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Resumo

A esplenectomia diminui a atividade de células imunes e pode estar relacionada com translocacdo bacteriana (TB) e sepse. Investigou-se a
presenga de TB e sepse em camundongos esplenectomizados, por meio de analises de peso, de sexo, de altera¢cdes da microbiota digestoria e
mucosa duodenal. 20 fémeas e 20 machos de camundongos Swiss webster com 125 dias foram divididos em dois grupos: esplenectomizados
e controles. Os animais foram pesados diariamente. Apos sete dias da esplenectomia total convencional, os animais foram eutanasiados para
estudo da TB, microbiota e morfometria intestinais. Para microbiota, foram coletadas as fezes da regido média do intestino delgado, que foi
seccionado para analise morfométrica. Apds o preparo dos tubos com amostras fecais nas diferentes dilui¢des, foram inoculados 0,1 mL de cada
na superficie de placas contendo meios cromogénicos. Fragmentos do figado e linfonodos mesentéricos foram macerados e homogeneizados,
separadamente, em placas de Petri estéreis, posteriormente, adicionadas a caldo cérebro coragdo (BHI) na propor¢do de 1:5 e incubados
em estufa a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, algadas de caldo foram semeadas em placas de Petri com diferentes meios de culturas.
Os camundongos esplenectomizados apresentaram reducdo da evolugdo ponderal e maior prevaléncia de coproculturas positivas. A analise
morfométrica duodenal revelou redugdo na altura e da area das vilosidades dos grupos esplenectomizados comparados aos seus controles. Os
machos esplenectomizados apresentaram maiores taxas de TB e sepse. A asplénia aumenta a suscetibilidade a TB e, consequentemente, as
doengas de origem séptica em camundongos. Sexo e alteragdes da mucosa duodenal podem influenciar no aumento deste fendmeno.
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Abstract

Ssplenectomy diminishes the immune cells activity and may be related to bacterial translocation (BT) and sepsis. The BT and sepsis presence
in splenectomized mice was investigated through analyzes of weight, sex, changes in the digestive microbiota and duodenal mucosa. Swiss
Webster mice (20 females/20 males) were divided into two equal groups: splenectomized and controls, aged 125 days of life. Total splenectomy
was performed in splenectomized group. The animals were weighed every day. After seven days, the animals were euthanized for the study of
TB, microbiota and intestinal morphology. For microbiota study, stools were collected from the middle region of the small intestine, which
was sectioned for morphometric analysis. After the tubes preparation with fecal samples at different dilutions, 0.1 mL of each sample was
inoculated on the surface of plates containing chromogenic media. Fragments of the liver and mesenteric lymph nodes were macerated and
homogenized separately in sterile Petri dishes, subsequently added to a brain/heart broth (BHI) in concentration 1:5 and incubated in an oven
at 37 °C for 24 hours. Subsequently, the broths were seeded in Petri dishes with different culture media. The splenectomized mice presented a
reduction in the ponderal evolution and a higher prevalence of positive coprocultures. Duodenal morphometric analysis revealed a reduction
in the height and villus area of the splenectomized groups compared to their controls. Splenectomized males had higher BT and sepsis rates.
Asplenia increases susceptibility to BT, and consequently septic diseases in mice. Sex and duodenal mucosa alterations may influence the
increase of this phenomenon.

Keywords: Splenectomy. Bacterial Translocation. Spleen.

1 Introducio A sepse pos-esplenectomia ¢ causada, principalmente, por

S . S bactérias encapsuladas, como: pneumococos, meningococos
Esplenectomia ¢ um procedimento cirGrgico comum

. o ) , . 6 . . ..
realizado, principalmente, em casos de trauma, mas também e hemofilos influenza™ Em pacientes imunodeprimidos as

usado para tratar doengas hematolégicas, imunolégicas, infec¢des sdo provocadas, principalmente, por bactérias gram-

metabélicas e oncoldgicas'. Estudos sobre a importancia do ~ Negativas, como Escherichia coli, Klebsiella ¢ Pseudomonas’.

bago como 6rgdo linfoide secundario permitiram descobrir ~ Estas bactérias se deslocam do lumen intestinal para nodulos

sua importancia diante dos processos infecciosos e a elevada  linfaticos mesentéricos e demais orglos estéreis (figado e

prevaléncia de infecgdes e sepses associadas com a asplenia a

médio e longo prazo*”.

