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RESUMO

A pancreatite aguda grave apresenta alta morbimortalidade, notadamente
pela resposta inflamatéria sistémica e pela necrose pancreatica associada a
infeccdo, possivelmente decorrente de translocagao bacteriana. Os microrganismos
responsaveis pela infecgcdo pancreatica secundaria sao, freqientemente, bactérias
gram-negativas, como as que habitualmente colonizam o trato digestério, o que
sugere a ocorréncia de disfungado da barreira intestinal. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da suplementacao dietética com bactérias probidticas na resposta a
pancreatite aguda em ratos. Foram utilizados 30 ratos Wistar machos adultos,
aleatoriamente distribuidos em trés grupos: | — controle — operagédo simulada, sem
inducdo de pancreatite aguda; Il — indugao de pancreatite aguda; Ill — inducéo de
pancreatite aguda, com administragao prévia de bactérias probiéticas. Os animais do
Grupo Il receberam, durante 14 dias, suplementacdo dietética com probidticos
contendo a combinagdo das seguintes cepas de bactérias: Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium longum. Cada animal
recebeu cerca de 1,2 x 10° unidades formadoras de colbnias desses
microrganismos. No 15.° dia do experimento, os animais foram submetidos a
operagao simulada (Grupo 1) ou a indugao de pancreatite aguda (grupos Il e lll), pela
inoculagao de taurocolato de sédio a 5% no ducto biliopancreatico. Foram coletadas
amostras sanguineas para analise bioquimica das concentragdes de amilase, lipase,
glicose e célcio, além de contagem leucocitaria, imediatamente antes do
procedimento e 6 e 12 horas apds o procedimento. Apds a ultima coleta sanguinea,
os animais foram submetidos a nova laparotomia para coleta de amostras de liquido
peritoneal, linfonodo mesentérico, pancreas, baco e figado, para analise

microbiolégica. A andlise estatistica foi realizada com os testes t, exato de Fisher e



Kruskal-Wallis. Considerou-se um valor de p<0,05 para a rejeigcdo da hipétese nula
de similaridade dos grupos. Os animais do Grupo Ill apresentaram maior elevagéo
do numero de leucdcitos, em comparagdo aos animais dos demais grupos. Embora
0s parametros bioquimicos analisados ndo tenham diferido significativamente entre
os animais dos grupos Il e Ill, observou-se que tanto a amilasemia quanto a
lipasemia dos animais do Grupo Il tenderam a permanecer mais elevadas em
comparagao aos animais do Grupo lll. Houve um numero maior de culturas positivas
nos animais do grupo lll, em comparagdo ao encontrado nos animais do Grupo II,
mas a analise estatistica ndo mostrou haver maior risco de colonizagao bacteriana
nos animais do Grupo Ill. Nossos resultados sugerem que a suplementagao dietética
com essas cepas de bactérias probidticas, na concentragdo utilizada, parece nao
influenciar a ocorréncia de translocagédo bacteriana na pancreatite aguda induzida,
apesar de promover alteragcbes menos intensas em alguns dos parametros

bioquimicos avaliados.



ABSTRACT

Severe acute pancreatitis presents an elevated morbidity and mortality
attributable to sistemic response to inflammation and infection associated with
pancreatic necrosis, possibly determined by bacterial translocation. The
microrganisms responsible for the secondary pancreatic infection are commonly
gram-negative bacteria like those who habitually colonize digestive tract, suggesting
disruption of intestinal barrier. This study was aimed at evaluating the effect of
probiotic bacteria supplementation on acute pancreatitis induced in rats. Thirty adult
male Wistar rats were used, randomly distributed into three groups: | — control —
sham-operated without induction of acute pancreatitis; Il — induction of acute
pancreatitis, without probiotic supplementation; Ill — induction of acute pancreatitis,
with previous supplementation with probiotics. Animals from group Ill received,
during 14 days, a probiotic mixture containing a combination with the following
strains: Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, and
Bifidobacterium longum. Each animal received a single diary dose containing about
1.2 x 10° colony units forming of these microrganisms. On the 15" day of the
experiment the animals were submitted to simulated operation (group I) or to the
induction of acute pancreatitis (groups Il and 1ll) by the inoculation of 5.0% sodium
taurocholate solution into the biliopancreatic duct. Blood samples were collected for
biochemical analysis of the concentrations of amylase, lipase, glucose, and calcium,
and leukocyte count, immediately before the beginning of the procedure, and 6 and
12 hours after. Following the last blood sample collection the animals were submitted
to a new laparotomy and samples of peritoneal liquid, mesenteric lymph node,
pancreas, spleen and liver were obtained for microbiologic analysis. Statistical

