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EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM PROBI,éTICOS EM ANASTOMOSES
COLONICAS DE RATOS: ESTUDO MORFOLOGICO E TENSIOMETRICO

Effect of supplementation with probiotics on colonic anastomoses in rats: Morphological and tensiometric study
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RESUMO - Racional: A utilizacdo de probidticos modifica positivamente a composicao e fungdo da flora

Mensagem central

intestinal melhorando a qualidade da anastomose intestinal. Objetivo: Avaliar o impacto da utilizacdo
de probidticos na anastomose intestinal de ratos. Método: Foram utilizados 36 ratos Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Rodentia Mammalia), machos adultos, com peso corporal variando entre 220 e
320 g. Os animais foram alojados e aclimatados individualmente em caixas recebendo agua e racéo

A suplementagdo com probidticos em modelos
animais mostrou efeitos benéficos sobre o
processo de reparo tecidual da parede intestinal de
anastomoses coldnicas.

ad libitum. Apds aclimatacdo inicial, o grupo controle recebeu perioperatoriamente ragdo ad libitum
por 12 dias (sete no pré-operatdrio e cinco no pds-operatdrio) associado a férmula de maltodextrina

na dose de 250 mg/dia de forma isocaldrica e isovolumétrica. Na semana que precedeu o
procedimento cirdrgico (periodo de sete dias) e no pds-operatorio (por cinco dias), os ratos do grupo
estudo receberam suplementagdo via oral de probiéticos dose de 250 mg/dia, associado a dieta
isocaldrica e isovolumétrica. O probidtico utilizado era composto pelas cepas (doses 1x10° UFC/g)*
Lactobacillus paracasei LPC-37, Bifidobacterium lactis HN0O19, Lactobacillus rhamnosus HNOO1 e
Lactobacillus acidophilus NCFM. A administracdo de probidtico ou placebo foi realizada via oral, com
auxilio de espéatula com dosimetro. Os dois grupos foram submetidos a duas colostomias, uma em
colon direito e outra em retossigmoide, seguido de reanastomose com oito pontos separados de
mononylon 6-0. O sacrificio ocorreu no quinto dia. Os parametros avaliados incluiram forca ténsil,

Perspectivas

A administracao de probiéticos no periodo pré e pds-
operatorio a cirurgia do célon se mostrou segura e
favoravel no processo cicatricial em modelos animais
e demonstrou potencial para tal suplementacao ser
aplicada em humanos, principalmente em situagdes
cirdrgicas em que o paciente se apresenta debilitado,
podendo favorecer uma maior recuperacao e evitar
complicagdes pos-cirdrgicas.

histologia e densitometria do colageno. Resultados: A taxa de fistula intestinal para os grupos controle
e probidtico foram, respectivamente, 22,22% e 11,11% (p=0.6581). A suplementacdo peroperatéria
com probidticos aumentou a deposicdo de coldgeno dos tipos | e lIl (p<0.0001), melhorou a forca
maxima de tracdo e forca méxima de ruptura, p=0,0250 e p= 0,0116 respectivamente, area de fibrose
(p<0.0001), e érea do infiltrado inflamatdrio (p=0.0115). Conclusées: A utilizagdo de probidticos
impactou positivamente na qualidade da anastomose intestinal.

DESCRITORES: Probidtico. Cicatrizagdo ferida. Anastomose coldnica. Tensidmetro. Densitometria
do colédgeno. Ratos.

