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1 - RESUMO

A pancreatite aguda apresenta alta taxa de morbimortalidade, notadamente
quando associada a infecgao da necrose pancreatica. O mecanismo exato para esta
ocorréncia ainda nao foi totalmente elucidado, mas, possivelmente, € oriunda da
translocacao bacteriana decorrente da disfungdao da barreira intestinal. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo dietética com bactérias
probidticas (BP) na resposta a pancreatite aguda (PA) induzida em ratos pela
inoculacao de taurocolato de sodio a 5% no ducto biliopancreatico. Cinqlenta ratos
Sprague-Dawley foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos: 1 — operagao
simulada, com manipulagéo de 6rgaos intra-abdominais; 2 — indugdo de PA, sem
suplementacao de BP; 3 — suplementagao dietética com BP, seguida por indugao de
PA; 4 — indugcdo de PA, seguida por suplementacdo dietética com BP; e 5 —
suplementacéao dietética com BP, antes e apos a indugdo de PA. A suplementagao
de BP se deu pela administracdo por via intragastrica de 4 x 10° unidades
formadoras de col6nias (UFC), divididas em duas etapas por dia. Foram coletadas
amostras sanguineas para analise das concentragdes séricas de amilase, lipase,
glicose e calcio, além de contagem leucocitaria, imediatamente antes do
procedimento, e apds 24 e 48 horas. Apos a morte dos animais, seguiu-se nova
laparotomia para retirada de amostras de liquido peritoneal, linfonodo ileal,
pancreas, baco e figado, para analise microbiolégica e histopatolégica. Na
comparagao simultdnea entre os cinco grupos, foram observadas diferengas
significativas para contagem leucocitaria, na hora 24, e para amilasemia e lipasemia,
nas horas 24 e 48 apés a indugédo da PA. Considerando-se somente os grupos de
animais em que ocorreu a indugdo de PA (grupos 2, 3, 4 e 5), nao se observou

diferenca para quaisquer dos parametros avaliados. No que concerne a colonizagao



bacteriana dos 6rgaos, entre estes mesmos quatro grupos, também nao se observou
diferengca. Quando considerados apenas os grupos de animais que receberam BP
(grupos 3, 4 e 5), observou-se maior ocorréncia de contaminacao do linfonodo ileal e
de hemorragia pancreatica, em comparagao aos demais grupos. Nossos resultados
sugerem que a suplementacao dietética com esta combinagao de cepas de BP em
animais submetidos a inducdo de PA ndo modifica o perfil dos marcadores
bioquimicos avaliados e da contagem leucocitaria, mas aumenta o indice de
translocagcdo bacteriana para o linfonodo ileal e a ocorréncia de hemorragia

pancreatica.



2 - ABSTRACT

Acute pancreatitis presents high rates of morbidity and mortality, mainly when
it is associated with infection of pancreatic necrosis. The mechanism of this
occurrence has not been fully elucidated, but may possibly be due to the bacterial
translocation caused by disruption of the intestinal barrier. The objective of the
present study was to determine the effect of dietary supplementation with probiotic
bacteria (PB) on acute pancreatitis (AP) induced in rats by the inoculation of 5%
sodium taurocholate into the biliopancreatic duct. Fifty Sprague-Dawley rats were
randomly divided into five groups: 1 — sham-operated, with manipulation of intra-
abdominal organs; 2 — induction of AP, without supplementation with PB; 3 — dietary
supplementation with PB followed for induction of AP; 4 — induction of AP followed by
dietary supplementation with PB; and 5 — dietary supplementation with PB before
and after the induction of AP. 4 x 10° colony-forming units (CFU) of probiotic bacteria
were directly administered into the stomach, divided into two stages per day. Blood
samples were collected for the determination of serum levels of amylase, lipase,
glucose, and calcium and for leukocyte counts immediately before (0 hour) and 24
and 48 hours after the surgical procedure. The animals were sacrificed and ileal
lymph nodes and fragments of pancreas, spleen, and liver were obtained.
Comparison of the five groups of animals revealed significant differences in leukocyte
count at 24 hours and in amylasemia and lipasemia at 24 and 48 hours after AP
induction. Considering only the groups with AP induction (groups 2, 3, 4, and 5),
there was no difference in any of the parameters assessed or in bacterial
colonization of the organs. When considering only the groups of animals that
received PB (groups 3, 4, and 5), a greater occurrence of lymph node contamination

and of pancreatic hemorrhage was observed compared to the other groups. The



present results suggest that dietetary supplementation with this combination of PB in
animals submitted to the induction of AP does not modify the profile of the
biochemical markers evaluated or the leukocyte count, but increases the rate of

bacterial translocation to lymph nodes and the occurrence of pancreatic hemorrhage.



3 - INTRODUGAO

Na pancreatite aguda (PA), apdés o inicio do processo agressor, ocorre
ativacao e liberacao intersticial de enzimas pancreaticas, com desenvolvimento de
processo inflamatério e autodigestdo da glandula e de tecidos peripancreaticos.’
Frequentemente, o inicio do quadro apresenta similaridade na maioria dos
pacientes, com curso autolimitado, se o tratamento precoce é instituido.? Entretanto,
em cerca de 25% dos casos pode ocorrer uma evolugao desfavoravel, com quadro
de necrose pancreatica extensa, associada com uma taxa de mortalidade que pode
atingir 75% dos casos.?

A PA desenvolve uma complexa cascata de eventos imunoldgicos que afetam
tanto a sua patogénese quanto o curso da doenca.’ Atualmente, é amplamente
aceito que a ativagao precoce das enzimas digestivas dentro das células acinares é
o evento critico inicial que conduz a autodigestdo pancreatica, edema, danos
vasculares, hemorragia e necrose.’

Independentemente do fator desencadeante, esta enfermidade pode evoluir
em trés fases: inflamacéo local, resposta inflamatéria generalizada e, como estagio
final, a disfuncdo de multiplos 6rgdos (MODS).* Uma série de moléculas, como
mediadores inflamatoérios, desempenham um papel fundamental na patogénese da
PA e na resposta inflamatéria sistémica desencadeada. As citocinas liberadas
parecem levar a ativacdo do sistema imune, propiciando aumento moderado da
doenca local e das complicacdes sistémicas.® Participam da fisiopatologia dessa
enfermidade mediadores pro-inflamatérios (fator de necrose tumoral alfa — TNF-a,
interleucina-1B — IL-1pB, interleucina-6 — IL-6, fator de ativac&o plaquetaria — PAF e
interleucina-8 — IL-8) e antiinflamatérios (principalmente interleucina-10 — IL-10, fator

complemento 5a — C5a, receptor antagonista da IL1— IL-1ra e interleucina 4 — IL-4),



sendo a expressao de inumeros deles regulada por fatores de transcricdo, como o

fator nuclear kappa-beta (NF-kB).>°®

O NF-«xB é uma proteina que promove o aumento de multiplos genes pela
ativacdo da sua transcricdo. Ja esta bem documentado que genes inflamatdrios
associados com o processo inflamatério e a resposta imune estdo situados no
dominio ligado a esse fator, que desempenha uma importante fungdo em sua
expressdo.® Portanto, a ativacdo do NF-kB aumenta o recrutamento das células
inflamatédrias e a producdo de mediadores pro-inflamatdrios, exacerbando a resposta
inflamatoria.®

As complicagdes infecciosas tém sido consideradas as causas mais
frequentes de mortalidade em pacientes com PA, especialmente quando associada
a infeccdo da necrose pancreatica.”® A infecgdo pode determinar a ocorréncia de
sepse, uma persistente resposta inflamatoria e, por ultimo, a disfungdo de multiplos
érgdos (MODS).? O exato mecanismo pelo qual essa infecgdo ocorre ainda néo esta
totalmente elucidado, porém estudos recentes sugerem que possa se dever a
translocacéo bacteriana intestinal.™
O termo translocag¢ao bacteriana (TB) foi primariamente utilizado e definido

1214 sendo definido

por Berg e Garlington (1979),"" e sustentado por outros autores,
como a passagem de microorganismos patogénicos e nao-patogénicos e/ou de seus
produtos, tais como endotoxinas, do lumen intestinal, através da mucosa epitelial,
para linfonodos mesentéricos e, possivelmente, para outros érgéos, como figado,
baco, pancreas e para o sangue.'™*

Mais recentemente, tem-se sugerido que a TB do lumen intestinal se constitui

na principal fonte de bactérias que alcangam e contaminam a necrose

pancreatica.’®'®>"” Os microorganismos responsaveis pela infecgdo pancreatica



secundaria sao, habitualmente, bactérias gram-negativas, como as que colonizam o
trato gastrointestinal, o que corrobora a hipétese de disfuncdo da barreira
intestinal.’®'®'® Assim, o intestino parece ser um dos principais érgdos implicados na
evolugdo da PA para a sua forma mais grave.'>?%?'

Diante disto, estudos clinicos e experimentais tém aumentado o interesse
acerca da fisiopatologia da TB na pancreatite aguda e nas suas causas provaveis.
Como determinantes para a sua ocorréncia, tém sido identificados e implicados
alguns eventos que parecem acontecer precocemente apds o inicio da PA, como:
(1) o supercrescimento bacteriano no intestino delgado; (2) a faléncia da barreira
intestinal; e (3) a resposta pré-inflamatoria.'1%19:22

Como maior érgdo imune do corpo, o papel do intestino ndo se restringe a
proteger o organismo contra a invasao de bactérias luminais, mas ele também atua
como um orgdo secretor de citocinas pré- e antiinflamatérias.”®> A submucosa
intestinal desempenha um importante papel no mecanismo de defesa, mediante a
acao de seus macréfagos e do tecido linféide associado ao intestino (GALT), que é
um dos principais produtores corporais de imunoglobulina A (IgA).?*% A IgA
secretéria previne a penetracdo bacteriana na mucosa intestinal pela captura da
bactéria no muco.?* Em contraposicdo, a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias
pelas células imunes do intestino contribui, sobremaneira, para a sindrome da
resposta inflamatdéria sistémica (SIRS), como parte da resposta geral do
hospedeiro.?®

A integridade estrutural e funcional da mucosa intestinal, associada a uma

flora adequada, representa uma barreira a invasao de microorganismos patogénicos,

de antigenos e de componentes nocivos que possam estar presentes no lumen



intestinal. Em individuos saudaveis, essa barreira é estavel, exercendo sua fungao
normal e assegurando resisténcia imunoldgica ao hospedeiro.?*

A microbiota intestinal constitui um mecanismo de defesa para o hospedeiro
ainda pouco conhecido. Embora existam bactérias distribuidas ao longo de todo o
intestino, sua maior concentracdo encontra-se no colén.?®?” No adulto saudavel,
essa microbiota é responsavel por 35% a 50% do volume contido no coldn, possui
mais de 500 espécies diferentes que colonizam o trato gastrointestinal apds o
nascimento e permanece relativamente constante durante a vida.?*2®

Entretanto, a composicdo desta flora bacteriana intestinal pode sofrer
influéncia de inumeros fatores, como p.ex. condi¢des fisioldégicas do hospedeiro
(idade e estresse), composi¢cao da dieta, circunstancias ambientais (contaminagao
por patdgenos, uso de medicamentos) e processo digestivo (pH, tempo de transito
intestinal, disponibilidade de substratos).24 Estes fatores podem induzir um
desequilibrio na flora (disbiose), caracterizado pelo declinio de bactérias benéficas e
pelo aumento de bactérias potencialmente patogénicas.

A faléncia da barreira intestinal, decorrente da falta do estimulo funcional, da
menor motilidade intestinal, da auséncia de secre¢des, da diminuicdo na perfusao
intestinal, da falta de suporte nutricional e de nutrientes especificos (prebioticos)
para a nutricdo de bactérias benéficas (probidticos), aliada ao supercrescimento
bacteriano, parece constituir-se em via de contaminagao pancreatica continua que
ocorre nos pacientes com PA grave.'®?® Adicionalmente, na PA observa-se também
uma disfungdo da barreira endotelial, caracterizada pela perda da integridade
capilar, resultando em permeabilidade capilar aumentada, exsudacido plasmatica e
edema tecidual, além de superativacdo de células endoteliais, com aumento na

produgao e liberagéo de citocinas, de radicais livres de oxigénio e de leucotrienos.?®



Todos esses eventos contribuem para a faléncia da barreira intestinal e para a
exacerbacao da resposta sistémica inflamatéria na PA. Desta forma, a manutencéao
da homeostase intestinal constitui um fator preponderante na terapéutica na PA.?