J Health Sci 2016;18(3):278-85

bago)®®, por meio de um processo chamado translocacdo

bacteriana.
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As trés causas principais de translocagdo bacteriana sao:
a) alteracdo da microbiota intestinal e crescimento bacteriano;
b) alteragdes fisicas da barreira intestinal e, principalmente;
¢) deficiéncia do sistema imunoldogico do hospedeiro'®. A
prevaléncia de translocacdo bacteriana ¢ de 14% em pacientes
submetidos aos procedimentos cirurgicos ndo emergenciais'’,
inclusive apds a cirurgia, o risco de sepse ¢ maior’’.

A esplenectomia ocasiona a redugdo das células
monomacrofagicas e das IgM, o que pode desencadear
a translocagdo bacteriana via trato digestério e,
consequentemente, sepse pos-esplénica'?. Leone e Pizzigallo'
relatam que a esplenectomia, independentemente da sua
causa, induz um aumento precoce e tardio da incidéncia de
tromboembolismo venoso e infec¢des. As infec¢des continuam
a ser a complicagdo mais perigosa da esplenectomia. Apos a
esplenectomia, os niveis de anticorpos sdo preservados, mas
ha perda de células B de memoria contra o pneumococo € o
tétano, ¢ a perda de mondcitos da zona marginal esplénica
para defesa imunologica de bactérias encapsuladas.

Estudos realizados por Spaeth et al.'* mostraram, porém
que a esplenectomia parece ndo promover translocagdo
bacteriana no intestino de camundongos. Outros estudos
também descreveram que a retirada do bago aumenta
resisténcia a translocagdo bacteriana induzida por inoculagio
intraperitoneal de endotoxinas de Escherichia coli. Neste caso,
a sepse pos-esplenectomia poderia ser causada por inoculagao
intranasal ou intravenosa e ndo por componentes da microbiota
intestinal do hospedeiro'>'®. Torna-se, importante, entdo,
averiguar quais as consequéncias da esplenectomia total na
microbiota intestinal e se a esplenectomia total influencia,
positivamente ou negativamente, a translocagao bacteriana.

Assim, considerando a importancia da remog¢ao do baco
para a terapia de algumas doencgas, objetivou-se investigar
a presenca da translocagdo bacteriana na pos-esplenectomia
experimental. Para tal finalidade, foram analisados fatores
como peso, sexo, microbiota intestinal e morfometria
duodenal dos grupos analisados.

2 Material e Métodos
2.1 Animais e formacio dos grupos experimentais

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentag¢ao Animal do Centro de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pernambuco (Brasil) com o niimero
23076.023860.2008-07. Foram utilizados 40 camundongos
Swiss webster com 125 dias de idade: 20 machos e 20
fémeas. Os animais foram obtidos e mantidos no biotério
do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-
UFPE). Os camundongos foram divididos em quatro grupos:
Esplenectomizados Machos (EM=10); Esplenectomizados
Fémeas (EF = 10); Controles Machos (CM=10) e Controles
Fémeas (CF=10).
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2.2 Esplenectomia

Com 125 dias de nascidos, os grupos EM e EF foram

submetidos a esplenectomia total convencional. Apos
jejum de 12 h que antecedeu o experimento, os animais
foram submetidos ao procedimento cirtrgico, realizado sob
condigdes de limpeza. Os camundongos foram anestesiados
com solugdo de cloridrato de xilazina 2% (10 mg/Kg) e
cloridrato de cetamina 10% (115 mg/Kg). Posteriormente,
foram pesados e imobilizados em decubito dorsal horizontal
com ligas elasticas, sendo realizada a tricotomia na regido
ventral do abdomen e a antissepsia feita com solugdo tintura
de polivinilpirrolidona-iodo (Povidine tintura®).