ABSTRACT - Background: The use of probiotics positively modifies the composition and function
of intestinal flora, improving the quality of intestinal anastomosis. Aim: To evaluate the impact of
probiotic use on intestinal anastomosis of rats. Method: Thirty-six adult male Wistar rats (Rattus
norvegicus albinus, Rodentia Mammalia) were used, with body weight ranging from 220-320
g. The animals were housed and acclimated individually in boxes receiving water and ration ad
libitum. After initial acclimatization, the control group received perioperative ration ad libitum for
12 days (seven preoperatively and five postoperatively) associated with the maltodextrin formula
at a dose of 250 mg/day in isocaloric and isovolumetric form. Likewise, the probiotic group
received oral supplementation of probiotics dose of 250 mg/day, associated with isocaloric and
isovolumetric diet. The probiotic chosen for this study was composed of strains (doses 1x10°
CFU/q)* Lactobacillus paracasei LPC-37, Bifidobacterium lactis HNOO19, Lactobacillus rhamnosus
HNO01 and Lactobacillus acidophilus NCFM. Probiotics or placebo were administered orally with
the aid of a dosimeter spatula. Both groups underwent two colostomies, one in the right colon
and the second in rectosigmoid, followed by reanastomosis with eight separate 6-0 mononylon
stitches. The sacrifice took place on the fifth day. The parameters evaluated included tensile
strength, histology and collagen densitometry. Results: The rate of intestinal fistula for the
control and probiotic groups were, respectively, 22.22% and 11.11% (p=0.6581).Perioperative
supplementation with probiotics increased collagen deposition of types | and Il (p<0.0001),
improved maximum traction force and maximum rupture force, p=0.0250 and p=0.0116
respectively, fibrosis area (p<0.0001), and area of the inflammatory infiltrate (p=0.0115).
Conclusions: The use of probiotics had a positive impact on the quality of intestinal anastomosis.

HEADINGS —Probiotic. Wound healing. Colonic anastomosis. Tensiometers. Collagen densitometry. Rats.
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INTRODUCAO

considerados substancias dietéticas que promovem

alteragdes nacomposicao e/ou atividade da microbiota
gastrointestinal que acabam por conferir beneficios a saide do
hospedeiro. Afim de entender o papel dos probidticos nahomeostase
e salde, é importante destacar-se que o trato gastrointestinal
humano hospeda mais de 500 espécies de bactérias, totalizando
um peso de aproximadamente 1 kg, sendo a proporcao de 10
bactérias para cada célula humana. O genoma bacteriano pode
estar presente na proporcdo de 100:1, sendo que mais de 10%
da energia diaria necessaria a um individuo pode ser derivada da
fermentacdo bacteriana®”'"8,

Em sentido estrito, sdo bactérias vivas ou leveduras especificas
que atendem a critérios: ndo patogenicidade, capacidade de
antagonizar bactérias patogénicas, resisténcia a acidez gastrica
ou lise pela bile, adesao ao epitélio, serem fonte de modulagdo da
imunidade do hospedeiro e possuirem capacidade de permanecer
estaveis durante seu processamento e armazenamento®®,

Acreditava-se que os beneficios dos probidticos advinham
principalmente da promocao do balan¢o da microbiota intestinal,
havendo, entretanto, evidéncias crescentes eles exercem também
func¢des imunomoduladoras de grande importancia®=°.

Inicialmente, sem a presenca de nenhum tipo de bactéria
em nosso trato gastrointestinal - e portanto, sem antigenos para
o desenvolvimento de tolerancia e imunidade -, nosso sistema de
defesa comeca a se desenvolver no tecido linfoide associado ao
trato gastrointestinal (GALT), cuja exposicdo precoce aos antigenos
microbianos promove sua coloniza¢do ao ponto de aos quatro
anos deidade ja possuirmos configuracdo estavel do microbioma?.

Neste processo, temos a conversaointraluminal de componentes
de nossa dieta pelo ja entdo colonizado trato gastrointestinal. A
dieta modula a microbiota, sendo as altera¢des verificadas por
modelos experimentais em ratos. Exemplo disso é o fato de que
dieta rica em gorduras aumenta a proporcdo de Clostridium
ramosum e reducdo na proporgao de bacterioides®?’. Os niveis
de serotonina, neurotransmissor derivado do triptofano, foram
modulados pela colonizacdo do Bifidobacterium infantis, que
aumentou sua biodisponibilidade sérica e cértex frontal de ratos?®.
Outras agbes importantes descritas sdo que os probidticos e seus
metabdlitos reduzem a secregdo da moléculaimunomoduladora
autoinducer-2 pela E.coli patogénica, a qual, em Ultima instancia,
funciona como mediadora da adesdo bacteriana as células intestinais,
ndo permitindo desta forma a enteroinvasdo’.