O uso profilatico de antibidticos na PA, com o intuito de destruir a flora
intestinal, evitando a TB para se prevenir as complicagdes infecciosas, vem sendo
fonte de intenso debate. Estudos e uma recente meta-analise, a partir de seis
estudos randomizados e controlados, levou a conclusdo de que o uso profilatico
desses farmacos nao previne a infeccao da necrose pancreatica e a mortalidade

30,31

nessa doenca. Além disso, o seu uso indiscriminado esta associado a

32,33

complicagdes, como infecgdes por fungos e resisténcia a esses farmacos, e

inumeras alternativas ao seu uso vém sendo sugeridas, como a utilizagdo de
bactérias probidticas (BP).?%3*

Probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que exercem efeitos
benéficos no organismo, quando ingeridos em nutimero suficiente.?®*>® Apresentam
diversos mecanismos de ag¢ao, como antagonista a patégenos, efeito tréfico nas
mucosas, imunoestimulacdo do hospedeiro e inibicdo da producdao de toxinas
bacterianas.?®**%" A estimulagdo da mucosa e do sistema imunoldgico do

hospedeiro pelos probiéticos foi evidenciada em estudos experimentais,

e parece
ocorrer a partir da capacidade de adesao dos microorganismos as células intestinais
e da interagdo com o GALT.®

No lumen intestinal, algumas cepas probiodticas previnem o supercrescimento
de bactérias patogénicas, por meio da produg¢ao de acido latico e por competicado em

seu crescimento.*® Podem também preservar ou melhorar a fungdo da barreira

intestinal, pela prevencdo da aderéncia bacteriana ao epitélio intestinal, inibicdo das



10

alteragbes patogénicas na permeabilidade intestinal e inibicdo das reacdes pro-
inflamatdrias estimuladas nos enterdcitos por bactérias patogénicas.*'*?

Estudos em humanos, na vigéncia de PA, tém mostrado que a suplementacgao
de probioticos determina taxas significativamente inferiores de abscesso pancreatico
e de infeccdo da necrose pancreatica.>*** Os probidticos podem, entdo, se constituir
em uma importante ferramenta na prevencao da colonizagdo pancreatica e na
reducdo da morbidade na PA grave.®**

Mangiante et al (2001) demonstraram, em ratos, a diminuigcdo dos niveis
séricos de marcadores de TB em linfonodos mesentéricos e em tecido pancreatico,
quando realizaram suplementacao dietética com o probidtico L. plantarum, antes e
apo6s a indugéo de PA. Estes autores observaram que, no grupo de animais tratado
com probidticos, apenas um dos 20 linfonodos apresentava colonizagao bacteriana,
em contraposi¢cao a 14 linfonodos colonizados no grupo controle. Também foram
detectadas colonizagbes bacterianas no tecido pancreatico de dez animais do grupo
controle, com as mesmas bactérias presentes nos linfonodos.** Os resultados deste
estudo ndao somente sugerem o efeito protetor do probidtico, como também
suportam a teoria da TB na patogénese da infec¢gao da necrose pancreatica.

Similarmente, Van Minnen et al (2007), em estudo experimental com indugao
de PA em ratos suplementados com multiespécies de BP, antes e apds a inducéo da
PA, mostraram redugdo do crescimento de bactérias patogénicas no grupo
intervencdo e da ocorréncia de TB para outros 6rgaos, principalmente para o
pancreas, resultando em diminuicdo da morbimortalidade.*® Entretanto, parece

existir um limiar para modulacdo da barreira intestinal pelos probidticos, uma vez

que ndo parece ocorrer protecdo apds ocorrer a sua ruptura.?
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A importancia da manutencdo de uma flora intestinal adequada foi
reconhecida ha longo tempo, despertando a atengdo da comunidade cientifica para
a utilizagao de nutrientes funcionais, como as BP. Contudo, apenas recentemente se
ateve especificamente ao seu potencial como agentes preventivos e terapéuticos em
doencas do trato gastrointestinal. Assim, considera-se relevante avaliar os efeitos da
suplementacao de bactérias probidticas, antes e apds a inducao da PA em ratos, e a
sua repercussao nos niveis séricos de marcadores habitualmente utilizados nessa

enfermidade e na ocorréncia de TB.
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4 - OBJETIVOS
Objetivo geral
Avaliar a agdo da suplementacdo dietética com bactérias probidticas na

resposta a pancreatite aguda induzida em ratos.

Objetivos especificos

Verificar se a suplementagao dietética com bactérias probidticas modifica o
perfil de marcadores séricos habitualmente utilizados na avaliagado prognéstica e no
acompanhamento da pancreatite aguda.

Determinar se a suplementacao dietética com bactérias probidticas previne ou

diminui a TB intestinal na pancreatite aguda.
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5 - METODO

Utilizou-se um modelo experimental com ratos Sprague-Dawley submetidos a
inducdo de pancreatite aguda por inoculagdo de taurocolato de sodio a 5%
(Taurocholic acid® — Sigma®) no ducto biliopancreatico, com ou sem suplementacéo
de bactérias probidticas (BP). Foram coletadas amostras sangliineas dos animais,
no momento da indugédo da pancreatite aguda ou da operagao simulada e apés 24 e
48 horas, para analise sérica dos niveis de amilase, lipase, glicose e calcio e para
contagem de leucécitos. Realizou-se analise microbiolégica no linfonodo ileal e em
segmentos de pancreas, bago e figado para a identificagdo de microorganismos
aerobicos. Também se procedeu a analise morfolégica, sob microscopia O6ptica
(Olympus® BX51), de segmento pancreatico, avaliando a presenca ou auséncia de
esteatonecrose, lise acinar, hemorragia e infiltrado leucocitario.

Todos os animais foram provenientes do Biotério do Laboratério de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro e receberam ragao apropriada para ratos (Focus 1722 Roedores® —
Agroceres) e agua ad libitum.

Os ratos foram alojados em gaiolas individuais, em biotério climatizado, com
foto-periodos diarios de 12 horas.

A experimentagao foi realizada no Laboratério de Cirurgia Experimental, com
a colaboragdo de docentes das Disciplinas de Anatomia Patolégica e de
Microbiologia, e do Laboratério de Lipides (LabLip) da Faculdade de Ciéncias

Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).
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5.1 — ANIMAIS E GRUPOS
Foram utilizados 50 ratos Sprague-Dawley machos adultos, com peso inicial
entre 240 e 280 g. Os animais foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos,
cada um com dez animais, a saber:
> 1 — controle — operagao simulada, com manipulagéo de 6rgaos

intra-abdominais;

> 2 — inducgao de pancreatite aguda, sem suplementacao dietética
com BP;
> 3 — suplementacéao dietética com BP durante sete dias, seguida

por indugao de pancreatite aguda;

> 4 — indugdo de pancreatite aguda, seguida por suplementagao
dietética com BP por dois dias;

> 5 — suplementacao dietética com BP antes, durante sete dias, e

apos a indugao de pancreatite aguda, durante dois dias.

5.2 - COMPOSIGAO DA RAGAO

A racdo padrdo utilizada (Focus 1722 Roedores® — Agroceres) continha:
fésforo (minimo) — 0,8%; proteina bruta (minimo) — 22%; extrato etéreo (minimo) —
4%; matéria fibrosa (maximo) — 8%; matéria mineral (maximo) — 9%; calcio (maximo)
—1,4%; e umidade (maximo) — 13%. Ela era enriquecida com vitamina A, vitamina E,
vitamina Ks, vitamina B4, vitamina By, vitamina Bg, vitamina Bi2, niacina, acido
pantoténico, acido folico, biotina, colina, DL-metionina, lisina, aditivo antioxidante,

ferro, zinco, cobre, iodo, manganés, selénio e cobalto.
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5.3 — SUPLEMENTAGAO DIETETICA COM BACTERIAS PROBIOTICAS

A suplementacgao dietética com BP nos diferentes grupos de animais (3, 4 e
5), no periodo pré-determinado (durante sete dias pré-indugao e/ou dois dias pos-
indugao de pancreatite aguda), foi realizada pela administragdo por via intragastrica
de 4 x 10° unidades formadoras de coldnias (UFC), dividida em duas etapas por dia,
em bolus, com a utilizagdo de um cateter orogastrico, sempre no mesmo horario.

Os grupos de animais estipulados para nao receberem a suplementacédo de
BP (1 e 2) receberam o0 mesmo volume de agua, administrados na forma e periodo
similares, para que todos os ratos fossem submetidos a mesma manipulagao que os
animais dos grupos-intervencéo.

Para a administragcdo das BP, foi utilizado o Ther-Biotic™ Complete (Klaire
Labs®), que é composto por Lactobacillus rhamnosus, (L. rhamnosus) L. acidophilus,
L. casei, L. plantarum, L. salivarius, L. bulgaricus, L. helveticus, Bifidobacterium
longum (B. longum), B. bifidum, B. infantis, B.brevis e Streptococcus thermophilus. O
produto é comercializado em capsulas que contém, cada uma, 6 x 10°, 3 x 10°, 2,5 x
10°, 2,0 x 10°%, 2 x 10°, 1 x 10°, 0,5 x 10%, 1 x 10%, 5 x 10%, 0,5 x 10%, 0,5 x 10° e 1 x
10° de UFC das bactérias supracitadas, respectivamente, em cada capsula.

De forma a atingir a concentracdo desejada (4 x 10°UFC), o contetido de cada
capsula foi dissolvido em 31 ml de agua destilada estéril e cada animal dos grupos
3, 4 e 5 recebeu 2,5 ml da solugado, duas vezes por dia, diariamente, de acordo com

o estipulado para cada grupo-intervengéo.

5.4 — CONTROLE DE PESO E DE INGESTAO DE RACAO E AGUA
O peso dos ratos, bem como a ingestdo de racdo e agua, foram avaliados

diariamente, sempre no mesmo horario. O peso dos animais foi aferido em balanca
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de precisdo (Adventure™ — Ohaus). O consumo de ragdo foi mensurado pelo
controle do resto-ingestdao da ragao fornecida. A agua foi ofertada em recipientes
graduados em mililitros, sendo o consumo também aferido pelo controle do resto-

ingestao.

5.5 — INDUGAO DA PANCREATITE AGUDA

Apos jejum de 12 horas, os animais de todos os grupos foram submetidos a
anestesia com cetamina (Cloridrato de Cetamina a 10%® — Agener), na dose de 80
mg/kg, e xilazina (Calmiun® — Agener), na dose 12 mg/kg, por via intraperitoneal, e
posterior tricotomia da parede abdominal. A anti-sepsia da parede abdominal foi
realizada com solugdo de iodopovidona com 1% de iodo ativo (Povidine
degermante® — JohnsonDiversey) e, em seguida, com solugao de iodopovidona com
10% de iodo ativo (Povidine alcodlico® — Sidepal). Todo o procedimento foi realizado
sob condicao estéril, com utilizacdo de um kit de instrumentos cirurgicos para cada
animal, obedecendo-se a todos os cuidados de assepsia e anti-sepsia.

Os animais foram fixados na mesa operatéria e submetidos a laparotomia
mediana supra-umbilical, com cerca de 3 cm de extensao.

Nos animais do grupo 1, foi realizada apenas a manipulagéo dos érgaos intra-
abdominais, seguida do fechamento da cavidade abdominal.