Durante o procedimento cirargico, inicialmente, foi
realizada uma incisdo mediana de aproximadamente 3cm de
extensdo, foi realizado o inventario da cavidade abdominal
para verificar a presenga de bacos acessorios e foi realizada
a exposi¢do do hipocondrio esquerdo com rebatimento do
estdmago e baco, luxagdo parcial desde a cavidade abdominal
e protecdo com gazes umedecidas com solugdo de cloreto
de sodio a 0,9%. Realizou-se, entdo, a esplenectomia total,
apos isolamento, pingamento e ligadura de parte do pediculo

esplénico com fio de algodao 4.0".

2.3 Avaliaciio da evolucio ponderal

O peso corporal dos animais foi registrado a partir do 125°
dia (antes da esplenectomia) até o 132° dia (antes da eutanasia).
O peso foi medido em balanga eletronica (Marte, Santa Rita
do Sapucai, MG, Brasil, Mod. 1001, com capacidade para
1610 g e sensibilidade até 0,1 g). O registro dos pesos de cada
animal foi realizado em protocolo individual.

2.4 Coleta de amostras biologicas e avaliacio da
translocacio bacteriana

Sete dias pos-esplenectomia, todos os camundongos,
inclusive os ndo esplenectomizados, foram submetidos a
eutanasia por overdose de solugdo de cloridrato de xilazina
2% e cloridrato de cetamina 10%. A coleta do sangue
periférico (0,5 mL) foi realizada por pungdo caudal apds
rigorosa assepsia da cauda e de todo o corpo do animal com
iodopovidona 1% para evitar contaminagdo das amostras e/
ou tubo com a microbiota residente e transitoria externa do
camundongo.

Posteriormente, foi realizada tricotomia da regido,
seguindo-se da antissepsia e incisdo mediana xifo-pubiana.
Coletaram-se na seguinte ordem, fragmentos do figado,
sangue do sistema portal, linfonodos mesentéricos na regido
média do intestino delgado, fragmentos da porgao distal
do intestino delgado e material fecal desta regido. Para a
aspiragao do sangue da veia porta (0,5 mL) utilizou-se agulha
13 x 4,5 acoplada a seringa descartavel de 1 mL.

Todo material coletado foi submetido a pesquisa de
bactérias. Fragmentos do figado e linfonodos mesentéricos
foram macerados e homogeneizados, separadamente, em placas
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de Petri estéreis. As amostras foram adicionadas a caldo cérebro
coragdo — BHI, (BioMérieux, Marcy I’Etoile, Franga) na
proporgdo de 1:5 e incubados em estufa bacteriologica a 37 °C
por 24 horas. Posteriormente, algadas de caldo foram semeadas
em placas de Petri com agar Columbia + 5% sangue carneiro,
agar Mac Conkey, Chrom ID CPS e agar Chocolate PolyviteX,
(todos produzidos pela BioMeérieux, Marcy I’Etoile, Franga).
As placas foram incubadas por 24-72 h a 37°C. As espécies
bacterianas isoladas foram identificadas por testes bioquimicos
convencionais e confirmadas em equipamento automatizado
(VITEK 2 System® BioMerieux, Marcy I’Etoile, Franga).

2.5 Avalia¢ao da microbiota intestinal

Amostra de material entérico foi coletada diretamente
da regido medial do intestino delgado de cada animal. Para a
determinagdo do niimero de unidades de coldnias por grama de
fezes (UFC/g) utilizou-se método adotado por Naaber et al.' e
Bisso!. Nos tubos contendo amostras fecais foi acrescentado
solugdo salina estéril/NaCl 0,9% (1:10). Apds homogeneizacao
mecanica, obteve-se dilui¢ao inicial 10:1, seguida de dilui¢des
seriadas, até dilui¢do de 10:6. A partir das cinco dilui¢des
preparadas, foram inoculados 0,1 mL de cada amostra na
superficie de placas contendo meios cromogénicos (Agar CPS
ID®, BioMerieux, Marcy I’Etoile, France). Espalhou-se o
indculo com auxilio da al¢a de repicagem comum. As placas
foram incubadas invertidas a 37 °C durante 24-48 horas. As
bactérias foram identificadas de acordo com a morfologia
colonial, microscopica e caracteristicas bioquimicas. O célculo
do UFC foi dado pelo numero de colonias detectado no meio
de cultura x fator decimal de diluicdo das fezes x 10 (fator
para expressar o resultado por grama de fezes, visto que o
volume semeado em cada meio foi 0,1 mL). As bactérias foram
identificadas de acordo com Koneman?.
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2.6 Analise morfométrica da mucosa duodenal