Os efeitos benéficos e aplicacdes clinicas dos probidticos
sdo os mais diversos e se dao pelos mais diferentes mecanismos,
dentre os quais podemos destacar: reducédo do pH intraluminal,
secrecdo de bactericinas e defensinas. Este conjunto de agdes dos
probidticos promove atividade antagonica com enteropatégenos
e uropatoégenos™. A funcdo de barreira da mucosa intestinal é
reforcada através da fosforilagdo da actinina e da ocludina nasjunces
estreitas e também por meio da inibicdo da apoptose induzida
pelas citocinas?®. Os probidticos também induzem a secrecdo da
HeatShock Protein-70 (HSP-70) que sdo proteinas presentes no
citossol, as quais atuam como guias moleculares na prevencado da
agregacao proteica e no auxilio no processamento de antigenos e
em suaapresenta¢ao’?>. Modelos animais demostraram a protecdo
exercida nas colites espontaneas e induzidas quimicamente através
da "downregulation” de citocinas pré-inflamatorias, relacionadas
as cepas especificas. Outros mecanismos identificados foram a
reducdo de linfécitos CD4+ da lamina prépria e de linfocitos
intraepiteliais, inibicdo do fator de necrose alfa (TNF-alfa), producéo
da proteina quimioatrativa de monécitos do tipo 1 (MCP-1), além
do aumento da producdo de interleucina-10 (IL-10)3>"".

Apesar dos probidticos exercerem fungdes que véo de
imunomodulacdo até a biodisponibilidade de neurotransmissores
para o sistema nervoso central, seus efeitos sobre o reparo tecidual
nas anastomoses colonicas ainda é desconhecido.

Probiéticos, em uma definicdo ampla, podem ser

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo
peroperatoria de probidtico no processo de cicatrizagdo de
anastomoses coldnicas de ratos.

METODOS

Foram utilizados 36 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia Mammalia), machos adultos, com peso corporal variando
entre 220-320g, provenientes do Biotério da Universidade Estadual de
Maringd, Maring4, PR, Brasil. Os animais foram alojados e aclimatados
individualmente em caixas, recebendo agua e ragao ad libitum.

Apos aclimatagdoinicial, o grupo controle recebeu alimentacdo
comracaoad libitum por 14 dias associado a formula de maltodextrina
(n=18) nadose de 250 mg/dia de formaisocaldrica eisovolumétrica.
O grupo estudo com probidtico (n=18) recebeu alimenta¢do com
racao ad libitum por duas semanas. Na semana que precedeu o
procedimento cirlrgico (periodo de sete dias) e no pos-operatdrio
(periodo de cinco dias), os ratos do grupo em estudo receberam
suplementacdo via oral de probidticos dose de 250 mg/dia,
associado a dieta isocaldrica e isovolumétrica.

O probidtico optado para este estudo foi composto pelas
cepas Lactobacillus paracaseiLPC-37, Bifidobacterium lactis HNOO19,
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 e Lactobacillus acidophilus NCFM
(doses 1x10° UFC/g)™.

A administragdo de probidtico ou placebo foi realizada via
oral com auxilio de espatula com dosimetro contendo a dose
apropriada do probiético ou da maltodextrina administrada por via
direta (oral). Os dois grupos foram submetidos a duas colostomias,
uma no cdélon direito e a outra em retossigmoide, seguido de
reanastomose com oito pontos separados de mononylon 6-0. O
sacrificio ocorreu no quinto dia. Os parametros avaliados incluem
forga ténsil, histologia e densitometria do colageno.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do teste T-Student
e Mann-Whitney com intervalo de confianga (IC) de 95%.