Nos animais dos grupos 2, 3, 4 e 5, depois de aberta a cavidade abdominal, o
figado dos animais foi posicionado superiormente, para visualizacdo do ducto
biliopancreatico. O ducto foi dissecado e reparado com fio de linho 2-0 (Linho® -
Ethicon®). Para a melhor visualizagdo das estruturas anatdmicas, utilizou-se uma

lupa RT 202.03 (Ritek® — Taiwan), para ampliacdo da imagem (5x).
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A PA foi induzida pela inoculagéo de 0,2 uL de taurocolato de sédio a 5%
(Taurocholic acid® — Sigma) no ducto biliopancreatico dos animais, com agulha 0,45
x 13 cm (Plascalp®) acoplada a uma seringa com capacidade para 1 ml (3/10cc —
BD®), a uma taxa de infusdo de 0,1 pyL/min, sob pressdo manual. Para manter
constante e amortecer a pressao de infusdo da substancia, foi criada uma camara

gasosa no interior da seringa. (Figura 1)

Figura 1. Inducao de PA: inoculagao do taurocolato de sédio a 5% no

ducto biliopancreatico de rato.

Em todos os grupos de animais, ao se proceder ao fechamento da parede

abdominal, (em dois planos — peritdnio-aponeurético e pele, com fio de sutura de

®
poliglecaprona 3-0 [Prolene - Ethicon]), foram inoculados 50 ml/kg de solugéo de
cloreto de sodio a 0,9% no tecido celular subcutédneo. Esta inoculagéo foi repetida
diariamente, até a morte dos animais, com o intuito de se manter uma hidratagao

adequada.
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ApOs a recuperagao anestésica, os animais tiveram acesso irrestrito apenas a

agua, e foram mantidos em gaiolas individuais.

5.6 — COLETA DAS AMOSTRAS SANGUINEAS

Sob anestesia com cetamina (Cloridrato de cetamina a 10%® — Agener) e
xilazina (Calmiun® — Agener), por via intraperitoneal, foram coletadas amostras
sanguineas dos animais, por pungado cardiaca, para analise sérica de amilase,
lipase, glicose, calcio e para contagem de leucdcitos. A primeira amostra foi coletada
imediatamente antes da indugdo da PA (hora 0). Mais duas amostras foram
coletadas, apds 24 e 48 horas da indugao da PA.

A pungdo cardiaca foi realizada com agulha 0,45 x 13 cm (Plascalp®),
acoplada a uma seringa de 5 ml (Injet® — Plascalp). No local da pungao, realizou-se
anti-sepsia com solugdo de iodopovidona com 10% de iodo ativo (Povidine
alcodlico® — Sidepal).

O sangue coletado foi imediatamente acondicionado em tubos especificos, a
saber:

e Vacutainer (Vacuette®), com capacidade para 4 ml, com anticoagulante
EDTA - 0,5 ml, para a contagem de leucécitos;

e Vacutainer (Vacuette®), com capacidade para 8 ml, com gel separador
por densidade e sem anticoagulante — 1,5 ml, para as dosagens
bioquimicas.

Apos a coleta sanguinea, os tubos foram acondicionados em recipientes

térmicos e encaminhados diretamente para a realizagao das analises laboratoriais.
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5.7 — ANALISE LABORATORIAL

A anadlise laboratorial foi realizada no laboratério de Lipides (LabLip) da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ), por profissional capacitado que nao tinha conhecimento dos grupos de

animais em estudo.
Para a analise laboratorial, foram utilizados os seguintes métodos:

e Contagem de leucécitos — impedancia;
e Glicose — glicose oxidase/peroxidase;
e Calcio — azul de metiltimol — MTB;

e Amilase — substrato direto;

e Lipase — 6-metilresorufina.

Para a analise dos niveis séricos de glicose, calcio e amilase, foi utilizado o
equipamento analisador automatico A15° (BioSystems®), com emprego do kit
reagente BioSystems®; para analise dos niveis séricos da lipase, foi utilizado o
mesmo analisador automatico, com emprego do kit reagente Roche® para a
contagem leucocitaria, utilizou-se o0 equipamento contador hematoldgico

automatizado KX-21N (Sysmex®).

5.8 - REMOGAO DAS PEGCAS OPERATORIAS

Logo apds a ultima coleta sanguinea (48 horas apds a laparotomia inicial),
sob anestesia com cetamina (Cloridrato de cetamina a 10%® — Agener) e xilazina
(Calmiun® — Agener), por via intraperitoneal, procedeu-se a nova laparotomia

mediana para abertura da cavidade abdominal do animal para a coleta de liquido
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peritoneal, de linfonodo ileal e de fragmentos de pancreas (dois fragmentos), figado
e baco para analise histoloégica e microbioldgica.
ApoOs a remocao das amostras, os animais foram mortos por sobredose

anestésica e submetidos ao fechamento da parede abdominal em dois planos

®
(peritdnio-aponeurodtico e pele), com fio de sutura de poliglecaprona 3-0 (Prolene —

Ethicon).

5.9 — ESTUDO MORFOLOGICO

O tecido pancreatico foi processado em solucdes crescentes de alcool e xilol,
e, em seguida, incluido em blocos de parafina e cortado, com o auxilio de um
micrétomo (Olympus® cut 4060), em fatias de 4 um de espessura. As laminas,
preparadas a partir dessas fatias, foram submetidas a coloragdo por hematoxilina e
eosina. Apos as coloragdes, as laminas foram analisadas em microscopio éptico

(Olympus® BX51).

Para a avaliagdo histopatoldégica da PA, foram verificadas a presenca ou
auséncia dos seguintes parametros: esteatonecrose, lise acinar, hemorragia e
infiltrado leucocitario. A estes parametros, atribuiu-se uma gradacao, de acordo com
a intensidade de acometimento individual do parénquima pancreatico dos animais: 0

—ausente; 1 — leve; 2 — moderado; e 3 — acentuado.

5.10 - ESTUDO MICROBIOLOGICO

O liquido peritoneal foi coletado com agulha (0,80 x 30 mm), acoplada a
seringa de 3 ml (Injet® — Plascalp) e acondicionado em frascos estéreis (Ependorff),

com capacidade para 1,5 ml. O linfonodo ileal e os segmentos de pancreas, bago e
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figado também foram colocados em frascos estéreis (Ependorff) e submetidos a
cultura para microorganismos aerdbicos.

Imediatamente apdés chegarem ao laboratério, as amostras foram
armazenadas em geladeira, a temperatura de 6 °C. O intervalo de tempo decorrido
entre a chegada do material no laboratorio e a realizagéo dos procedimentos para a
cultura bacteriana nao excedeu o periodo de trés horas.

Um fragmento de aproximadamente 2 mm de cada érgao foi colocado em um
tubo de ensaio contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI® — Oxoid Ltd, Basingstoke —
Hampshire, Inglaterra) e incubado a uma temperatura de 36 °C, durante 24 horas.
Apos esse periodo, foi observada a presenca de crescimento bacteriano e
identificado o tubo correspondente. Apenas dos tubos onde ocorreu o crescimento
bacteriano, foram retirados 0,01 ml da solucdo, com o uso de alca calibrada, que
foram transferidos, imediatamente, para outro tubo contendo caldo BHI®. Apos 24
horas, foi observada a presenca de crescimento bacteriano e identificado o tubo
correspondente.

As amostras crescidas foram semeadas em placas de Petri contendo o meio
de cultura Agar-sangue (Oxoid Ltd®, Basingstoke — Hampshire, Inglaterra) e
incubadas por mais 24 horas. Em seguida, foi executado o método de coloragao de
Gram, para separa-las em grupos distintos. Ambas as amostras, Gram-positivas e
Gram-negativas, foram submetidas a provas bioquimicas especificas.

As amostras Gram-negativas foram isoladas em placa de Petri contendo o
meio de cultura Cystine Lactose Electrolyte Deficient (CLED®). Apds 24 horas de
incubacdo em estufa a 36 °C seguiram-se as provas bioquimicas especificas. Para
as amostras Gram-positivas, foram aplicados os testes da catalase (H»O;) e da

coagulase (plasma de coelhos ndo imunizados).
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Para as amostras Gram-negativas — enterobactérias — foram aplicados os
seguintes testes bioquimicos: S.I.M — sulfeto (H,S)-indol-mobilidade (Merck KGaA® —
Darmatadt, Alemanha), D.A.U. — duplo acucar (glicose e lactose) + uréia *° e Agar
Citrato Seg Simmons (Merck® — Brasil) e CITRATO (Moeller Decarboxylase® —
Becton Dickinson SA — Franca).

Para as amostras Gram-negativas — ndo fermentadoras — foram utilizados os
seguintes testes bioquimicos: Base Descarboxilase — Arginina (Moeller
Decarboxylase® — Becton Dickinson SA — Franga), ORNITINA (Moeller
Decarboxylase® — Becton Dickinson SA — Franca) e LISINA (Moeller
Decarboxylase® Becton Dickinson SA — Franca) e OF glicose (Hugh-Leifson —

Merck KGaA® — Darmatadt, Alemanha).

5.11 — ANALISE ESTATISTICA

Na comparagdo das médias dos pesos corporais, da ingestdo de agua e do
consumo de ragdo dos animais entre os grupos, assim como para a avaliagao do
efeito da suplementacdo das BP sobre os marcadores bioquimicos e sobre a
contagem leucocitaria, foi realizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis e o
pos-teste de Dunn (utilizado para comparagao dos grupos de animais, dois a dois).

Para avaliar o efeito da suplementacdo de BP sobre a TB, considerando-se o
percentual de contaminagdo dos érgaos (pancreas, figado, bacgo, linfonodo ileal) e
liguido peritoneal dos animais, e na avaliacdo da gravidade dos parametros
histopatoldgicos (protedlise, esteatonecrose, hemorragia e infiltrado leucocitario)
entre os animais de todos os grupos de estudo e na comparagao entre dois grupos

(sem e com suplementacéo de BP), foi utilizado o teste exato de Fisher.



23

Para todas as analises, foi estabelecido um valor de p < 0,05 como critério

para a rejeigao da hipétese nula de similaridade dos grupos.

5.12 - ASPECTOS ETICOS NOS CUIDADOS COM ANIMAIS

O projeto desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro. Todos os procedimentos seguiram, rigorosamente, a

regulamentagao existente sobre experimentacdo com animais.*’*®
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6 — RESULTADOS

6.1 — EVOLUGAO DOS ANIMAIS

Sete animais evoluiram para 6bito, dois do grupo 1 (operagao simulada), dois
do grupo 2 (inducdo de PA, sem suplementacdo de bactérias probidticas), um do
grupo 3 (suplementacao de bactérias probidticas antes da indugao de PA) e dois do
grupo 4 (suplementacao de bactérias probiodticas apds indugao de PA), todos apds a
coleta da primeira amostra sanguinea. A necropsia desses animais revelou a
presenca de grande quantidade de coagulos sanguineos no saco pericardico,
sugerindo a ocorréncia de tamponamento cardiaco, decorrente da pung¢ao cardiaca
realizada para a coleta de sangue. Nesses grupos, os animais que evoluiram para
Obito foram excluidos das analises.

Todos os demais animais apresentaram recuperacao satisfatéria apos o
procedimento cirurgico e as primeiras coletas sanguineas. A partir dai, e até 48

horas apos, comegaram a apresentar ascite e progressiva prostracao.

6.2 - EVOLUGAO DO PESO CORPORAL, INGESTAO DE AGUA E DE RAGAO

6.2.1 — Peso corporal

Nao houve diferenga no peso corporal dos animais dos cinco grupos, tanto no
inicio do experimento (D1 — dia do inicio do experimento) quanto no momento da
operagao simulada nos animais do grupo 1 e da indugédo da pancreatite aguda nos
animais dos grupos 2, 3, 3 e 5 (D7). No que se refere a comparagcado das médias dos
pesos dos animais nos cinco grupos, também ndo foi observada diferenga
significativa. Os valores dessas variaveis, assim como os desvios-padrao, podem ser
observados na tabela 1. A evolugdo dos pesos médios dos animais entre D1 e D7

pode ser observada na figura 2.
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Nao se observou diferenga na ingestdo média tanto de agua quanto de ragao

entre os diversos grupos de animais, entre D1 e D7. (Tabela 1)

Tabela 1. Valores de média + desvio padrao das seguintes variaveis: consumo

médio de ragao e de agua, peso corporal médio e peso corporal em D1 e D7,

nos cinco grupos de animais.