Foi realizada a analise morfologica da mucosa intestinal a
partir de laminas de cortes sagitais coradas com hematoxilina-
eosina (HE). As varidveis consideradas no estudo histologico
foram: medidas da altura e area das vilosidades, bem como
superficie total da mucosa (perimetro). As analises morfométricas
foram realizadas em microscopio Optico acoplado a video-
camera. O observador desconhecia qualquer dado sobre os
grupos dos animais. As imagens capturadas foram analisadas pelo
software Image®’. As medigdes foram feitas em pixels (unidade
de resolugdo de imagem) da altura e area das vilosidades, bem
como superficie total da area da mucosa (perimetro).

2.7 Apresentacio e analise dos dados

Os resultados das varidveis quantitativas foram expressos
por média e desvio padrdo e os resultados das variaveis
qualitativas, por frequéncias absolutas e relativas. Foi
utilizado teste de Friedman para verificar diferencas do peso
dos camundongos, em relagdo ao tempo de aferigdo. Utilizou-
se teste de Mann-Whitney para verificar diferengas na média
do peso dos camundongos, da area total, altura da vilosidade
e 4rea da vilosidade. Realizou-se o teste exato de Fisher para
verificar possivel diferenca entre frequéncias. Foi adotado
nivel de significancia de 5%.

3 Resultados e Discussiao
3.1 Analise do peso ponderal

De acordo com os dados apresentados na Figura 1, os
camundongos EM e EF demonstraram reducdo da evolucao
do peso do 125° ao 132° dia de nascidos (p<0,0001). Houve
diferengas estatisticas em comparagio aos pesos dos controles
nos grupos EM e EF.

Figura 1: Evolugao do peso dos camundongos entre 125 ¢ 132 dias ap6s o nascimento em relacdo aos dias de aferi¢ao e aos grupos
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EM — Esplenectomizados machos, EF — Esplenectomizados fémeas, CM — Controles machos, CF — Controles fémeas.

Fonte: Dados da pesquisa.
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3.2 Estudo da microbiota entérica

Conforme representado no Quadro 1, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos analisados na biodiversidade
bacteriana e na quantidade de UFC/g fezes. Os camundongos
esplenectomizados apresentaram  maior
coproculturas em relagao a densidade bacteriana por espécies

e ao numero de UFC/g.

variacdo nas

Quadro 1: Prevaléncia (%) e quantidade (log,, UFC/g de fezes)
das espécies bacterianas isoladas de amostras entéricas de
camundongos esplenectomizados e controle

comparado aos respectivos controles (p<0,0001 e p=0,0185,
respectivamente). Da mesma forma, foi observado redugao
da area das vilosidades dos animais esplenectomizados em
comparag@o com os controles (p<0,0001). Entretanto, ndo foi
observada diferenga significativa na area total dos animais
esplenectomizados, quando comparado aos respectivos
controles (p=0,1051 e p=0,6305) (Quadro 3).

Quadro 3: Comparagdo das médias das alturas das vilosidades,
das areas das vilosidades e das areas totais (uM) nos grupos
esplenectomizados e controles, machos e fémeas

Fonte: Dados da pesquisa.