analysis was performed using t-test, Fisher exact test and Kruskal-Wallis test. A



value of p<0.05 was considered for the rejection of null hypothesis of similarity of the
groups. Group Il animals presented a greater elevation of leukocytes compared to
the animals of the other groups. Although the biochemical parameters analyzed did
not significantly differ between the animals of groups Il and Ill, both amylasemia and
lipasemia of the animals of group Il exhibited a tendency to remain more elevated in
comparison to the animals of group Ill. There were a large number of positive
cultures in the animals of group Ill compared to the animals of group lll, but the
statistical analysis did not showed a higher risk of bacteria colonization in the animals
of group Ill. Our findings suggest that the dietetic supplementation with these
probiotics strains, at the concentration utilized, does not seem to influence bacterial
translocation but promotes fewer alterations of some of the biochemical parameters

analyzed.



1 - INTRODUGAO

A pancreatite aguda (PA) pode ser definida como um processo inflamatério do
pancreas, de gravidade variada, causado pela ativagdo intracelular, liberagao
intersticial e digestdo da glandula por suas préprias enzimas proteoll'ticas.1 A
inflamacgao pode limitar-se ao pancreas ou acometer érgaos vizinhos e a distancia,
eventualmente levando a disfung¢ao organica multipla.Z*

Aproximadamente 80% dos pacientes com PA apresentam um processo
inflamatdrio autolimitado, de rapida resolugdo, que acomete apenas o pancreas e,
por vezes, tecidos peripancreé\ticos.4 Esses casos menos graves necessitam, em
geral, de um curto periodo de jejum, hidratagdo venosa, infusdo de eletrélitos e
analgesia e, quando presentes, as deficiéncias nutricionais sdo pequenas e
facilmente reversiveis.>®

Na PA grave, contudo, € comum a ocorréncia de variados graus de necrose
parenquimatosa, em associacdo a complicacbes locais e sistémicas, como as
sindromes da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) e da disfungdo de multiplos
orgaos (MODS). Essa forma da doenga representa um modelo tipico de sepse
hipermetabdlica, com aumento consideravel da necessidade energética de repouso
e do catabolismo protéico, frequentemente determinando um quadro de desnutricao
grave.”®

O repouso do trato gastrointestinal, com ou sem fornecimento de nutricdo
parenteral (NP), tem sido considerado o cuidado-padréo, haja vista que minimiza,
sobremaneira, a excregdo pancreatica exdcrina. Entretanto, inUumeros estudos
experimentais e em humanos sugerem que, nesses casos, a administracédo de
nutricdo enteral (NE) é possivel, e mesmo benéfica, desde que nao determine

aumento na produgdo exocrina e seja bem tolerada.®"" Além do menor custo e da



auséncia de complicagdes relacionadas ao cateter, que freqientemente ocorrem na
NP, a NE apresenta a vantagem de prevenir alteragbes na barreira mucosa e na

permeabilidade intestinal.?

Marik e Zaloga (2004) verificaram que a utilizagdo de NE
associa-se a incidéncia menor de infecgdes, de intervengdes cirurgicas e do tempo
de hospitalizagao, quando comparada a NP, embora n&o determine diferenga no que
se refere & mortalidade e & incidéncia de complicacdes nao-infecciosas. '

Muitos pacientes com PA grave evoluem para oObito nas primeiras duas
semanas apos o inicio da doenca, notadamente devido a MODS, mas a morbidade e
mortalidade tardias sdo consequéncias da resposta imunoinflamatéria a necrose ou
a infecgdo pancreaticas.™