Variavel Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Teste de
1 2 3 4 5 Kruskal-
Wallis (p)
Consumo médio 19,73+ 20,056+ 20,75+ 20,19+ 20,51+ 0,82
diario de racao (g) 1,97 2,18 2,64 2,52 1,92
Consumo médio 43,69+ 43,75+ 4290+ 423+ 43,01+ 0,89
diario de 4gua (ml) 3,35 6,03 4,89 6,84 3,00
Peso corporal 275,20 271,63+ 268,70+ 262,79+ 268,85+ 0,65
médio (g) +20,24 10,79 11,82 14,64 8,98
Peso corporal 270,46 264,62+ 262,46+ 258,42+ 262,92+ 0,51
médioem D1 (g) +18,55 12,51 12,4 11,34 9,17
Peso corporal 279,02 277,06+ 273,77+ 257,63+ 272,39+ 0,69

médio em D7 (g) +21,14 11,37 13,93 43,60 12,65

g — grama; ml — mililitros; + — desvio padrao
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Figura 2. Evolugao do peso corporal médio dos animais, entre D1 e D7.

6.3 - EVOLUGAO DOS RESULTADOS DOS EXAMES LABORATORIAIS

Na 242 hora apds a primeira coleta sanguinea (hora 24), foi observada
diferencga significativa na contagem leucocitaria (p=0,02) na comparagao simultédnea
entre os cinco grupos de animais. Pelo pds-teste de Dunn, verificou-se que a
diferenga existente na 242 hora ocorreu apenas entre os grupos 1 e 2 (p<0,05). Nos
demais momentos (horas 0 e 48), os valores médios da contagem leucocitaria para
os cinco grupos de animais foram similares (p>0,05). (Figura 3) Os valores dessas
variaveis, assim como os desvios-padrao, podem ser visualizados na tabela 2.

Na analise das médias dos valores de glicemia dos cinco grupos, verificou-se
gue nao houve diferenga significativa em nenhum dos trés momentos (horas 0, 24 e

48) das coletas sanguineas. (Figura 4)
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Figura 3. Evolugao da contagem leucocitaria média, por grupo de

estudo, até 48 horas apds o procedimento cirurgico.

Os niveis séricos de amilase foram similares na comparagao simultanea entre
os cinco grupos de animais na hora 0, mas diferentes nas horas 24 e 48 (p=0,0001 e
p=0,039, respectivamente). Ao se realizar as comparag¢des entre os grupos (dois a
dois), em cada momento, observou-se que na 242 hora ocorreu diferenga entre os
animais dos grupos 1 e 2, grupos 1 e 3 e grupos 1 e 4 (p<0,05), enquanto na 482
hora observou-se diferenga apenas entre os ratos dos grupos 1 e 2 (p<0,05). (Figura

5A)
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Tabela 2. Valores médios dos resultados dos exames laboratoriais nos cinco

grupos de animais.

Variavel Coleta Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Teste de
sangiinea 1 2 3 4 5 Kruskal-
(hora) Wallis (p)
Leucdcitos 0 7,83 + 8,30 + 7,98 + 7,11+ 9,01 + 0,14
(103/mm?) 1,24 2,21 0,93 1,12 2,24
24 12,30 £ 7,20 £ 9,75+ 7,85+ 8,42 + 0,02
2,19 3,03 3,35 3,04 2,06
48 9,70 + 6,91 8,03 + 6,57 + 8,84 + 0,35
3,74 2,75 2,91 1,90 6,24
Glicose 0 161,50+ 193,25+ 180,55+ 186,00+ 171,90+ 0,33
(mg/dl) 29,64 39,97 21,40 26,91 46,68
24 105,62+ 117,62+ 123,22+ 108,75+ 115,50+ 0,80
12,10 29,21 32,29 29,85 32,38
48 229,37+ 164,37+ 150,66+ 152,50+ 159,70+ 0,17
92,84 100,51 35,16 47,83 49,30
Amilase 0 531,62+ 584,00+ 546,77+ 529,62+ 456,00+ 0,24
(uin) 84,74 98,39 102,00 97,20 128,80
24 497,50+ 4379,12+ 4566,22+ 4577+ 287810+  0,0001
74,21 3641,48  2745,08 4020,59  3870,23
48 778,75 344137+ 2548,33+ 1209,37 1479,70 + 0,039
134,21 4990,21  2267,61 +550,90 1642,98
Lipase 0 13,12+ 13,12+ 8,88 + 11,62 + 8,44 + 0,08
(uin 2,85 3,64 5,68 4,13 4,24
24 11,25+ 202,87+ 162,66+ 31950+ 85,50+ 0,0003
1,98 305,76 202,93 662,59 146,40
48 11,12+ 101,5+ 63,75 + 40,71 £ 32,70 + 0,005
1,88 161,17 49,87 28,25 38,04
Calcio 0 9,63 £ 9,32+ 9,62 + 9,12 + 9,75 + 0,61
(mg/di) 0,44 0,81 0,39 0,87 1,01
24 9,48 + 9,21+ 9,08 + 8,90 £ 9,07 £ 0,80
1,03 0,92 0,96 0,74 0,95
48 9,64 + 9,92 + 9,78 + 9,562 + 9,46 + 0,78
0,57 0,92 0,90 0,79 0,84
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Figura 4. Evolucgao dos niveis séricos médios de glicose, por grupo de estudo,

até 48 horas apos o procedimento cirurgico.

Os valores médios dos niveis séricos de lipase seguiram 0 mesmo

delineamento observado com os niveis de amilase. Na hora 0, ndo houve diferenca

entre nenhum dos grupos analisados. Nas horas 24 e 48, os valores encontrados na

analise entre os cinco grupos, apresentaram diferenca significativa, com p=0,0003 e

p=0,005, respectivamente. Na comparacao entre grupos (dois a dois) na hora 24

observou-se diferenga entre os grupos 1e 2, grupos 1 e 3 e grupos 1 e 4 (p<0,05), e,

na hora 48, somente foi observada diferenca entre os grupos 1 e 2 (p<0,05). (Figura

5B)

Na avaliagcdo dos niveis séricos de calcio, nao foi observada diferencga

significativa entre os cinco grupos analisados, em nenhum dos trés momentos de

coleta sanguinea. (Figura 6)
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Figura 5. Evolugao dos valores médios dos niveis séricos de amilase (A) e de

lipase (B), por grupo de estudo, até 48 horas apdés o procedimento cirurgico.
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horas apés o procedimento cirurgico.
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ApOs a realizagdo da analise simultadnea entre os cinco grupos, foi realizada
nova analise somente entre os grupos que foram submetidos a indugdo de
pancreatite aguda (grupos 2, 3, 4 e 5), onde nao foi observada diferenca significativa
nos parametros analisados, em nenhum dos trés momentos de coleta sanguinea
(horas 0, 24 e 48). Os resultados obtidos pela analise simultanea entre os grupos de
animais que foram submetidos a indugcdo de PA para os parametros que
apresentaram diferenga na analise simultanea entre todos os cinco grupos foram:
contagem leucocitaria na hora 24: p=0,43; amilasemia nas horas 24 e 48: p=0,09 vs
p=0,16 respectivamente; e, lipasemia nas horas 24 e 48:. p=0,14 vs p=0,19
respectivamente. Assim, ao se retirar os animais do grupo 1 da analise, ndo se
observaram as diferengas encontradas entre os cinco grupos para os valores médios
de leucécitos na hora 24 e para os valores médios de amilasemia e de lipasemia 24

e 48 horas ap6s a indugao de PA.

6.4 — ESTUDO MORFOLOGICO
Na analise histopatoldgica, foram avaliados a gradagédo de quatro parametros:

esteatonecrose, protedlise, hemorragia e infiltrado leucocitario.

No momento da coleta do fragmento pancreatico, observou-se,
macroscopicamente, necrose, edema, focos de hemorragia e presenca de liquido na
cavidade peritoneal na maioria dos animais, exceto os do grupo 1 (operagéo
simulada). Em muitos animais, também se observou a ocorréncia de esteatonecrose
no parénquima pancreatico, correspondendo as lesées denominadas “pingos de

vela” (Figura 7).
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Figura 7. Pancreatite aguda induzida nos animais: A e B — presenga de grande
quantidade de liquido na cavidade peritoneal; C — aspecto morfolégico do

parénquima pancreatico, com lesdes em “pingos de vela”.

A avaliacdo microscépica, ndo foram observadas alteracdes nos animais do
grupo 1; entretanto, nos demais grupos, foram observadas areas com alteragdes
acinares, esteatonecrose, infiltrado leucocitario e hemorragia; este ultimo parametro
foi encontrado, especialmente, nos grupos de animais com suplementacdo de BP.
(Figura 8) Contudo, em todos os grupos de animais com indugdo de PA, somente

foram observadas lesdes focais do pancreas.
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Figura 8. Fotomicrografias de tecido pancreatico dos animais: A — grupo 1 —

tecido pancreatico normal; B, C, D, E — grupos 2, 3, 4 e 5, respectivamente —
extensas lesées acinares, com areas de hemorragia. Em B e C, identificam-se

areas de hemorragia (setas).
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Na analise histopatoldégica do segmento pancreatico dos animais, observou-

se a ocorréncia dos parametros analisados, de acordo com sua gravidade. Como

demonstrado na tabela 3, observa-se que, dentre os parametros analisados, a

presenca de hemorragia pancreatica apresentou diferenga significativa entre os

quatro grupos (p=0,04), com maior ocorréncia nos grupos com suplementacado de

BP. Entretanto, os demais parametros (esteatonecrose, protedlise e infiltrado

leucocitario) se mostraram similares entre os grupos, independente dos animais

terem sido ou nao suplementados com BP.

Tabela 3. Percentual da ocorréncia de alteragées histopatolégicas nos animais

dos grupos submetidos a indugao de pancreatite aguda (grupos 2, 3, 4 e 5), de

acordo com o acometimento do segmento pancreatico.

Avaliagao Gravidade Grupos de animais Teste exato
histopatolégica 2 3 4 5 de Fisher (p)
Protedlise Ausente 00 0,0 259 10,0
Leve 50,0 55,6 25,0 50,0
Moderada 37,5 0,0 50,0 20,0 0,10
Grave 12,5 444 0,0 20,0
Esteatonecrose Ausente 12,5 22,2 25,0 10,0
Leve 37,5 33,3 25,0 40,0
Moderada 12,5 22,2 25,0 30,0 0,99
Grave 37,5 22,2 250 20,0
Hemorragia Ausente 87,5 22,2 37,5 30,0
Leve 12,5 22,2 50,0 60,0
Moderada 0,0 444 125 10,0 0,04
Grave 00 11,1 0,0 0,0
Infiltrado Ausente 87,5 22,2 37,5 30,0
leucocitario Leve 12,5 22,2 50,0 60,0 0,23
Moderada 0,0 44,4 12,5 10,0
Grave 00 11,1 0,0 0,0
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ApoOs a analise entre os quatro grupos, dividindo-se todos os grupos de
animais em apenas dois grupos, sendo eles, grupo sem suplementagao de BP — A
(grupo 2) e grupo com suplementagédo com BP — B (grupos 3, 4 e 5), continuou-se a
observar maior ocorréncia de hemorragia pancreatica no grupo suplementado com

BP (p=0,03). (Tabela 4)

Tabela 4. Percentual da ocorréncia de hemorragia pancreatica nos grupos de
animais sem suplementacgao — A (grupo 2) e com suplementacao de bactérias

probiéticas — B (grupos 3, 4 e 5), de acordo com analise microscoépica.

Avaliagao Gravidade Grupos de animais Teste exato
histopatolégica A B de Fisher (p)
Hemorragia pancreatica  Ausente 87,5 29,6
Leve 12,5 44 .4
0,03
Moderada 0 22,2
Grave 0 3,7

6.5 — CULTURA DE MICRORGANISMOS

N&o foi detectada contaminagdo no liquido peritoneal e nos érgéos intra-
abdominais analisados (baco, figado, linfonodo ileal e pancreas) nos animais do
grupo 1 (operagédo simulada).