3.3 Analise histomorfométrica do duodeno

Os grupos controle ndo apresentaram alteragdes anatomicas
e histologicas. O sexo também ndo influenciou nos achados
histopatologicos do duodeno, na altura das vilosidades, na
area das vilosidades e na area total, (p=0,5452, p=0,3634 ¢
p=0,9118, respectivamente). Para estes parametros, também
nao foram observadas diferencgas significativas entre machos e
fémeas esplenectomizados (p=0,1655, p=0,6120 e p=0,1230,
respectivamente) (Quadro 2).
Quadro 2: Comparagdo das médias das alturas das vilosidades,

das areas das vilosidades e das areas totais (uM) dos grupos
esplenectomizados e controle, machos e fémeas.

Grupos experimentais Grupos (Média + DP)
Isolados Esplenectomizados Controle Medidas EM CM I.C. 95% (p-valor)
bacterianos % UFC % UFC [-12,53; -6,06]
(log ,)/g (log ,)/g ALV 109,2+2,0 | 118,5+6,7 (<6 0(’)01’*)
Proteus -1 65--0 55
mirabilis 40 5 25 4 AV | 2902 | 37405 e,
Staphylococcus _114,74' 5.85
coagulase 25 5 10 3 AT |45922656| 51952079 | LTRSS
negativa Grupos (Média + DP)
Klebsiella 25 6 20 4 Medidas EF CF 1.C. 95% (p-valor)
pneumoniae -17,05; -4,76
Enterococcus ALV 1124+53 | 123,3+12,2 [ (0’ 0185’:) I
faecalis 100 8 %0 ’ [-0 416' -0,33]
Staphyloccocus 50 6 30 4 AV 3,0£0,1 3.4£0.1 (<,0,0’001,*)
s AT |509,3 +79,4|532,0 + 102,9 [_82(672;33;3 4]
coli 40 7 20 3 ALV- altura da vilosidade; AV- area da vilosidade; AT- area total,

EM- machos esplenectomizados; CM- machos controle; EF- fémeas
esplenectomizadas; CF- fémeas controle; *estatisticamente significativo;
1.C. intervalo de confianga.
Fonte: Dados da pesquisa.

3.4 Estudo da translocagido bacteriana

Nos animais controles e esplenectomizados houve
translocagdo bacteriana para linfonodos mesentéricos. A
prevaléncia da translocacdo foi maior nos camundongos
esplenectomizados  (Quadro  4).
esplenectomizados apresentaram translocag@o para o sangue

Apenas 0s animais

do sistema porta, figado e sangue periférico.

Quadro 4: Prevaléncia e locais da translocagdo bacteriana dos
grupos esplenectomizados e controle, machos e fémeas

P Linfonodos Sangue do . Sangue
Grupos (Média £ DP) Grupos Mesentéricos | Sistema Porta Figado Periférico
Medidas EM EF 1.C. 95% (p-valor) 10/10 10/10 8/10
EM (I) 10/10 (100,0%)
ALV | 1092+2,0 | 112,4+53 |[-5,82;0,58] (0,1655) (1?8/’?(")”’) ( 1%91%%) (82/’%4’)
AV 29402 | 3,0+01 |[-0,2;0,03](0,6120) EFAD | 100,00 | 71070.0%) | 56000 | (30.0%)
AT 459,2 + 65,6 | 509,3 79,4 ([-97,7; 2,52] (0,1230) 0/10 0/10
CM (IIT)| 1/10 (10,09 0/10 (0,0
Grupos (Média += DP) (D (10,0%) (0,0%) (0,0%) | (0,0%)
Medidas CF CM 1.C. 95% (p-valor) CF (IV) | 2/10 (20,0%) |  0/10 (0,0%) ((())/5(30) ((?g(yOO)
ALV | 1233+122] 118,5+6,7 [-1 (’(6)35; 41512’)23] - Valor de p
5 com
AV 3401 | 37205 |[-0.53:0,06] (0,3634) EF 1,0000 02104 | 0,0389"] 0,0722
AT [532,0+£102,9] 519,5+97,9 |[-53,1; 78,1] (0,9118)|  [EMcom| o 000 <0.000 | <0.0007| 0.0014°
ALV- altura da vilosidade; AV- area da vilosidade; AT- area total; cM i i i i
EM- machos esplenectomizados; CM- machos controle; EF- fémeas EF com 0,0014E 0’0049E 0,038¢ 0,2104
esplenectomizadas; CF- fémeas controle; *- estatisticamente significativo; CMCF
I.C. intervalo de confianga. C;()m 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000

Fonte: Dados da pesquisa.