Independentemente da etiologia da PA, a resposta do sistema imune parece
ser idéntica, diferindo apenas no grau em que se expressa. O resultado final € uma
elevada producédo de mediadores inflamatérios que contribui para a progressao da
doenca, inicialmente local, tornando-a um processo sistémico.” O processo
inflamatdrio localizado € amplificado pela agao de citocinas, de radicais livres de
oxigénio e de enzimas proteoliticas e lipoliticas, que induzem o surgimento da SIRS,
que, apesar de considerada como uma resposta normal a lesdo do hospedeiro,
quando persistente ou exagerada pode contribuir para o desenvolvimento de
MODS."®"

Como a infeccdo da necrose pancreatica € a complicagcdo local considerada
de maior gravidade e determina alta mortalidade, muitos autores sugerem a
utilizacdo de antibioticoprofilaxia com o intuito de prevenir tal evolugdo.'” Entretanto,
nao existe consenso para o uso profilatico desses medicamentos, nem mesmo
visando a descontaminagdo seletiva do intestino, haja vista que podem

desestabilizar a flora intestinal e alterar a integridade da superficie epitelial."'®



O epitélio intacto do intestino, associado a flora adequada, representa uma
barreira a invasao de microrganismos patogénicos, de antigenos e de componentes
nocivos que podem estar presentes no lumen intestinal. Em individuos saudaveis,
essa barreira €& estavel e desempenha a sua fungdo habitual, assegurando
resisténcia imunoldgica ao hospedeiro.

A composicao da flora intestinal € influenciada por inumeros fatores como, p.
ex., condi¢des fisioldgicas do hospedeiro (idade e estresse), composi¢ao da dieta,
circunstancias ambientais (contaminagao por patdgenos, uso de medicamentos) e
processo digestério (pH, tempo de transito intestinal, disponibilidade de
substratos).20 Quando um desses fatores se altera pode ocorrer um desequilibrio
(disbiose), caracterizado pelo declinio de bactérias benéficas e pela proliferagao de
bactérias potencialmente patogénicas.?"?

Os microrganismos responsaveis pela infeccdo pancreatica secundaria sao,
frequentemente, bactérias gram-negativas, como as que colonizam o trato
gastrointestinal, o que sugere a ocorréncia de disfungdo da barreira mucosa.? O
termo translocagao bacteriana foi cunhado por Berg e Garlington (1979) para definir
a passagem de microrganismos patogénicos e nao-patogénicos e de seus produtos
(p. ex., endotoxinas) do Ilumen intestinal para linfonodos mesentéricos e,
possivelmente, para outros érgéos.24 Na atualidade, esse conceito tem recebido
atencao crescente da comunidade cientifica e tem sido definido como um processo
no qual bactérias que normalmente residem no lumen do trato gastrointestinal
cruzam a parede intestinal e podem determinar a estimulagédo do sistema imune e a
infeccdo em tecidos estéreis. Isso poderia resultar em reagao inflamatéria macica e

causar disfungéo de multiplos 6rgédos, com elevada mortalidade.?



A translocacido bacteriana representa, notadamente, trés fatores
fisiopatoldgicos: (1) dano a motilidade intestinal, levando a um supercrescimento
bacteriano no intestino delgado; (2) lesdo estrutural da barreira mucosa; e (3)
deficiéncia do sistema imune.?*?® Em individuos saudaveis, o acido gastrico, a bile e
o0 complexo motor intestinal contribuem para a reduzida contagem bacteriana no
intestino delgado. A ruptura no equilibrio microbiano habitual resulta em disfungao
da barreira mucosa, facilitando a translocagdo de patégenos oportunistas. Com o
rompimento dessa barreira, a exposi¢cao de bactérias as células do sistema imune
iniciara a sinalizagao para uma resposta de defesa do hospedeiro.29

A PA grave é uma das doengas abdominais mais associadas ao ileo paralitico
e essa disfuncdo intestinal possivelmente modula a intensidade da resposta
inflamatdria que, além de favorecer a translocagcao bacteriana, constitui fonte
adicional para a liberagao de citocinas pro- e antiinflamatdrias, decorrentes de
produtos bacterianos absorvidos.>2%2%0

