAR ENERGETICO-PROTEI CA
SOBRE O PESO CORPORAL

Observa-se pelos valores da Tabela 1, que o peso médio dos animais submetidos
a restricdo alimentar de 35% mostrou ser significativamente menor quando comparado ao
peso médio dos animais que receberam racdo ad libitum. Esta diferenca foi observada
desde o nascimento até a nona semana de vida, ocasido em que foram iniciadas as

cirurgias (p < 0,05 - Teste de Duncan).

Tabela 1 _ Média dos pesos corpéreos semanais,em grama S,
dos animais dos grupos estudados, GNN (normonutrido ) e

GRA (desnutrido).
ldade GNN GRA p
Semanas
nascimento 6,74 + 0,64 5,68 +0,44
1 15,18 + 0,76 11,33+1,14
2 28,71 +1,48 19,71 +1,01
3 44,38 +1,29 26,29 +2,29
4 83,09 +1,89 53,58 + 3,49 >ps 0,05
5 128,79 + 3,69 97,76 + 3,90
6 174,86 + 2,58 139,71 + 3,17
7 213,92 + 3,80 173,71 + 3,62
8 253,74 +3,40 196,52 +2,31
9 286,53 + 3,40 216,55 +1,96 J

Os valores representam a média dos pesos * desvio padrédo, n=36.
Todos o0s pesos obtidos semanalmente mostraram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos GNN e GRA (Teste

de Duncan, p <0,05).
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Figura 3- Gréfico do p eso corporeo médio semanal dos animais dos
grupos GNN (normonutridos) e GRA (desnutridos), em gramas. O peso

foi medido desde o nascimento.

As médias com desvio padrdo dos pesos corpéreos dos animais dos grupos GRA e
GNN, quando foram submetidos as cirurgias (“Sham” cirurgia e ligadura simples de ileo
terminal) foram 316,70 + 22,25 e 207,90 14,74, respectivamente. As médias dos pesos
dos animais dos grupos operados GRA, mostraram-se estatisticamente menores que as

do grupos GNN operados (p < 0,05 - Teste de Duncan).
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4.2 EFEITO DA RESTRICAO ALIMENTAR ENERGETICO-PROTEICA
SOBRE O PESO DOS ORGAOS ESTUDADOS

A Tabela 2 mostra que os pesos médios dos 6rgaos dos animais que sofreram
restricdo alimentar foram estatisticamente menores que 0s pesos médios dos orgaos
daqueles animais que n&o sofreram restricdo alimentar, (p < 0,05 - Teste de Duncan).
Entretanto, o valor das proporcdes entre os pesos médios dos 6rgdos e pesos médios
corporeosos grupos GNN e GRA ndo apresentaram diferencas significativas (tabela 13
(pag. 78). Os orgdos foram examinados e comparados macroscopicamente. A Unica
alteracdo macroscopica observada foi em seu tamanho, n&o sendo observadas

diferengas em sua coloragao, consisténcia e elasticidade.

Tabela 2 — Média dos pesos, em gramas, dos 6rgados dos
animais dos grupos estudados GNN (nomonutrido) e GR A

(desnutrido).
Orgaos GNN GRA P
Figado 10,91 £1,63 7,85 + 0,86
Baco 0,64 £0,12 0,47 £0,06 p< 0,05
Pumdes 1,46 £ 0,23 1,01 £ 0,06
NLM 0,51+0,11 0,29 £0,08

Os valores representam a média dos pesos + desvio padrdo, n=36.Todos 0s
pesos dos orgdos, mostraram diferencas estatisticamente significativas (Teste
de Duncan p < 0,05).

4.3 ESTUDOS DE BIODISTRIBUICAO DA *™Tc-E.Coli NOS RATOS
NORMONUTRIDOS (GNN)

Os dados da Tabela 3 mostram que houve maior contagem da *™Tc-E.coli,
estatisticamente significativa, no sangue e em todos os orgéos investigados dos animais
do grupo GNN que foram submetidos a obstrugéo intestinal (p < 0,05 - Teste de Mann-
Whitney).
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Tabela 3 _ Biodistribuicdo da  *"Tc-E. coli, 24 horas apds injecdo no

ileo dos ratos normonutridos (GNN), dos grupos “Sha m” operado e
com obstrucgao intestinal.

Orgaos “Sham”operado Obstrucéo
(cpm/qg) intestinal (cpm/q) p
Figado 417,53 1993,36 0,004
Baco 249,82 1108,64 0,050
Pulméo 102,73 408,38 0,003
NLM 748,02 4354,52 0,010
Sangue 113,57 362,08 0,010

Os valores representam as médias (cpm/g).
“Sham”operados, n=8.
Obstrucgéo intestinal, n=9.