A analise morfométrica revelou reducao significativa na
altura das vilosidades dos grupos esplenectomizados, quando
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EM- machos esplenectomizados; CM- machos controle; EF- fémeas
esplenectomizadas; CF- fémeas controle; *- estatisticamente significativo
(p<0,005).

Fonte: Dados da pesquisa.
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A translocacgao bacteriana foi mais frequente em machos
esplenectomizados (Quadro 5). Nao houve crescimento
nos meios para micro-organismos anaerobios e fungos. As
espécies bacterianas detectadas nas culturas dos tecidos foram
as mesmas espécies observadas nos meios, que continham
diluicdes da microbiota intestinal. Para os grupos macho
controle e fémea controle houve distribuicdo da espécie
Escherichia coli nos linfonodos mesentéricos nos valores
de 10% e 20% respectivamente (dados nao mostrados na

Lima KM, et al.

tabela). Serdo realizadas futuramente analises de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) para definir
a relagdo genética entre as cepas detectadas no intestino e
cepas extra-intestinais. Em alguns casos, em camundongos
esplenectomizados, as espécies bacterianas observadas
com maior frequéncia nas placas com semeio da amostra
fecal foram responsaveis pela translocagdo bacteriana para
linfonodos mesentéricos, para o sangue do sistema portal,
para o figado e para o sangue periférico.

Quadro 5: Distribuicao da frequéncia de espécies e de associagdes de espécies responsaveis por translocagdo bacteriana nos grupos

machos e fémeas esplenectomizados.

Grupos experimentais e locais de translocacio bacteriana
Isolados bacterianos EM EF
LM SP FI Sp LM SP FI Sp
Enterococcus faecalis 10% 30% 30% 10% 10% 10% 10% 10%
Enterococcus faecalis/ 50% 20% 10% 0% 10% 0% 0% 0%
Staphylococcus coagulase negativa

Escherichia coli 0% 10% 10% 10% 30% 20% 20% 0%

Klebsiella pneumoniae 0% 0% 0% 0% 10% 0% 0% 0%
Proteus mirabilis 10% 10% 10% 10% 20% 20% 0% 0%
Escherichia coli/Enterococcus faecalis 10% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Pseudomonas aeruginosa 0% 10% 10% 10% 0% 0% 0% 0%
Pseudomonas a%tizz;;;a/ Enterococcus 10% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Staphylococcus aureus 0% 0% 10% 10% 10% 20% 20% 10%
Staphylococcu}aaeLéZi?;/Enlerococcus 10% 10% 0% 0% 10% 0% 0% 0%
Staphylococcus coagulase negativa 0% 10% 20% 30% 0% 0% 0% 0%

sangue do sistema porta; FI- fragmentos do figado; Sp- sangue periférico.
Fonte: Dados da pesquisa.

3.5 Asplénia

Mesmo sabendo que auséncia do bago ¢ compativel
com a vida, este orgdo desempenha fun¢des imunologicas
relevantes, tais como: depuracdo de bactérias da corrente
sanguinea e produgdo precoce de anticorpos contra varias
particulas antigénicas. A asplénia aumenta a suscetibilidade
as doengas de origem séptica®?. O efeito imunoprotetor do
bago tem sido testado em diversas pesquisas experimentais
com as bactérias, entretanto, ha poucos relatos na literatura
atual sobre infec¢des bacterianas devido a translocacdo via
trato digestorio em animais asplénicos®.

3.6 Perda ponderal

De acordo com os dados obtidos neste estudo,
camundongos esplenectomizados apresentaram redugdo da
evolugdo ponderal em relagdo aos controles durante sete dias,
apos cirurgia. Esta redugdo pode estar relacionada a reagdo
fisiologica do animal no pods-operatorio, caracterizada pela
dificuldade em se alimentar ou a alteragdo do apetite em
razdo da cirurgia. Este fator prejudicou o estado nutricional
do animal, consequentemente, o estado imunologico,
favorecendo a presenca de infecgdes.