RESULTADOS

Houve fistula intestinal na anastomose retossigmoide em
quatro animais (22,22%) do grupo controle e dois (11,11%) do
grupo probidtico. Os animais que apresentaram fistula morreram.

Teste tensiométrico

Para avaliacdo da forga ténsil, utilizou-se maquina de ensaio
mecanico computadorizada da marca EMIC modelo DL 1000 (EMIC,
S&oJosé dos Pinhais—PR). O valor da forca maxima de tracdo (FMT)
do grupo controle foi de 1,2+0,2 N e no grupo probidtico foi de
1,5+0,3 N, p=0,0250 IC 95,27%. A forca maxima de ruptura (FMR)
dos grupos controle e probiotico foram, respectivamente, 1,1+0,2
N e 1,4£0,3 N, p=0,0116 IC 95,27%. Assim, pode-se verificar o
impacto positivo na utilizacdo do probidtico na resisténcia ténsil
da anastomose (Figura 1).

Forga Maxima Trag&o (N) Forga Maxima de Ruptura (N)

Probiético

Probiético *

Controle Controle

1 T T 1
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FIGURA 1 - Comparagdo entre forca maxima de tragdo (FMT)
e forca méaxima de ruptura (FMR) entre os grupos
controle e probiético. Dados apresentados pela
médiaterro padrdo. Teste Mann-Whitney *p<0,05
comparado com o grupo controle
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Avaliacdo histologica e densitometria do colageno

O material foi fixado em formalina 10% e processado para
avaliacdo histopatoldgica, sendo os parametros analisados: area
de processo inflamatorio, infiltrado inflamatério, fibrose congestao
vascular, tecido de granulacdo e edema, utilizando-se a coloracdo
de H&E. Os cortes foram padronizados em seis micrometros de
espessura. A analise da densitometria do coldgeno foi obtida
através da coloracdo Picrosirius Red 3FBA (PSR 3FBA) com leitura
automatizada pelo sistema GraphPad Prism 5.

Na analise do H&E, ndo houve diferenca entre os grupos
em relagdo aos indices de edema, congestdo vascular e tecido
de granulacdo (p>0,05), contudo notou-se diferenga significativa
(p<0,05) para indices de fibrose e infiltrado inflamatorio, assim
como para area de processo inflamatério (Figura 2 e 3).
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FIGURA 2 — Comparacdo entre os indices histopatoldgicos (IH)
de fibrose entre os grupos controle e probidtico.
Dados apresentados pela médiaterro padrdo. Teste
T student. *p<0,05 comparado com o grupo controle
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FIGURA 3 - Comparacao entre os indices histoldgicos (IH) de
infiltrado inflamatdrio entre os grupos controle e
probiético Dados apresentados pela médiaterro
padrdo. Teste T student. *p<0,05 comparado com
o grupo controle.

Na avaliacdo do PSR, a presenca de colageno dos tipos | e
Il foi significativamente maior (p<0,0001) no grupo probiotico
(Figuras 4 e 5).

Distribuicdo de Colageno tipo |

[=2]
1

*

£
1

Porcentagem de distribuicdo
N

o
[

Grupos Analisados

FIGURA 4 - Distribuicao de colageno tipo | (COL I) entre grupos
controle e probiético. Dados apresentados pela
médiaterro padrao. Teste T student. *p<0,05
comparado com o grupo controle.
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FIGURA 5 — Distribuicdo de colageno tipo Il (COL Ill) entre
grupos controle e probidtico. Dados apresentados
pela médiaterro padrdo. Teste T student. *p<0,05
comparado com o grupo controle.