Diferencas estatisticamente significativas, teste de Mann-Witney (p < 0,05 ).

4.4 ESTUDOS DE BIODISTRIBUICAO DA *™Tc-E.Coli NOS RATOS QUE
SOFRERAM RESTRICAO ALIMENTAR (GRA)

Os dados da Tabela 4 mostram que houve maior contagem da *"Tc-E.coli |,
estatisticamente significativa, no sangue e em todos os orgéos investigados dos animais
do grupo GRA que foram submetidos a obstrucéo intestinal. (p < 0,05 - Teste de Mann-
Whitney)

Tabela 4 — Biodistribuicdo da  *"Tc-E. coli, 24 horas apés injecdo

no ileo dos ratos que sofreram restricdo aliment ar (GRA), dos
grupos “Sham” operado e com obstrugéo intestinal.

Orgdos “Sham’Operado Obstrucéo
(cpm/qg) intestinal (cpm/q) p
Figado 294,02 1522,20 0,001
Baco 176,45 1029,91 0,012
Pulméo 144,54 463,96 0,046
NLM 598,54 2512,44 0,021
Sangue 95,32 489,91 0,002

Os valores representam as médias (cpm/g).
“Sham”operados, n=8.
Obstrucéo intestinal, n=9.

Diferencas estatisticamente significativas p < 0,05, teste de Mann-Witney.



57
45 EFEITO DA RESTRICAO ALIMENTAR ENERGETICO-PROTEI CA

SOBRE A TRANSLOCACAO BACTERIANA, NOS ANIMAIS “SHAM *“
OPERADOS

Observa-se pela Tabela 5 que ndo houve diferencas, estatisticamente

significativas, na distribuicdo biolégica da *"

Tc-E.coli entre os orgdos e o sangue dos
ratos "Sham" operados normonutridos (GNN) e aqueles "Sham" operados que sofreram

restricdo alimentar (GRA).

Tabela 5 — Biodistribuicdo da  *"Tc-E. coli , 24 horas ap6s
injecdo no ileo dos ratos dos grupos GNN (normonutrido) e GRA
(desnutrido),"Sham" operados.

Orgdos “"Sham”Operado  "Sham" Operado

GNN (cpm/qg) GRA (cpm/g) p
Figado 417,53 294,02 0,460
Baco 249,82 176,45 0,251
Pulméo 102,73 144,54 0,292
NLM 748,02 598,54 0,290
Sangue 113,57 95,32 0,921

Os valores representam as médias (cpm/g).
“Sham”operados, (GNN), n=9.
"Sham" operados, (GRA), n= 8.

Diferenca estatisticamente significativa para p > 0,05, teste de Mann-Witney.

4.6 EFEITO DA RESTRICAO ALIMENTAR ENERGETICO-PROTEICA
SOBRE A TRANSLOCACAO BACTERIANA, NOS ANIMAIS SUBMET IDOS
A OBSTRUGCAO INTESTINAL

Quando se compara os resultados da biodistribuicdo da 9om

Tc-E.coli nos ratos, com
obstrucao intestinal, do grupo normonutrido (GNN) com aqueles obtidos nos ratos, com
obstrucao intestinal, que sofreram restricdo alimentar(GRA) , Tabela 6, ndo se observa

diferenca estatisticamente significativa entre ambos.



Tabela 6 _ Biodistribuicdo da **"Tc-E. coli , 24 horas apés
injecdo no ileo dos rato s dos grupos GNN (normonutrido) e
GRA (desnutrido) que apresentavam obstrucdo intesti nal.

Orgéaos Obstrucéo Obstrucéo
intestinal intestinal p
GNN (cpm/g) GRA (cpm/g)
Figado 1993,36 1522,20 0,145
Baco 1108,64 1029,91 0,825
Pulméo 408,38 463,96 0,508
NLM 4354,52 2512,44 0,757
Sangue 362,08 489,01 0,965

Os valores representam as médias (cpm/g).

Obstrucgédo intestinal, (GNN), n=9.

Obstrucédo intestinal, (GRA), n= 8.

Diferenca estatisticamente significativa para p > 0,05, teste de Mann-Witney.
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5 DISCUSSAO

A restricAo energético-protéica, com o intuito de provocar um estado de
desnutricdo no animal, pode ser imposta de diferentes maneiras. Os animais podem ser
alimentados ad libitum porém recebendo uma racdo desbalanceada em nutrientes.
Frequentemente, com um contetdo protéico baixo em relacdo ao total de calorias, aquém
das necessidades preconizadas para aquele determinado animal. Outro tipo de restricao
energético-protéica é o fornecimento de uma racdo nutricionalmente balanceada, porém
em quantidade inferior aguela consumida por animais controle alimentados ad libitum
(RABELO, 1997).