A “sepse derivada do intestino” parece ser um evento com baixo potencial
inflamatdrio e, por isso, se constituiria em um estimulo insuficiente para a resposta
sistémica e para a disfungdo organica que ocorrem apds um processo catabdlico
grave e prolongado.>'*? Entretanto, esse cenario se modifica quando uma bactéria
encontra as condicbes adequadas para expressar a amplitude de sua viruléncia,
como ocorre em situacdes de extenso estresse. Essas situagdes sdo, habitualmente,
indicadas pelo hospedeiro, constituindo exemplos as alteracbes do pH e da
osmolalidade intestinal ou o aumento da producdo de determinados horménios.
Essas alteragdes indicariam a existéncia de um ambiente hostil e estimulariam as

bactérias a procura de locais em que existissem melhores condigdes para a sua



sobrevivéncia, mas a capacidade da bactéria em iniciar ou exacerbar uma resposta
inflamatéria também depende de sua aptiddo em colonizar outros 6rgdos.**34

O trato digestorio abriga uma flora composta por mais de 500 espécies de
microrganismos, algums dos quais desempenham fungbes importantes na
manutengdo da homeostase. Esses microrganismos compdem uma comunidade
dindmica que, uma vez estabelecida, permanece relativamente constante ao longo
da vida. O equilibrio entre a flora benéfica e a flora potencialmente patogénica é
fundamental, haja vista que o supercrescimento de uma espécie pode alterar a
funcao digestoria e favorecer a translocacéo bacteriana.'®*>%"

Na tentativa de normalizar ou estabilizar a flora bacteriana, tém sido utilizados
probidticos, microrganismos vivos nao-patogénicos que, quando ingeridos em
quantidade adequada, afetam beneficamente o hospedeiro, pela melhoria das
propriedades de sua flora habitual. Eles consistem de bactérias (principalmente as
produtoras de acido latico e as bifidobactérias) e leveduras (notadamente
Saccharomyces) que podem estar presentes tanto em alimentos (leite fermentado)
como em suplementos alimentares e em medicamentos.*®*° Seu mecanismo de
acao é considerado variado, existindo condi¢des clinicas em que seu uso pode ser
benéfico (p. ex., infeccdo, inflamacgao, alergia e cé\ncer).41 Acredita-se que seus
efeitos podem ser diretos ou indiretos, pela modificagcdo do ecossistema endoégeno
ou da resposta imune, respectivamente. A versatilidade da acido direta dos
probioticos pode ser explicada pelas multiplas interagdes entre os microrganismos e
entre eles e o hospedeiro.>*'3
Como exemplo da interagdo entre os microrganismos, destaca-se a

competigdo por nutrientes essenciais e a produgao de fatores antimicrobianos pelos

probioticos, impedindo o supercrescimento de patégenos. Contudo, em
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contraposi¢ao, os probidticos também podem agir suscitando a ténue ativacdo do
sistema imunolégico do hospedeiro, como ocorre quando eles alcangam o intestino e
estabelecem uma populagao residente de imundcitos. Isso, ocasionalmente, poderia
favorecer a ocorréncia de uma rapida resposta de defesa contra patégenos que
invadam a lamina prépria intestinal.**

Pesquisas em animais e em humanos tém sido realizadas com o intuito de
estabelecer a eficacia do uso de preparacdes probiéticas.45 Entretanto, apesar dos
resultados encorajadores de alguns estudos, em certas circunstancias (intolerancia a
lactose e diarréia, p. ex.), a elucidacéo da real aplicabilidade dos probiéticos ainda é
objeto de duvida, haja vista a discrepancia dos resultados advindos de sua utilizagao
no homenn 38:44:46.47

No que concerne a PA, a despeito do reconhecimento de importantes fatores
de risco para a sua ocorréncia, ainda ndo se consegue distinguir os pacientes que
desenvolverao a doencga. Adicionalmente, uma vez instalado o quadro inflamatério
pancreatico, ainda ndo se dispde de marcadores objetivos que detectem
prontamente os pacientes que evoluirdo para complicagdes, como, p. ex., hecrose e
infeccdo pancreaticas. A manipulacdo da flora intestinal, pela suplementacao

dietética com probidticos poderia contribuir para a atenuacédo da resposta a PA,

minimizando a morbimortalidade dela decorrente.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da suplementacao dietética com bactérias probidticas na

resposta a pancreatite aguda induzida em ratos.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar se a adicdo de bactérias probidticas a dieta modifica os valores de
exames laboratoriais habitualmente utilizados no diagnéstico e no acompanhamento
da pancreatite aguda.