Analisando-se a propor¢do de culturas positivas para microorganismos
aerobicos nos grupos com indugdo de PA, observou-se que todos os animais do
grupo 3 (suplementacdo de BP antes da indugcdo de PA) e do grupo 4
(suplementacao de BP apos a indugao de PA) apresentaram culturas positivas para

microorganismos aerobicos.
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Houve um numero maior de culturas positivas para microorganismos
aerobicos nos animais dos grupos que receberam suplementagdo com BP em
apenas um momento (antes ou depois da indugao de PA), quando comparado com o
grupo de animais que nao recebeu suplementagdo (grupo 2) ou que recebeu
suplementagao antes e apds a indugado de PA (grupo 5). A proporgcdo de animais
com cultura positiva para microrganismos, em relagdo ao numero de animais em

cada grupo de estudo, encontra-se indicado na tabela 5.

Tabela 5. Proporgao de culturas positivas para microrganismos aerdobicos em

relagdo ao numero de animais, em cada grupo de estudo.

Grupos de  Numero de culturas positivas /

animais numero total de animais
1 0/8
2 7/8
3 9/9
4 8/8
5 9/10

No que se refere a proporcdo de tecidos com culturas positivas para
microorganismos aerobicos, observou-se um maior comprometimento nos animais
do grupo 3, que receberam suplementagdo com BP antes da indugédo de PA (tabela
6). Nos animais do grupo 2, os 6rgdos com maior ocorréncia de colonizag&o
bacteriana foram figado e pancreas, enquanto que nos animais do grupo e, a
colonizagao ocorreu em figado, linfonodo e péncreas; nos animais do grupo 4, os
orgaos mais acometidos foram figado e linfonodo e nos animais do grupo 5, figado,

linfonodo e pancreas. (Tabela 6)



37

Tabela 6. Proporgao de tecidos com culturas positivas para microrganismos

aerdbicos, em relagdao ao numero de animais, em cada grupo de estudo.

Grupos de Numero de culturas positivas / nimero total de animais
animais B F LN LP P
1 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9
2 3/8 5/8 3/8 3/8 4/8
3 5/9 7/9 8/9 4/9 8/9
4 3/8 5/8 7/8 1/8 4/8
5 1/10 7/10 7710 2/10 7/10

B — baco; F — figado; LN — linfonodo ileal; LP — liquido peritoneal; P — pancreas.

Com a avaliagcdo microbioldgica, foram isolados cinco tipos de bactérias
aerobicas potencialmente patogénicas: Proteus sp, Klebsiella sp, Escherichia coli (E.
coli), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) e Staphylococcus aureus (S.
aureus), como mostrado na tabela 7. Entretanto, a bactéria P. aeruginosa foi isolada
em apenas um animal do grupo 3, diferindo das demais. Nos animais do grupo 4,
somente foram encontradas bactérias gram-negativas (Proteus sp, Klebsiella sp. e
E. coli), enquanto nos animais dos grupos 2, 3 e 5 foram encontradas bactérias
gram-negativas (Proteus sp, Klebsiella sp., E. coli e P. aeruginosa) e gram-positivas
(S. aureus).

A tabela 7 demonstra a analise descritiva da colonizagdo bacteriana,
identificando o tipo de bactéria e o local em que ela foi encontrada, em cada animal,
de acordo com cada grupo de estudo. Pode-se observar que no grupo 2 somente
um dos sete animais com culturas positivas apresentou colonizagdo por mais de
uma espécie de bactéria. Em contrapartida, no grupo 3, um dos grupos com maior
ocorréncia de colonizagao bacteriana, somente um dos nove animais com culturas

positivas ndao apresentou colonizacdo por mais de uma espécie de bactéria. No
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grupo 4, dois dos oito animais com culturas positivas, € no grupo 5, cinco dos nove
animais com culturas positivas, apresentaram colonizagao por mais de uma espécie
bacteriana.

No que se refere a analise dos tecidos colonizados, observou-se que, no
grupo 2, trés dos sete animais com culturas positivas apresentaram colonizagao
bacteriana em apenas um local; no grupo 3, além de se encontrar maior ocorréncia
de colonizacdo por mais de uma espécie de bactéria, todos os nove animais com
culturas positivas apresentaram colonizagdo em mais de um local; no grupo 4, um
dos oito animais com culturas positivas apresentou colonizagao bacteriana em
apenas um local; e, no grupo 5, trés dos nove animais apresentaram colonizagéao
bacteriana restrita a um local. Como pode ser apreciado na tabela 7, observou-se
maior ocorréncia de colonizacado bacteriana por Proteus sp. e E. coli. em todos os
grupos de animais do estudo.

Apesar de se observar maior numero de animais com contaminagao
bacteriana nos grupos com suplementagdo de BP, notadamente no grupo 3, nao
ocorreu diferenca significativa no que concerne a colonizagado bacteriana em cada

orgao estudado, entre os quatro grupos, como mostrado na tabela 8.
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Tabela 7. Colonizagao bacteriana observada nos animais dos grupos

submetidos a indugao de pancreatite aguda.

Grupos Orgio Proteus S. E. coli Klebsiella P.
de sp. aureus sp. aeruginosa

animais Animais

2 B --- 7 6e8 .-
F 4eb --- 36e8 I
LN 2e5 --- 8 S
LP 5 --- 8 3
P 3eb --- 6e8 .-

3 B 6e7 --- 3,6,8e9 ——
F 246e7 9 3e8 -
LN --- --- 34578¢€e9 6
LP 6 --- 36e8 2
P 256,7¢8 --- 1,3,8e9 ---

4 B 1 --- 2 3
F 1e4 --- 2,6e8 .-
LN 1 --- 2456,7¢8 ---
LP 1 --- --- ---
P 3e4 --- 2e7 .-

5 B --- --- 4 ---
F 6,7e9 8 23e4 ---
LN --- --- 2,4,6,79¢e 10 8
LP 2 --- 4 ---
P 6e7 2 458¢e9 ---

B — bacgo; F — figado; LN — linfonodo ileal; LP — liquido peritoneal; P — pancreas.



40

Tab. 8. Percentual de contaminagao dos érgaos por grupo de animais

submetidos a indugao de pancreatite aguda.

Orgao Grupos de animais Teste exato
2 3 4 5 de Fisher (p)
Bacgo 37,5 556 37,5 10,0 0,20
Figado 62,5 778 625 70,0 0,89
Linfonodo ileal 37,5 889 875 70,0 0,10
Liquido peritoneal 375 444 125 20,0 0,46
Pancreas 50,0 88,9 50,0 70,0 0,27

Quando se os animais foram dicotomizados em apenas dois grupos, um
grupo que nao recebeu suplementacdo de BP e outro grupo que recebeu
suplementacao de BP, observou-se uma quantidade maior e significativa de animais
com contaminagdo no linfonodo ileal no grupo que recebeu a suplementagéo

(p=0,02). Entretanto, para os demais 6rgaos, néo se observou diferenga.
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7 - DISCUSSAO

A descrigao patoldgica da pancreatite aguda (PA), da necrose e do abscesso
pancreatico foi apresentada por Ancelet, em 1856 (apud Carneiro & Batista, 2004),*
e, em 1889, Reginald Fitz descreveu relatos clinicos e patolégicos das varias formas
de PA. (apud Learch et al, 1990; Chavez-Rossel, 2002)°°°' Desde entdo, numerosos
estudos clinicos e patolégicos vém sendo realizados para o conhecimento acerca da
fisiopatologia, diagndstico, classificacdo e de possiveis acdes terapéuticas na PA.*°

Apesar de inumeros avancgos, a PA ainda se constitui em um verdadeiro
desafio para os profissionais da area de saude e muitas interrogagdes persistem,
principalmente sobre a sua fisiopatologia, haja vista que ha desencadeamento de
processos pouco esclarecidos que convergem para um mecanismo central,
independentemente da etiologia, caracterizados pela ativagdo das enzimas
pancreaticas, com consequente autodigestao tissular e inflamagéo local, podendo,
ainda, deflagrar em processo inflamatério sistémico e disfungdo multipla de
6rgaos. 4952

Diante das implicag¢des clinicas e do grande potencial de morbidade da PA,
notadamente pelas complicaces infecciosas, provavelmente decorrente da TB?,
meétodos para profilaxia de infeccdo vém sendo propostos, pois pouco se avangou
no que tange a este aspecto. Entretanto, acredita-se que a ocorréncia dessas

complicacbes possa ser minimizada com o controle da TB oriunda do lumen

intestinal, por meio da utilizagdo de bactérias probioticas.*

O exato momento para instituicido de uma possivel medida profilatica para
evitar as complicacdes infecciosas € objeto de debate. Bengmark (2004), apds
realizagcao de estudo experimental com inducdo de PA, relatou a existéncia de um

intervalo terapéutico ndo maior que 24-36 horas para inicio de eventual tratamento.
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Foi enfatizado, ainda, que melhores resultados podem ser obtidos caso o tratamento
seja instituido antes desse momento, ou 0 mais precocemente possivel do inicio do
processo agudo da doenca, uma vez que a flora bacteriana benéfica é totalmente
destruida apos 6-8 horas do inicio da PA.>® Fundamentado na consideracéo que a
utilizacao das bactérias probioticas poderia, eventualmente, evitar a infeccdo da
necrose pancreatica, procedeu-se a sua suplementacdo dietética, antes e/ou
imediatamente apds a indugao da PA em ratos.

Na atualidade, a utilizacdo de BP se constitui no método dietético mais
utilizado para a modificacdo da flora intestinal, conferindo efeitos benéficos ao
hospedeiro, dentre eles a redugdgo e a eliminagdo de microorganismos
potencialmente patogénicos e de toxinas, e a modulagdo dos mecanismos da defesa
imune inata e adaptativa.?>°3>*

As principais espécies de bactérias com propriedades probidticas sdo os
lactobacilos e as bifidobactérias,>® que podem estar presentes tanto nos alimentos
(leites fermentados) como em suplementos alimentares ou em medicamentos.®*®
As doses, as cepas de bactérias utilizadas e o tempo ideal para sua suplementagao
tém sido motivo de diversos estudos, com o emprego de diferentes dosagens,
combinacdes de cepas e o momento ideal para o inicio da suplementacao,
dificultando, sobremaneira, a padronizacdo e comparagao dos resultados, tanto em
estudos experimentais como em humanos.>*4%°7:%8

Este estudo faz parte de uma linha de pesquisa que vem sendo desenvolvida
no Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Em um projeto anterior, utilizou-se uma

combinagdao de cepas probidticas (Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei,

Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium longum) na dose diaria de 1,2 x 10° UFC,
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suplementada durante 14 dias antes da indugcdo da PA. Nesse trabalho, foi
observado que a suplementacgao dietética com essas cepas de BP, na concentragao
utilizada, pareceu néo influenciar a ocorréncia de TB na pancreatite aguda induzida,
apesar de promover alteragbes menos intensas em alguns dos parametros

bioquimicos avaliados,*

0 que pode se dever a utilizagdo de uma concentragao
insatisfatéria de bactérias probidticas.