A restricdo alimentar vai variar também conforme o periodo em que é iniciada.
Algumas restricbes sdo impostas a partir do periodo gestacional (intra Utero), persistindo
durante o aleitamento e em alguns casos até ap6s o mesmo Certos tipos de restricdes
podem ser iniciadas apds o0 nascimento e outras podem ser impostas na idade adulta. As
restricbes podem durar dias, meses ou até anos, dependendo da espécie e da
sobrevivéncia do animal.

As caracteristicas da restricdo alimentar vdo determinar modificagbes bem
diversificadas no desenvolvimento do animal, no seu crescimento, nas suas alteragbes
bioquimicas e fisiolégicas (RESNICK et al., 1982; RABELO, 1997; HUANG & FRAKER,
2003).

Neste estudo optou-se por uma restricdo alimentar iniciada no final do periodo
gestacional, com restricdo de 35% da quantidade de racdo em relacdo aquela
consumida pelos ratos alimentados ad libitum, com a finalidade de menor producéo de
leite.

Os dados obtidos mostraram que o0s animais que sofreram restricdo alimentar
apresentaram uma média de peso significativamente menor, quando comparada com
aquela obtida para os animais do grupo normonutrido. Estes dados encontram respaldo
na literatura (RABELO, 1997). Entretanto, a diferenca significativa de pesos dos animais
entre os grupos normonutridos e desnutridos observada logo apds o nascimento, em um
modelo de restricdo imposta a partir do décimo oitavo dia de gestacdo, mostra-se em
desacordo com os relatos de RABELO (1997).

Esta controvérsia ocorrida no peso dos animais ao nascimento, poderia ser

explicada pela ocorréncia de ninhadas no grupo nutrido (GNN), com pequeno namero de
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animais e com peso acima da média. Durante os experimentos constataram-se algumas
ninhadas de até 16 filhotes para o Grupo GRA (desnutrido) enquanto que para 0s
normonutridos o maximo foram 12 filhotes por ninhada. Evidentemente que, este fato
contribuiu para uma média de peso menor para os filhotes das ratas submetidas a
restricdo alimentar. Outra hipdtese também a ser considerada diz respeito ao horario de
pesagem dos filhotes apds o nascimento. Pode ter acontecido que alguns filhotes tenham
sido pesados ja devidamente amamentados, enquanto que outros foram pesados sem
terem ainda sido amamentados. Este fato pode ter contribuido para promover uma
diferenca significativa nos pesos dos animais.

Observaram-se também diferencas significativas nos pesos médios de todos
orgaos retirados e investigados, entre 0s grupos normonutridos e grupos submetidos a
restricdo alimentar. No exame destes 0rgdos, a Unica diferenca observada foi em seu
tamanho. N&o foram detectadas outras diferencas macroscépicas, tais como areas de
fibrose ou esteatose hepéatica.

Portanto, o peso total e os pesos dos 6rgados dos ratos que sofreram restricdo
alimentar apresentaram uma reducdo significativa quando comparados com o0s
respectivos controles. No entanto, quando verificamos as propor¢cdes média dos pesos
dos orgaos/ média dos pesos dos animais, dos dois grupos (Tabela 13), percebemos que
elas sdo semelhantes. Observa-se que houve uma diminui¢cdo proporcional em todo no
crescimento do animal.

Os dados obtidos sugerem que os animais do grupo GRA estavam cronicamente
desnutridos, j& que apresentaram uma reducdo linear de crescimento resultando em
baixo peso para a sua idade. Estes achados se inserem dentro das caracteristicas de
desnutricdo cronica, energético-protéica global, semelhante a forma stunting de
desnutricdo em humanos, quadro este que apresenta menor comprometimento do
sistema imunoldgico (WOODWARD, 1998).

DANI ( 2001) define obstrucao intestinal como uma sindrome gerada pelo bloqueio
mecanico total ou parcial a progressado do conteudo intestinal.