Em estudo com ratos submetidos a esplenectomia total,
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EM- machos esplenectomizados; CM- machos controle; EF- fémeas esplenectomizadas; CF- fémeas controle; LM- linfonodos mesentéricos; SP-

foi observado aumento de peso corporal e, consequentemente,
aumento significante do colesterol total, das fracdes LDL
e VLDL e dos triglicérides® apds 90 dias. Outro estudo
demonstrou reducdo da evolugdo ponderal em camundongos
esplenectomizados infectados com S. mansoni atribuindo tal
reducdo a fatores relacionados ao imunocomprometimento
devido a infecgdo, auséncia do bago ¢ a infecgdo pelo S.
mansoni®. E importante considerar que no presente estudo
ndo se utilizou um grupo apenas com o trauma cirurgico
(laparotomia branca) sendo assim, um fator limitante da
pesquisa. Da mesma forma, nao foi utilizada gaiola metabolica
para avaliar o peso da racdo dos animais esplenectomizados
em comparagdo com o peso residual da ragdo dos animais do
grupo controle.

3.7 Microbiota intestinal e translocacdo bacteriana

Uma das causas envolvidas na translocagdo bacteriana
¢ a alteragdo da microbiota intestinal, resultando em
excessivo crescimento bacteriano®. De acordo com os dados
obtidos neste estudo, os camundongos esplenectomizados
apresentaram maior varidncia nas coproculturas tanto
com relacdo a densidade bacteriana por espécies, quanto
ao numero de UFC. Segundo estudos de Balzan er al.?,
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as bactérias mais comumente observadas no estdmago e
na regido distal do intestino delgado sdo gram-positivas
e aerObias. Ja a partir do ileo distal, as bactérias gram-
negativas sdo as mais frequentes. No presente estudo houve
predominio de bactérias gram-positivas na por¢do medial do
intestino delgado, e estas bactérias aumentaram em ambos
os grupos esplenectomizados. Tanto a microbiota da regido
distal e proximal do intestino delgado sdo importantes e
trazem beneficios para o hospedeiro, contribuindo na defesa
contra agentes estranhos, pois apresentam efeitos de trofismo
similares ao da mucosa intestinal, que desempenha também
papel relevante no desenvolvimento e competéncia do sistema
imunologico*. Em termos gerais, em condigdes fisioldgicas
os micro-organismos residentes do sistema digestivo sdo
indcuos ou benéficos ao hospedeiro nas suas localizagdes
normais. As bactérias residentes sdo, geralmente, limitadas
ao limen do trato intestinal, mas no caso de atingirem outros
sistemas (como exemplo, sangue ou outros tecidos), podem
causar doencas®. Assim, a integridade das vilosidades e
microvilosidades do intestino delgado permite prevenir a

passagem de micro-organismos ¢ moléculas toxicas®

que
podem causar doengas, bem como de fatores pro-inflamatdrios
do limen para a circulagdo®!. Danos as jung¢des intercelulares
epiteliais permitem que micro-organismos utilizem essas
areas afetadas como via de acesso a circulagdo sanguinea por
meio da mucosa intestinal®2.

Condigdes clinicas criticas como queimaduras, infec¢des
bacterianas,
esplancnico e obstrugdo intestinal associam-se também ao

aumento da permeabilidade da mucosa intestinal''. No presente

desnutricdo, redugcdo do fluxo sanguineo

estudo, a analise morfométrica duodenal revelou redugdo na
altura e area das vilosidades dos grupos esplenectomizados
machos e fémeas, o que pode afetar a integridade das
vilosidades e facilitar a translocacdo bacteriana, que se
relaciona com diminui¢do da fungdo do sistema imunitario
intestinal, tanto celular quanto humoral. Estudos com
pacientes sépticos demonstraram diminuigdo de IgA e IgM na
lamina propria e redugdo das imunoglobulinas na superficie
mucosa do intestino delgado. O estresse induzido pela
septicemia pode ter reduzido as imunoglobulinas, afetando
a competéncia imunologica e facilitando a aderéncia de
bactérias a superficie de enterdcitos, etapa inicial do processo
de translocagdo bacteriana!'-*.