Como inexiste um consenso sobre o assunto, neste estudo optou-se pela
suplementacdo de bactérias probiéticas com uma dosagem de 4X10° UFC por dia,
em concordancia com o que vem sendo utilizado por diversos autores.**4>°7
Acredita-se que doses mais elevadas de BP nao devam ser empregadas, haja vista
a possibilidade de efeitos colaterais, pois, apesar dos produtos utilizados na
suplementacéao de BP serem considerados seguros, podem surgir complicagoes,
como infeccdo, estimulagdo imunolégica excessiva e transferéncia de genes para a
flora endégena, notadamente em individuos imunocomprometidos.®

A ocorréncia de infecgdes por lactobacilos é rara, porém vem sendo
identificada ha algum tempo e possui um significado clinico importante.®®®" Casos de
endocardite infecciosa, bacteremia, pneumonia, abscesso esplénicos e hepaticos
por lactobacilos, como Lactobacillus plantarum, L. acidophilus, L. rhamnosus, L.

casei e L. leichmanii, vém sendo identificados,®'%

especialmente em pacientes
imunocomprometidos submetidos a procedimentos cirurgicos de grande porte e a
tratamento prolongado com antibioticos.®® Também existe relato de translocacéo de
Lactobacillus paracasei em um paciente imunocomprometido com PA, com
conseqliente infecgdo da necrose pancreatica.®®

Optou-se pela mistura de multicepas de bactérias probidticas, pois a maioria

dos estudos realizados anteriormente apresentou limitacdes, devido a utilizagcdo de
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apenas um tipo de cepa de bactéria probistica.****** Sendo os efeitos exercidos
cepa-especificos, acredita-se que nao exista uma unica cepa que possua todas as
propriedades desejadas e que seja capaz de inibir todos os patdégenos.®’:®
Adicionalmente, as multicepas utilizadas sao de origem humana, estdo presentes na
forma de células vivas e em grande quantidade, sao resistentes aos sucos gastrico e
biliar e possuem habilidade para aderir e colonizar os enterocitos, requisitos
necessarios para serem consideradas bactérias probidticas e desempenharem
efeitos benéficos no hospedeiro.?6:%°

Na combinacao e utilizacido de cepas probidticas, o espectro antimicrobiano
pode ser aumentado, além de elevar a producao de IL-10 e diminuir a concentracao
de citocinas pré-inflamatorias.®® Em estudo in vitro, algumas cepas probidticas, como
L. acidophilus, L. casei, L. salivarius, B. bifidum e B. infantis, foram capazes de inibir
o crescimento de patégenos comumente encontrados na infeccdo da necrose
pancreatica, como Klebsiella, E. coli e P.aeruginosa, entre outras.?® Aliado a estes
fatores, Bernet & Brassart (1994) apontam a habilidade da bactéria L. acidophilus
em inibir a aderéncia de bactérias patogénicas, como E. coli e Salmonella
typhimurium.”™ Ja Makras et al (2006) detectaram que a utilizacdo de Bifidobacterium
longum mostrou-se capaz de inibir o crescimento de E. coli.”

A inducgao experimental de PA pela inoculagdo do taurocolato de sodio a 5%
no ducto biliopancreatico foi descrita primeiramente por Heinkel, em 1953. (apud
Lange et al, 1986)"% Desde entdo, este modelo esta bem estabelecido e vem sendo
largamente utilizado, apresentando alto grau de reprodutibilidade.?""*"™* O
taurocolato de sédio € um acido biliar com acao detergente que, ao ser inoculado no

ducto biliopancreatico, ocasiona dano vascular, necrose acinar e processo

inflamatdrio pancreatico.” " Entretanto, a gravidade da PA induzida pelo taurocolato
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de sodio depende da concentragcdo utilizada, sendo que as concentragdes mais
habitualmente empregadas sdo 3% e 5%, acarretando PA moderada ou grave,

respectivamente.?">"

Além deste método de inducdo, outros sdo descritos na literatura, sendo
classificados como invasivos e nao-invasivos, pela necessidade ou nado de
procedimento cirGirgico.” Contudo, esta classificacdo ndo engloba a causa da PA,
nem a sua gravidade. Dentre os métodos de inducdo de PA utilizados por diversos
autores, citam-se: inoculacao intraperitoneal de solugdo contendo o aminoacido L-
arginina,76 utilizacdo de dieta deficiente em colina e suplementada com

75,77

metionina, infusdo venosa de altas doses de secretagogo, como a ceruleina,

75,77-79

superestimulando a secreg¢ao pancreatica, utilizacdo de anticolinesterasicos,

57779 confeccdo de alca duodenal fechada, ocasionando refluxo das secrecdes
intestinal, pancreatica e biliar; e ligadura do ducto pancreatico ou biliar, provocando

o refluxo biliar e da secregdo pancreatica. """

Optou-se pela utilizacao do taurocolato de sédio, por ser um método de facil
execucao, pouco dispendioso e compativel com o desenvolvimento de um quadro de
PA grave, além de ser considerado um modelo adequado para avaliar a TB e
possiveis acdes profilaticas, uma vez que a ocorréncia da infeccdo pancreatica e de
outros 6rgdos ocorre freqiientemente e precocemente apds a sua utilizagdo.?' A
pressao de inoculacdo do taurocolato de sédio no ducto biliopancreatico, por si,
pode levar a alteragbes na gravidade da lesao induzida.®® No intuito de se minimizar
essa possibilidade, criou-se uma camara gasosa no interior da seringa, diminuindo-

se e mantendo-se constante a pressao de infusdo do acido biliar.

Durante todo o experimento, os animais, independentes do grupo de estudo,

apresentaram peso corporal médio, assim como valores médios de ingestao de agua
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e ragao similares, demonstrando a homogeneidade dos animais dos diversos
grupos.

Todos os animais foram submetidos a coletas sanguineas e de material para
analise microbiolégica em um intervalo de 48 horas. Optou-se por esse intervalo,
pois 0s niveis séricos de amilase apresentam maior elevagao entre 12 e 24 horas

apos a inducdo da PA em ratos.®

Ja em humanos, os picos de lipasemia e
amilasemia costumam ocorrer 24 e 48 horas apdés a inducdo de PA,
respectivamente.??®® Ademais, pareceu-nos adequado o intervalo de tempo de 48
horas ap6s a indugao da PA para a coleta do material para analise microbioldgica,
haja vista que, de acordo com a literatura, as infecgbes pancreaticas e extra-
intestinais parecem acontecer no periodo compreendido entre 8 e 32 horas apoés a
inducdo, permitindo, assim, a avaliacdo do efeito da suplementagcdo com BP na
TB.”

Na PA em humanos, o diagnéstico de PA deve ser considerado quando os
niveis séricos das enzimas pancreaticas (lipase e amilase) aumentam trés vezes ou
mais o limite superior de referéncia, em associacdo ao quadro clinico do paciente,®"
8 acreditando-se que a determinacdo simultanea desses dois marcadores aumenta
a sensibilidade do diagndstico da doenga.®

Excetuando-se o grupo de animais submetidos a operagédo simulada (grupo
1), que manteve niveis séricos de amilase e lipase similares em todos os momentos,
os demais grupos (com indugdo de PA) apresentaram aumento importante dos
niveis das enzimas pancreaticas. Comparando-se os grupos com PA com o grupo
controle, observou-se elevagéao significativa da amilase sérica na 242 hora, em torno
de oito vezes o valor médio encontrado na hora 0, ratificando o achado de outros

1

autores.®’ Em relagdo a lipasemia, observou-se um delineamento similar a
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amilasemia, com aumento entre 11 e 29 vezes dos seus niveis na hora 24, em todos
0os grupos de animais submetidos a indugédo de PA, em comparagao ao valor
encontrado na hora 0, compativel com um quadro de agressdo aguda ao
pancreas.?!8287

O aumento dos niveis séricos de glicose e do numero de leucdcitos, e a
diminuicao dos niveis séricos de calcio estdo associados a um mau progndstico na
PA.82888 O gumento da glicemia pode residir na perda progressiva de fungdo das
células das ilhotas de Langerhans, sugerindo complicagdo da doenga e aumento da
sua morbimortalidade.®® No tocante ao numero de leucdcitos, a ocorréncia de
leucocitose, além de estar possivelmente correlacionada com a piora da gravidade
da PA, é um dos responsaveis pela liberagao de citocinas pré-inflamatérias, dentre
elas TNF-a,* Cuja presenga pode ser considerada como uma das principais causas
para o desenvolvimento de sepse e faléncia de multiplos 6rgdos.>® A diminuigdo da
calcemia se deve a progressao do processo inflamatério e pelo extravasamento do

1.82 Como o calcio é

liquido intravascular rico em albumina para a cavidade abdomina
transportado ligado a albumina, seus niveis séricos tendem a reduzir, a medida que
este extravasamento aumenta.®?

Nossos resultados sugerem que a suplementagao com multicepas probidticas
nao influenciou a evolugao da glicemia, dos niveis séricos de calcio e da contagem
leucocitaria nos diversos grupos de animais. Embora ndo tenha ocorrido diferencga
significativa entre os animais submetidos a indugédo de PA, observou-se diminuigéo
dos niveis séricos de calcio em todos os grupos na hora 24, sendo esta redugéo
maior nos grupos com suplementagdo com bactérias probidticas. Outro fato peculiar

observado, porém também sem diferenga significativa, foi a diminuigcdo da contagem

leucocitaria nos grupos 2 (sem suplementagdo com bactérias probidticas) e 5 (com
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suplementagao com bactérias probidticas antes e apds a indugao da PA) na hora 24,
diferindo dos demais, que apresentaram elevagao em seus valores.

Na avaliacdo morfolégica pancreatica, as alteragdes encontradas ocorreram
em areas relativamente extensas, mas, mesmo com o passar do tempo, nao
abrangeram todo o 6rgdo, corroborando dados da literatura.” Nossos resultados
ratificam as descricbes de Aho et al (1980) e, mesmo apds 48 horas da indugéo,
observou-se somente areas focais de lesdo, com danos das células acinares,
esteatonecrose, infiltrado leucocitario, caracterizando grave dano ao pancreas.”
Observou-se maior ocorréncia de areas hemorragicas nos grupos de animais
submetidos a suplementacdo de BP, independentemente do momento em que
ocorreu a suplementagédo, em comparagao ao grupo controle (sem suplementacgao).
Os demais parametros analisados (esteatonecrose, infiltrado leucocitario e
protedlise) foram similares entre todos os grupos de animais submetidos a indugao
de PA.

Muftuoglu et al (2005)°" observaram que a gravidade da PA em grupo de
animais com suplementacao de BP foi menos intensa quando comparado com um
grupo controle, em contraposi¢cao a Van Minnem et al (2007)45 que, em experimento
analogo, encontraram resultados similares entre os grupos de estudo. Para a
avaliacdo e classificagdo da gravidade da doenga, esses dois grupos de
pesquisadores também utilizaram a analise histopatolégica, levando em
consideragcao os parametros fibrose, lise acinar, edema, necrose pancreatica,
infiltrado de células mononucleares, infiltrado leucocitario e dano ductal.

A infeccdo pancreatica e de tecidos extra-intestinais € um achado frequente
na PA induzida pelo taurocolato de sédio,?’ o que pode ser confirmado pelas

observagbes do nosso estudo, 48 horas apds sua indugdo. As bactérias gram-
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negativas sao as mais freqientemente encontradas na necrose pancreatica, o que
sugere que o coélon e o ileo terminal sejam as principais fontes de bactérias
contaminantes.?' A contaminagao dos tecidos extra-intestinais, considerados tecidos
estéreis, sustenta a hipétese que a TB seja consequéncia da disfuncdo da barreira

intestinal.’

A mucosa intestinal € uma barreira efetiva contra a passagem de bactérias e
toxinas presentes no lumen intestinal. Na PA, a presenga da hipovolemia e a
consequente hipoperfusao esplancnica, constituem-se em causas importantes para o

aumento da permeabilidade intestinal.®®

Este aumento é caracterizado pela mudancga
das juncgdes intercelulares intestinais,® sendo considerado um dos principais fatores
contribuintes para disfuncdo da barreira intestinal e a provavel explicagdo para

ocorréncia da TB para tecidos locais e 6rgdos distantes.’"*!

Aliado ao aumento da permeabilidade intestinal e a sua relacdo com a
ocorréncia da infeccdo pancreatica,'® outros fatores presentes durante a PA podem
contribuir para a TB, como a ruptura da microflora bacteriana indigena do intestino, a
diminuicdo das defesas imunes do hospedeiro,”” e a diminuicdo da velocidade do
transito intestinal, provavelmente pela ruptura do complexo migratério mioelétrico,
favorecendo o supercrescimento de certas bactérias no Ilumen intestinal,

principalmente gram-negativas.®%°

Os microorganismos detectados nos tecidos e culturas sanguineas nos
pacientes com PA sao, habitualmente, E. coli, Klebsiella, Staphylococcus,
Pseudomonas, Streptococcus, Enterobacteriaceae e Céandida, sendo a
Enterobacteriaceae e a E. coli as bactérias mais encontradas.*®®” Porém, o tipo de

bactéria encontrada na PA parece estar associado a sua etiologia, pois as gram-
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negativas sdo mais frequentes na pancreatite biliar, enquanto que as gram-positivas

0 sd0 na pancreatite alcodlica.?®

Em diversos estudos experimentais com indugcdo de PA tem sido
demonstrado que o espectro da infecgdo bacteriana pancreatica reflete o0 mesmo
tipo de bactérias presente no intestino, como E. coli, Proteus, Enterococcus e
Staphilococcus.?"*® Entretanto, as bactérias gram-negativas, principalmente a E.

coli, s30 as mais encontradas, tanto no pancreas como em outros érgdos.?>%'4°

Nossos achados apresentam similaridade com o padrao da contaminacao da

necrose pancreatica encontrada tanto em humanos %%

quanto em estudos
experimentais.”*?"*° A analise microbiolégica, ndo foram identificadas outras
bactérias, além das pertencentes a flora normal, no tecido pancreatico e nos outros
tecidos extra-intestinais. O espectro de bactérias isoladas se consistiu de bactérias
gram-negativas, como Proteus sp., Klebsiella sp., E. coli, P. aeruginosa, e gram-
positiva (S. aureus).