O quadro de obstrugcéao intestinal situa-se entre as mais frequentes e graves
emergéncias abdominais. A fisiopatologia da obstrucédo intestinal envolve grandes
alteragbes hemodinamicas, desequilibrio hidroeletrolitico importante e estado toxico
critico. O encadeamento destas anormalidades pode evoluir para a translocacdo
bacteriana, algumas vezes com um desfecho fatal (GALVAO, 1978; BRASILEIRO-FILHO,
2000).
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O fendmeno da translocagdo bacteriana intestinal tem sido largamente estudado
em varios modelos experimentais empregando animais. O método mais utilizado para se
avaliar translocacdo bacteriana do intestino para outros 6rgdos tem sido a cultura
microbiana de oOrgados e tecidos (WIEST & RALTH, 2003). Entretanto, trata-se de um
método laborioso e que requer condi¢cdes adequadas para 0 manuseio das amostras, ja
que freqientemente ocorrem contaminacbes das mesmas. Portanto, com base em
resultados anteriormente obtidos pelo nosso grupo de pesquisa optamos por utilizar nos
estudos de translocacdo bacteriana um método mais simples e pratico. Este método

consiste no emprego da E. coli radiomarcada (*"

Tc-E.coli) que mostrou ser reprodutivo,
rapido, pratico e nao requer qualquer exigéncia de assepsia durante o manuseio dos
orgdos (DINIZ, 1998; ANDRADE, 2004),

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que os animais que sofreram a
cirurgia para a promocao da obstrucdo intestinal apresentaram nivel significativamente
maior de *"Tc-E.coli presente no sangue e nos o6rgdos investigados, quando
comparados com o0s respectivos controles (“Sham” operados). Este fendmeno foi
observado tanto nos animais normonutridos quanto naqueles que sofreram restricao
alimentar. Estudos anteriores, realizados por SALVALAGGIO et al. (2001), mostraram
que ratos que sofreram uma obstrucdo intestinal, provocada pela ligadura do ileo
terminal, apresentaram translocagcdo bacteriana. Os dados obtidos por estes
pesquisadores mostraram a presenca da Escherichia coli nos nddulos linfaticos
mesentéricos, sangue e nos orgaos figado, baco e pulmdes.

Cumpre ressaltar que, na literatura estd bem documentado que a obstrucdo
intestinal promove um crescimento bacteriano exarcebado, dentro da luz intestinal,
aumenta a permeabilidade da mucosa intestinal, acarretando a translocacédo de bactérias
( BERG, 1995; WIEST & RATH, 2003). Portanto, os resultados obtidos neste trabalho
como de outros pesquisadores mostram que o modelo experimental de obstrucao
intestinal promove a translocacéo de bactérias do intestino para tecidos estéreis.

A “Sham” cirurgia teve como finalidade provocar estresse cirdrgico em um grupo,
para que fosse feita uma comparagdo de outros tipos de injuria com a injaria provocada
pelo quadro de obstrucdo intestinal. Em qualquer cirurgia em que € aberta a cavidade
abdominal, como no caso da “Sham” cirurgia, pode induzir-se um quadro de
desidratacdo, perda de ions como potassio e cloro, culminando com distarbios
hidroeletroliticos (BRASILEIRO-FILHO, 2000). Estes fatores podem levar ao ileo

paralitico, quadro em que ocorre cessacao tempordria do transito intestinal (BRASILEIRO
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FILHO, 2000).

SIMMY et al. (2001) demonstraram que pacientes, submetidos a manipulagédo de
alcas intestinais, apresentam alteragbes no intestino, a nivel celular, com lesédo dos
enterécitos e a nivel bioquimico. Estas alteragBes levam a um dano temporario e
rapidamente reversivel da barreira intestinal.

Além disto, a injecdo ileal de *"Tc-E. coli (10° UFCi) poderia ocasionar um
desequilibrio na microbiota intestinal (SCHLEGEL et al, 2002; WIEST & RATH, 2003).
Esses fatores justificariam a ocorréncia da translocagao bacteriana tanto para os animais
normonutridos quanto para os desnutridos “Sham” operados.

Cabe aqui relatar que em estudo anterior realizado em nosso laboratério, ratos

¥™Te-E. coli (10° UFC), sem o estresse

submetidos a administracdo por gavagem da
cirdrgico, ndo apresentaram translocacdo bacteriana para NLM e outros orgdos. A
bactéria usada nesse estudo foi extraida da mesma colbnia e marcada nas mesmas
condi¢des de nosso trabalho (DINIZ, 1998)

O presente trabalho teve como principal proposta avaliar o papel da desnutricdo
energético-protéica sobre a translocagdo bacteriana em ratos submetidos a obstrucdo
intestinal. Neste contexto, esperava-se que 0s animais desnutridos pudessem apresentar
as suas barreiras imunoldgicas comprometidas, proporcionando um acentuado processo
de translocacdo de bactérias com disseminacdo pelos 6rgdos como figado, baco,
pulmdes e sangue. Entretanto, isto ndo foi verificado neste trabalho ja que os animais
gue sofreram restricdo alimentar comportaram-se da mesma forma que os animais que
foram alimentados ad libitum, ou seja, apesar das evidéncias de desnutricdo nos ratos do
grupo GRA estes ndo apresentaram niveis mais elevados de translocacdo bacteriana.