Na analise observada
bacteriana para linfonodos mesentéricos, tanto em animais
esplenectomizados como nos controles, apesar de ter sido

presente, foi translocagdo

mais evidente em animais esplenectomizados. A translocagao
bacteriana ocorre em individuos sadios como evento fisioldgico
e necessario para geragdo de células imunocompetentes pelo
tecido linfoide associado a mucosa digestoria (GALT)!%11:34,
Além disso, pacientes imunodeprimidos, desnutridos
ou em uso prolongado de nutricdo parenteral e com cirrose
hepatica/insuficiéncia hepatica aguda apresentam maior risco
de translocagdo bacteriana®-’. Estudos mostram, também, a
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relacdo da infecgdo por Streptococcus pneumoniae mesmo
apds vacinacdo, em estudo de caso, com paciente pos-
esplenectomizado’®; pacientes com trombocitopenia imune,
que foram submetidos a esplenectomia com risco aumentado
de sepse®; associagdo da esplenectomia a pancreatite aguda
relatando a necessidade de mais estudos para que se pesquisem
0s mecanismos patogénicos relacionados a associagdo® e
maior risco de evolugdo para sepse pos-ciriirgica em criangas
menores que 15 anos esplenectomizadas, além do fato de
pacientes asplénicos com infecgdes desencadeadas por
organismos encapsulados apresentarem um risco aumentado
de 50-70% de desenvolver septicemia nos primeiros trés
anos apos o procedimento cirargico de asplénia*’. Da
mesma forma, no presente estudo foi observado que a
esplenectomia experimental pode favorecer translocacdo e,
consequentemente, sepse.

A translocacdo de bactérias gram-positivas e gram-
negativas pos-esplenectomia ¢ bem relatada na literatura.
espécies
a esse evento,

Varios autores descrevem*** gram-negativas

intestinais associadas podendo causar

infeccdo extra-intestinal: Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Enterococcus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae ¢ Proteus mirabilis. Estas bactérias intestinais,
potencialmente patogénicas, podem iniciar ou perpetuar
estado de septicemia em pacientes, que ndo apresentam
focos de infeccdo, propiciando desenvolvimento de faléncia
multipla orgénica’ 2.

No presente estudo foi observada a translocagdo bacteriana
nos grupos esplenectomizados, apos sete dias da cirurgia. Este
evento pode ter sido favorecido pela diminuigdo da evolugdo
do peso corporal, alteragdo da microbiota intestinal e alteragdes
da mucosa duodenal; e todos estes fatores podem ter sido
influenciados pelo estresse do pos-operatorio. O tempo de analise
superior a sete dias ndo foi utilizado para diminuir a interferéncia
cirtirgica devido a debilidade dos animais asplénicos. Em estudo
piloto, realizado anteriormente, pelos mesmos pesquisadores,
foi demonstrada a morte subita dos animais apds este periodo.
Desta forma, outros estudos deverdo ser realizados, a fim de
esclarecer a interferéncia da esplenectomia na translocagdo
bacteriana, diminuindo assim, a influéncia do trauma pos-
cirurgico. Os animais machos esplenectomizados foram mais
acometidos pela sepse, o que poder ser explicado pelo grau de
eficiéncia do sistema imunoldgico destes animais. Entretanto,
mais estudos sdo necessarios para avaliagdo deste mecanismo
em relag@o ao sexo.

4 Conclusao

Na primeira semana pos-esplenectomia foi observada

translocagdo de Dbactérias intestinais nos animais
esplenectomizados para linfonodos mesentéricos, figado,
sangue portal e sangue periférico. Assim, sugere-se que
infecgdes pos-esplenectomiais possam ser causadas pelos
proprios componentes da microbiota intestinal, em razdo da

translocagao bacteriana.

J Health Sci 2016;18(3):278-85
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