Apesar da anadlise estatistica realizada entre os quatro grupos de animais
submetidos a indugédo de PA (grupos 2, 3, 4 e 5) nao ter evidenciado diferenga no
percentual de contaminagdo dos Orgaos, torna-se importante ressaltar que se
observou maior contaminagdo nos animais dos grupos com suplementagao de
bactérias probidticas, principalmente no grupo 3, em que também se observou maior
numero de culturas positivas, de proporgcao de tecidos colonizados e de colonizacao
por mais de uma espécie bacteriana. Todavia, nos animais dos grupos 2, 3 e 4
observou-se a presenga tanto de bactérias gram-negativas como gram-positivas,
enquanto no grupo 4 apenas foram detectadas bactérias gram-negativas.

Em contraposi¢do, na analise realizada entre o grupo que n&o recebeu

suplementagao com BP (grupo 2) e os grupos que receberam tal suplementagéo
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(grupos 3, 4 e 5), observou-se significativa contaminagao do linfonodo ileal nestes
ultimos. Estudos experimentais demonstraram que as células epiteliais intestinais
sob estresse metabdlico reagem a presenca de bactérias comensais, como uma
ameagca, intensificando a resposta inflamatéria.?® Assim, uma hipdtese para a maior
ocorréncia de TB no grupo com BP seria o aumento da resposta inflamatéria,
decorrente da presenga do grande numero de bactérias, ocasionando redugédo da
perfusdo sanguinea intestinal, aumento da permeabilidade intestinal e,
consequentemente, maior indice de TB. Este resultado se contrapde aos achados
de Magiante et al (2001),** e de Van Minnen et al (2007),*> que demonstraram
menor incidéncia de TB para os linfonodos mesentéricos nos grupo de animais
suplementados com L. plantarum e com multicepas probidticas, respectivamente.

O desenvolvimento da TB depende do trauma e da viruléncia dos
microorganismos da flora indigena, podendo, contudo, desenvolver-se a TB
espontanea, que parece ocorrer continuamente em animais saudaveis, a uma taxa
muito baixa, sendo o hospedeiro capaz de eliminar essas bactérias invasoras.”? No
primeiro estagio de TB, as bactérias estdo presentes nos linfonodos mesentéricos,
mas nao se propagam sistemicamente para outros 6rgaos; no segundo estagio, a
bactéria se propaga do linfonodo para outros 6rgaos, tais como figado, baco,
pancreas e rim; e o terceiro estagio é determinado quando a bactéria se propaga
sistemicamente para a cavidade peritoneal e para a corrente sanglinea, podendo
resultar em choque séptico.*?

Essas observagbes corroboram os achados da analise microbiolégica dos
tecidos coletados no nosso estudo, pois um dos 6rgaos que apresentou maior
percentual de culturas positivas, além do figado e péancreas, foi o linfonodo ileal

(exceto no grupo 2, sem suplementagao), o primeiro a ser contaminado.® Os locais
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com menores indices de colonizagao bacteriana foram o baco e o liquido peritoneal,
sendo sua colonizagao decorrente da propagacao da TB.

O mecanismo pelo qual advém a contaminagdo pancreatica e de outros
tecidos extra-intestinais ndo esta totalmente elucidado. Em estudos experimentais,
tém-se observado que as bactérias utilizam diferentes rotas para alcancar os 6rgaos

extra-intestinais, como a passagem transmural através da parede intestinal,'®'%" a

18,101 100,101

transperitoneal pelos ductos linfaticos, a sanguinea e o liquido

peritoneal.®

Nossos achados podem sugerir que as bactérias utilizaram
preferencialmente a via linfatica para atingir outros tecidos, justificado pelo maior
acometimento do linfonodo ileal e subsequente contaminagao do figado e pancreas.

Durante o estudo, observou-se que o padrao de colonizagado bacteriana nao
foi similar entre os grupos, com maior ocorréncia de TB para o linfonodo nos grupos
suplementados com BP. Ja Mangiante et al (2001)* relataram sucesso na redugao
da TB no grupo suplementado; entretanto, somente utilizaram como parametros
para avaliagdao da TB as culturas no sangue, pancreas e o linfonodo mesentérico.
Acredita-se que a maior diversidade de érgaos coletados e analisados permita maior
dimenséao e abrangéncia na avaliagao da ocorréncia da TB.

Complicagdes infecciosas, potencialmente oriundas da TB, constituem um
importante preditor de mortalidade na PA.® Diante dos resultados desanimadores do

uso profilatico de antibidticos para evitar as complicagdes infecciosas,’*>*

a
suplementacao com bactérias probiéticas tornou-se uma alternativa promissora.

Os primeiros estudos em que se avaliou o uso de probidticos e simbidticos na
minimizacdo de complicagdes infecciosas, colonizagdo gastrica e TB foram

realizados em pacientes em pré-operatério de operacdes eletivas, que, entretanto,

falharam como alternativa promissora aos antibiéticos.'*'% Um primeiro estudo, em
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pacientes no periodo pré-operatorio de cirurgia abdominal eletiva, recebendo trés
capsulas por dia de cepas probidticas, na dose de 4x10° UFC, associado com
oligofrutose (prebidtico), durante duas semanas,'® e outro, utilizando apenas uma
cepa probidtica (L. plantarum 299v — diluido em 500 ml, & concentragdo de 5 x 10’
UFC/ml), durante sete dias." Em ambos os casos, os autores ndo observaram
melhora dos parametros avaliados, inclusive no que se refere a resposta inflamatéria
sistémica e a morbidade.

Em estudos experimentais com indugcao de PA, o uso de probidticos com o
intuito de se minimizar a ocorréncia da TB, complicacbes infecciosas e em se
constituir em alternativa ao uso dos antibioticos, os resultados foram animadores.
Em um recente estudo, em ratos com indugao de PA, realizou-se suplementagao
dietética com multicepas probidticas, na dose 5 x 10° UFC por dia, no periodo de
cinco dias antes da indugcao e de seis dias apos, verificando-se a reducao tanto da
TB como da morbimortalidade tardia nos animais suplementados.*® Da mesma
forma, como relatado anteriormente, Magiante et al (2001)** também verificaram
reducdo da TB com a utilizagao de probiéticos na PA experimental.

Também existem estudos em humanos com PA com resultados promissores,
levando a reducgdo das taxas de TB em grupo de pacientes com dieta enteral
suplementada com probidticos (L plantarum 299), na dose de 10° UFC, quando
comparado com um grupo utilizando placebo.***® Entretanto, esses autores no
estudo realizado em 2002 excluiram os pacientes com pancreatite de origem biliar e
tinham numero amostral pequeno.®* Em outro estudo, também utilizando L
plantarum299, na mesma dose (10° UFC), durante sete dias apds a internacéo de

pacientes com PA, Kecskes et al (2003)43 sugeriram que esta suplementacao pode
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ser uma ferramenta efetiva na prevencdo da sepse pancreatica, na redugcdo do
numero de procedimentos cirurgicos necessarios e no tempo de estadia hospitalar.

Em contraposi¢ao, também existem recomendagdes contrarias ao uso de BP
em pacientes com PA."” Em um estudo recente, randomizado duplo-cego e
placebo-controlado, em pacientes com PA recebendo suplementacdo de bactérias
probioticas (L. acidophilus, L. casei, L. salivarius, Lactococcus lactis e B. bifidum),
nas primeiras 72 horas do inicio dos sintomas, na dose diaria de 10'° UFC, n&o se
demonstrou os seus efeitos benéficos na ocorréncia de complicacdes infecciosas.
As taxas dessas complicagdes foram maiores no grupo com suplementacéo de BP,
porém sem diferenca significativa. No entanto, a mortalidade no grupo com
suplementacao de BP foi cerca de duas vezes mais elevada que no grupo placebo,
levando a sugestdao de que a combinagdo de cepas probidticas utilizada ndo deva
ser administrada rotineiramente em doentes com PA grave e que essas preparagoes
com probiéticos ndo sejam mais consideradas inofensivas.'®

Também Jain et al (2004)'®, em um estudo randomizado com 90 pacientes
criticos utilizando BP na prevencdo de complicagdes infecciosas, também
observaram, embora nao significativamente, um aumento no numero de
complicacdes infecciosas. O mesmo foi observado por Honeycutt et al (2007)'%, em
estudo com 61 criangas em uma unidade de cuidados intensivos, que necessitaram
descontinuar prematuramente a suplementacdo com BP, pelo aumento de
complicagdes infecciosas, em comparagdo a um grupo placebo.

Nossos resultados ratificam achados em humanos que sugerem que nao se

deva realizar a suplementacdo de BP em pacientes com PA."%

A suplementacgao de
BP que utilizamos, em diferentes momentos da indugcdo da PA, com multicepas

probidticas, pode ter falhado em prevenir a TB intestinal por inUmeras razdes: o
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suplemento pode ter sido administrado por tempo insuficiente, a dose utilizada pode
ter sido parca ou excessiva para a populacdo em questao (ratos) ou a combinagao
das cepas utilizada na prevencao da TB pode ndo ter sido a mais adequada. Aliado
a estes fatores, existe a hipdtese de que a pancreatite induzida nos animais pode ter
sido de uma gravidade tal que acarretasse desordens metabdlicas muito intensas
que impossibilitaram que as BP desempenhassem suas acbes benéficas. Estudos
adicionais sdo necessarios, com diferentes doses e cepas de bactérias probidticas,
em animais de diferentes linhagens e espécies, submetidos a indugédo de PA, para
se determinar a inequivoca acdo de bactérias probidticas na translocagao

bacteriana.
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8 — CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho sugerem que a suplementacédo dietética com
Lactobacillus rhamnosus, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. salivarius, L.
bulgaricus, L. helveticus, Bifidobacterium longum, B. bifidum, B. infantis, B.brevis e
Streptococcus thermophilus, antes e/ou depois da indugao da PA em ratos:

e n&o modifica o perfil dos marcadores bioquimicos e da contagem
leucocitaria;
e n&o previne nem diminui a ocorréncia de translocagao bacteriana;

e aumenta a ocorréncia e a intensidade da hemorragia pancreatica.
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ANEXO

Tabela A1. Peso inicial e final (em gramas) e percentual de variagao ponderal
de cada animal por grupo, durante o experimento.