Os dados obtidos mostraram que a restricdo energético-protéica imposta a esses
animais ndo aumentou o nivel de translocacdo bacteriana intestinal, nem em animais
“Sham” operados e nem mesmo naqueles que foram submetidos & obstrucéo intestinal.
O comportamento dos dois grupos, GNN e GRA foi 0 mesmo frente as injurias propostas.

Uma hip6tese que poderia ser considerada para justificar o comportamento similar
entre os animais normonutridos e desnutridos frente a translocacdo bacteriana € que o
tipo de restricdo alimentar que foi utilizado pudesse atuar aumentando o nivel de
translocacéo bacteriana, caso fosse associado a outro modelo experimental, que néo o
modelo de obstrucdo intestinal. Resultados de estudos demonstram que um modelo
especifico de restricdo alimentar imposto a um animal, poderd atuar sobre a

translocagdo bacteriana, em um determinado modelo de injaria e ndo atuar em outro
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modelo de injuria proposto (BARTON et al., 1991; KOSAKOVA et al., 2003; WIEST &
RATH, 2003). BARTON et al. (1991), mostraram que a restricdo dietética de &cidos
graxos essenciais associado a injecao intraperitoneal de endotoxina bacteriana (LPS)
aumentou a translocagdo bacteriana. No entanto, a mesma restricdo de Acidos graxos
essenciais quando associada ao uso de metronidazol ndo elevou o nivel de translocacao
neste modelo.

Outra hipGtese a ser cogitada é que a restricdo energético-protéica imposta nao
tenha comprometido o sistema imunolégico dos animais desnutridos. Os resultados
obtidos em nosso estudo estdo de acordo com trabalhos de autores que verificaram uma
melhoria na imunidade mediada por células, em roedores submetidos a restricdo caldrica
crénica (GOOD & LORENZ, 1992; CHANDRASEKAR et al., 1995; WOODWARD, 1998;).

Também estdo amparados por estudos que mostram preservacado de mecanismos
de defesa das barreiras naturais em ratos desnutridos. Exemplo disto sdo os niveis
normais de antioxidantes, tais como a glutationa, observados em ratos com restricao
calérica crénica (OLIVEIRA & FUJIMORI ,1996). Sabe-se que a glutationa exerce um
importante papel na manutencdo da integridade das barreiras imunoldgicas, entre elas a
barreira intestinal.

Os resultados obtidos por AMADI & ADENIYI (1994) e HUANG & FRAKER (2003),
mostraram que ratos Wistar com deficiéncia protéica apresentavam propor¢do de
linfocitos e neutréfilos dentro de limites normais. FILTEAU & HALL (1991) néao
observaram prejuizo na producdo de citocinas de macréfagos em camundongos
cronicamente desnutridos. KEUSH et al. (1978) e STAPLETON et al., ndo enontraram
alteracd@o na capacidade de fagocitose de macrofagos de camundongos desnutridos.

Estudos realizados em seres humanos com desnutricdo energético-protéica
cronica ndo mostraram comprometimento da resposta imunolégica celular. MAFFEI
(1983) e BARNESS (1993) sdo unanines em afirmar que, nos quadros de marasmo em
criangas, ndo sao observadas alteracdes na transformacéo linfocitica. De forma analoga,
RIVERA et al. (1986) e WOODWARD (1998) concluiram em estudos que desnutricdo
crbnica, em humanos, ndo deprime a imunocompeténcia mediada por células.

SEDMAN et al. (1994) mostraram que pacientes desnutridos que se encontravam
hospitalizados apresentavam atrofia intestinal. Entretanto, nem a desnutricdo nem a

atrofia intestinal se associavam a um aumento de translocagao bacteriana intestinal.
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A observacdo que ratos cronicamente desnutridos tiveram comportamento similar
aos nutridos no que diz respeito & translocacéo bacteriana reforca a idéia de que uma
reducéo calorica cronica, de moderada intensidade, balanceada, no modelo investigado
nao comprometeu as defesas imunitarias. Desta forma, pode-se considerar que o0
sistema imunolégico dos ratos subnutridos estava atuante de modo a nao propiciar um

aumento da translocacdo da *"Tc-E.coli para os tecidos investigados.
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“Se vocé puder chegar através da neve, da
tempestade e da chuva, sabera que podera chegar
guando brilhar o sol e tudo estiver bem.”

Malcom X