DISCUSSAO

Amucosa intestinal constitui-se em um complexo e dindmico
sistema que funciona como semipermeavel, permitindo a passagem
de nutrientes e macromoléculas necessérias para o crescimento
e desenvolvimento enquanto protege a corrente sanguinea de
microrganismos potencialmente invasores®. Estas fun¢des basicas
ocorrem em um ambiente habitado por bilhdes de microrganismos
comensais dos trés grupos de seres vivos: Bacteria (Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria), que constituem
cerca de 96% da microbiota intestinal, Archea e Eukarya, assim
como particulas virais"”.

Aresseccdo de um segmento gastrointestinal é procedimento
habitual para cirurgides pelos mais variados motivos: gastroplastias,
neoplasias, doenca diverticular, doencas inflamatérias, obstrugéo
etc. Considerando as anastomoses intestinais, todas suas camadas
(de mucosa a serosa) serdo seccionadas e o tecido reaproximado
com grampeadores e suturas. Assim, teremos “corpos estranhos”
na linha de cicatrizacdo que agem como antigenos para o nosso
sistema de defesa.

Apesar de todo progresso em relagdo aos meios e materiais
para se realizar uma operacdo (p. ex. laparoscopia, robética), da
destreza do cirurgido para realizar o procedimento com técnica
adequada, as taxas de fistulas anastomaéticas permanecem as
mesmas ha mais de 60 anos?. Neste sentido, buscam-se verificar
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os possiveis fatores contribuintes para essas taxas estaveis de
complica¢bes. Tanto a espécie quanto o fendtipo bacteriano
parecem estar envolvidos de maneira primordial paraa complicacdo.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem a
presenca de um processo cicatricial mais “organizado” e com
intensidade adequada dado a maior resisténcia em testes de
tracdo e deposicdo de coldgeno obtidos. Neste mesmo sentido
ha que se considerar que o processo foi mais efetivo levando-
se em conta que o grupo probidtico teve area de infiltrado
inflamatdrio menor que o grupo controle. Dentre os processos
envolvidos estd o da expressao dos receptores Toll-like (TRLs)
expressos pela microbiota comensal resposaveis pela indugao de
quimiocina com atividade quimiotatica e modulacdo da funcéo
de células dendriticas e linfécitos T para promover e modular a
cicatrizacao de feridas?'.

Em estudo conduzido por Olivas et al.'é, foi verificado que
guando subtipos com caracteristicas de enteropatogenicidade
de Pseudomonas aeruginosa estavam presentes no local da
anastomose, a fistula estava presente. Ao avaliarem os mecanismos
pelos quais cepas de Escherichia, Enterococcus e outros grupos de
bactéria contribuem para formacao de fistulas, foram encontrados
aumentos na formacao de poros por meio da H&E, aumento na
expressao da proteina de adesao AIDA-I%, citotoxicidade direta
e por meio da liberagdo de fator de necrose tumoral®?, elevada
motilidade e principalmente o aumento na atividade proteolitica
da gelatinase, causando a degradagdo da matriz de colageno no
local da anastomose?. Tem-se observado que as anastomoses
intestinais de animais tratados com antibi6ticos considerados
“germ-free”, ao serem submetidas a testes tensiométrico, possuem
forca de explosdo ou “burststregth” menor do que animais ndo
tratados com antibidticos'>'“%, sugerindo que o desequilibrio na
microbiota habitual reduz a qualidade da anastomose. Por outro
lado, em outros modelos animais que fizeram uso empirico de
antibidticos, estes se mostraram Uteis na prevencdo de fistulas
quando bactérias patogénicas ou doengas subjacentes ou de
base estavam presentes?'.

CONCLUSOES

Asuplementacdo peroperatdria com probidticos associou-se
positivamente ao aumento da deposicdo de colageno dos tipos |
e Ill, aumento da forca ténsil e area de fibrose, mesmo havendo
inicialmente aumento do infiltrado inflamatério.
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