Animal Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo4 Grupo 5

1 | 268,53 244 95 257,62 267,02
F Obito 275,60 239,75 220,18 250,26

VP 2,56 -2,16 -17,0 -6,69
2 I 279,95 281,67 276,64 244,00 279,44
F 279,92 255,61 24499 226,67 279,09

VP -0,01 -10,19 -12,91 -7,64 -0,12
3 I 292,70 242,00 246,00 250,00 262,96
F 280,15 245,45 237,52 243,52 251,9

VP -4,47 1,40 -3,57 -2,66 -4,39
4 | 259,57 252,00 259,88 280,00 251,17
F 255,97 243,96 245,99 258,00 225,36

VP -1,40 -3,29 -5,64 -8,52 -11,45
5 I 260,00 266,85 268,28 266,69 266,28
F 230,26 257,62 276,30 241,69 269,95

VP -12,91 -3,58 2,90 -10,34 1,35
6 | 240,89 263,59 275,36 260,94 269,36
F 239,52 264,09 248,13 253,92 242,55
VP -0,57 0,18 -10,97 -2,76 -11,05
7 I 267,41 272,08 258,71 269,06
F Obito 254,74 269,50 223,21 241,21
VP -4,97 -0,95 -15,90 -11,54
8 | 280,65 274,92 251,28 249,42 258,44
F 265,11 264,48 228,47 231,01 229,40
VP -5,86 -3,94 -9,98 -7,96 -12,65
9 | 257,14 267,70 250,18
F 240,82 Obito 248,06 Obito 238,13

VP -6,77 -7,91 -5,06
10 I 279,79 255,32
F 269,51 Obito Obito Obito 234,80

VP -3,81 -8,73
Média+ | 268,83 264,62 262,46 258,42 262,92
DP F 257,65 257,69 248,74 237,27 246,26

| — peso inicial; F — peso final; VP — variagdo ponderal
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Tabela A2. Ingestao total de ragao (em gramas) de cada animal, por grupo,
entre os dias 01 e 07 do experimento.

Animal Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

1 Obito 123,97 126,19 128,74 140,26

2 132,76 119,91 131,37 149,47 154,48

3 138,57 139,5 131,87 139 157,04

4 168,08 148,62 178,93 127,55 135,79

5 125,84 148,91 170,17 164,95 163,02

6 133,01 136,25 146,25 168,76 141,66

7 Obito 168,43 144,76 126,05 136,77

8 127,45 137,56 148,21 126,54 117,05

9 146,91 Obito 129,96 Obito 152,95

10 133,36 Obito Obito Obito 137,09
Consumo 138,97 + 140,39 + 145,30 £ 141,38 £ 143,61 £

médio + DP 14,66 15,31 18,49 17,66 13,47

* - amostra sangiiinea insuficiente para andlise; - 6bito apos a coleta sangiiinea.
DP — desvio padréo

Tabela A3. Ingestao total de agua (em mililitros) de cada animal, por grupo,
entre os dias 01 e 07 do experimento.

Animal Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo4 Grupo5

1 Obito 249 249 282 278

2 320 295 313 316 282

3 327 323 295 308 319

4 317 320 348 267 292

5 272 320 315 348 310

6 330 360 251 369 280

7 Obito 342 301 234 295

8 294 241 291 245 280

9 318 Obito 340 Obito 330

10 272 Obito Obito Obito 335
Consumo 306,25 + 306,25 + 300,33 + 296,12+ 300,10 +

médio + DP 26,70 42,24 34,29 47,89 21,81

* - amostra sangiiinea insuficiente para analise; - 6bito apos a coleta sangiiinea

DP — desvio padréao
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Tabela A4. Valores da contagem leucocitaria (10°’mm?®), em cada momento de
coleta sangiiinea.

Animal / hora Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

1 0 8,4 8,6 6,1 10,1
24 Obito 11,0 9,9 4,0 *
48 8,7 8,5 5,5 11,5
2 0 8,9 3,3 6,5 6,2 10,8
24 9,3 2,3 3,2 6,7 6,9
48 9,0 6,7 6,8 5,1 7,6
3 0 8,1 8,4 7,6 6,9 8,5
24 * 4,9 9,6 6,9 12,7
48 17,8 6,7 7.4 6,4 9,4
4 0 7,6 7,9 7.6 8,9 8,0
24 12,6 7,8 11,2 7,6 9,5
48 9,6 10,8 9,3 8,7 5,1
5 0 6,4 9,1 7,1 8,7 11,1
24 10,3 8,9 * 12,1 *
48 5,8 8,9 4,1 7,8 5,4
6 0 6,6 8,6 9,7 7,2 6,0
24 14,6 9,7 13,9 5,8 8,3
48 8,2 6,0 8,5 4.4 8,0
7 0 10,3 8,5 6,0 9,3
24 Obito 5,8 6,3 * 8,5
48 6,0 3,8 5,1 6,2
8 0 9,7 10,4 8,1 6,9 4,8
24 15,4 * 9,7 11,9 7,4
48 12,0 1,5 12,0 9,6 25,3
9 0 8,8 8,2 11,8
24 12,6 Obito 12 Obito 8,3
48 7,0 11,9 7,5
10 0 6,6 9,7
24 11,4 Obito Obito Obito 5,8
48 8,2 2.4
Médiat O 783+124 83+221 798+093 7,11+112 9,01+2.24
DP 24 1231+219 72+3,03 947+335 7,85+3,04 8,42+2,06
48 97+374 6,91+275 8,03+291 657+191 8,84+6,29

* - amostra sangliinea insuficiente para analise; - 6bito apds a coleta sangiiinea.
DP — desvio padréo
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Tabela A5. Valores da glicemia (mg/dl), em cada momento de coleta sanglinea.

Animal / hora Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

1 0 --- 198 173 210 124
24 --- 124 91 127 87

48 — 127 106 152 135

2 0 176 125 214 165 208
24 124 100 103 80 121

48 148 208 122 105 90

3 0 128 175 186 213 183
24 113 94 111 155 97

48 145 99 151 136 238

4 0 148 206 152 189 139

24 115 158 83 109 128

48 148 396 151 212 176

5 0 124 160 181 186 198

24 106 76 168 83 176

48 229 141 187 236 196

6 0 143 238 171 218 140

24 99 133 133 86 102

48 420 146 173 150 169

7 0 --- 247 187 163 123
24 --- 103 162 144 98

48 — 105 111 108 80

8 0 178 197 208 144 271

24 104 153 156 86 166

48 209 93 144 121 158

9 0 194 --- 153 --- 146
24 84 --- 102 --- 97

48 257 --- 211 --- 206

10 0 201 --- --- --- 187
24 100 --- --- --- 83

48 279 — — — 49

Médiax 0 161,5+£29,64 193,2+39,9 180,55+21,4 186 + 26,9 171,9+46,6

DP 24  10562+12,1 117,6429,2 123,22+32,2 108,75+29,8 115,5+32,2
48 229,37+92,8 164,3:100,5 150,67+35,1 1525+ 47,8 159.7+49 3

* - amostra sangiiinea insuficiente para analise; --- 6bito apos a coleta sangiiinea.
DP — desvio padrao
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Tabela A6. Valores da amilasemia (U/l), em cada momento de coleta sangiiinea.

Animal / hora Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

1 0 --- 645 661 558 630
24 --- 2560 11070 3855 1159
48 --- 1955 1980 1382 719
2 0 616 561 707 504 513
24 616 5960 5365 14211 3149
48 683 1327 3388 2199 2325
3 0 662 450 519 568 651
24 587 12458 3305 2133 1292
48 701 15714 1204 760 687
4 0 569 517 617 477 430
24 435 1101 4778 4371 671
48 721 928 601 1794 379
5 0 400 502 471 645 296
24 403 1846 4073 2272 1966
48 725 1016 6151 1132 1424
6 0 475 741 561 664 371
24 445 2526 1612 4439 3752
48 660 2407 542 814 2060
7 0 - 682 548 429 391
24 --- 3538 5232 1899 2161
48 - 2324 6366 611 464
8 0 533 574 419 392 271
24 515 5044 2462 3436 589
48 1037 1860 1532 983 511
9 0 531 --- 418 --- 529
24 474 --- 3199 --- 590
48 770 - 1171 --—- 515
10 0 467 --- --- --- 478
24 505 --- --- --- 13452
48 933 --- --- --- 5713
Médiat 0 531,6+87,4 584+98,3  546,7+102,0 529,6+97,2 456 +128,8
DP 24 497,5+74,2 4379,143641,44566,2+2745,1 4577+4020,5 2878,1+3870,2

48 778,75£134,2 3441,314990,22548 3+2267,6 1209,3+550,9 1479,7+1642,9

* - amostra sangiiinea insuficiente para analise; - 6bito ap6s a coleta sangiiinea.
DP — desvio padréao
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Tabela A7. Valores da lipasemia (Ul/l), em cada momento de coleta sangilinea.

Animal / hora Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
1 0 - 10 11 13 11
24 --- 235 680 120 30
48 - 70 40 16 12
2 0 10 11 12 12 13
24 11 113 170 1955 138
48 9 15 97 57 61
3 0 11 12 11 12 17
24 12 939 65 46 34
48 8 488 14 16 69
4 0 12 11 21 13 6
24 14 13 141 51 13
48 10 15 62 27 5
5 0 12 14 5 15 5
24 9 15 129 34 45
48 13 5 147 85 11
6 0 11 20 2 17 5
24 8 66 28 112 41
48 12 94 * 66 23
7 0 -—- 17 4 5 6
24 --- 70 178 61 40
48 -—- 108 112 * 10
8 0 18 10 7 6 6
24 11 153 51 177 14
48 12 7 19 18 11
9 0 15 -—- 7 --- *
24 13 - 22 --- 11
48 13 --- 19 --- 6
10 0 16 -- -—- --- 7
24 12 --- --- --- 489
48 12 - - - 119
Média+ O 13,1+ 2,8 13,1+ 3,64 8,8+5,69 11,644,1 8,44 + 4,24
DP 24 11,25+ 1,98 202,8+305,7 162,67+202,9 319,5+662,5 85,5+ 146,4
48 11,1#1,8  101,5+161,1 63,7+49,8 40,7+28,2 32,7 + 38,04

* - amostra sangiiinea insuficiente para analise; --- 6bito apos a coleta sangiiinea.

DP — desvio padrao
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Tabela A8. Valores da calcemia (mg/dl), em cada momento de coleta

sanglinea.
Animal / hora Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
1 0 10,1 9,6 8,8 7,9
24 9,9 9,1 8,5 7,7
48 10,8 10,6 10,3 11,1
2 0 10,1 7,8 9,3 8 10
24 10,2 8,3 7,9 8,1 10,6
48 10 9,0 8,5 8,9 9,1
3 0 10,1 9,0 9,1 7,7 9,7
24 9,5 8,4 8,1 8,2 9
48 10,6 8,8 9,3 8,5 10,6
4 0 9,1 8,5 9,7 9,6 8,8
24 7,9 9,0 7,9 9,9 9,6
48 9,2 11,3 11,3 9,6 9,6
5 0 9,3 9,7 9,8 9,7 9,3
24 8,7 10,8 10 9,3 10,7
48 * 10,1 9,2 10,3 9,4
6 0 9,5 9,7 9,9 9,7 10,2
24 8,4 8,2 9,9 8,7 8,6
48 8,8 10,1 9,8 10,5 8,8
7 0 9,9 10,3 10,1 11,3
24 9,2 10,4 10 8,6
48 * 10,7 9,5 8,5
8 0 9,6 9,9 9,8 9,4 10,9
24 10,2 9,9 9,7 8,5 8,8
48 9,8 9,4 9,1 8,6 9,2
9 0 10,2 9,1 10,3
24 10,3 8,8 8,4
48 9,6 9,6 9,7
10 0 9,2 9,1
24 10,7 8,7
48 9,5 8,6
Média+ O 9,64 +0,44 9,32+0,81 9,62+0,39 9,12+0,87 9,75+1,01
DP 24 949+1,03 9,21+£0,93  9,09+0,97 8,90+0,74 9,07 £ 0,96
48 9,64+0,58 9,93+0,92 9,79+0,90 9,52+0,79 9,46+0,84

* - amostra sangliinea insuficiente para analise; - 6bito apds a coleta sangiiinea.
DP — desvio padréo



Tabela A9. Colonizagao bacteriana, por animal, nos grupos submetidos a
indugao de pancreatite aguda.
Animal / Grupo2 Grupo3 Grupo 4 Grupo 5
érgao
1 P
F
B
LN
LP
2 P
F
B
LN
LP
3 P
F
B
LN
LP
4 P
F
B
LN
LP
5 P
F
B
LN
LP
6 P
F
B
LN
LP
7 P
F
B
LN
LP
8 P
F
B
LN
LP
9 P
F
B Obito
LN
LP
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10 P 0
F 0
B Obito Obito Obito 0
LN 1
LP 0

P — pancreas; F — figado; B — bago; LN — linfonodo ileal; LP — liquido peritoneal
0 — colonizagao ausente; 1 — colonizagao presente
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