Verificar se a adigcao de bactérias probidticas a dieta previne a translocacao

bacteriana intestinal.
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3 - METODO

Utilizou-se um modelo experimental com ratos Wistar machos adultos
submetidos a suplementacao dietética com bactérias probidticas, durante 14 dias.
No 15.° dia, os animais foram submetidos a indugdo de pancreatite aguda, por
inoculagdo de solugdo de taurocolato sédico a 5% (Taurocholic acid® — Sigma®) no
ducto biliopancreatico. O material coletado (amostras sanglineas e pecgas
operatorias) foi encaminhado para analise bioquimica, histolégica e microbioldgica.

O experimento foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Ciéncias Médicas, com a colaboragao das Disciplinas de Microbiologia
e Anatomia Patolégica da Faculdade de Ciéncias Médicas e do Laboratério Central e
de Urgéncias do Hospital Universitario Pedro Ernesto — Universidade do Estado do

Rio de Janeiro (UERJ).

3.1 — ANIMAIS E GRUPOS
Foram utilizados 30 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus), com peso inicial
entre 300 e 350 gramas. Esses animais foram distribuidos, aleatoriamente, em trés
grupos de estudo, cada um com dez animais:
| — Controle — com oferta de racido-padrdo e realizagdo de operacao
simulada, sem indugao de pancreatite aguda;
Il — com oferta de ragao-padréo e indugao de pancreatite aguda;
Il — com oferta de ragdo-padrdo, suplementacdo dietética com

bactérias probiéticas durante 14 dias e indugédo de pancreatite aguda.

Todos os animais foram provenientes do Biotério do Laboratério de Cirurgia

Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio
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de Janeiro e foram mantidos em condi¢ao-padrao de laboratério durante o periodo
do experimento, recebendo dieta apropriada (Focus 1722 Roedores® — Agroceres®)
e agua ad libitum.

Os ratos foram alojados em gaiolas individuais, em ambiente climatizado, com
foto-periodos diarios de 12 horas. Antes do procedimento cirurgico, os animais foram
deixados em jejum por 12 horas.

No 15.° dia do experimento, os animais do Grupo | foram submetidos a
laparotomia e manuseio de 6rgaos intra-abdominais (operagdo simulada) e os
animais dos grupos Il e Ill foram submetidos a laparotomia para indugédo de

pancreatite aguda.

3.2 - 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%.

A racdo era enriquecida com vitamina A, vitamina E, vitamina Ks, vitamina By,
vitamina B,, vitamina Bg, vitamina Bi,, niacina, acido pantoténico, acido fdlico,
biotina, colina, DL-metionina, lisina, aditivo antioxidante, ferro, zinco, cobre, iodo,

manganés, selénio e cobalto.

3.3 - SUPLEMENTAGAO DIETETICA COM BACTERIAS PROBIOTICAS
A suplementacdao de bactérias probidticas foi realizada com o Vital-lmune
Biotic® (Klaire Labs®) que é comercializado em cdapsulas com a seguinte

composi¢cdo, no que concerne ao numero de unidades formadoras de colbnias



14

(UFC): Lactobacillus rhamnosus — 1,2 x 10% Lactobacillus casei — 0,9 x 10%
Lactobacillus acidophilus — 0,6 x 10°% e Bifidobacterium longum — 0,3 x 10°.

A dose diaria foi preparada pela dissolugdo de quatro capsulas em 50 ml de
agua filtrada. Cada animal do Grupo Il recebeu 5 ml da solugao (1,2 x 10° UFC), por
administragdo intragastrica, em bolus, com a utilizacdo de um cateter orogastrico
siliconizado n.° 4 (Embramed®), uma vez ao dia, no mesmo horario.

Os animais dos grupos | e Il receberam 5 ml de agua filtrada, por via
intragastrica, durante os 14 dias do experimento, administrada da mesma forma

descrita anteriormente, sempre no mesmo horario.

3.4 — CONTROLE DE PESO E DE INGESTAO DE RAGAO E AGUA

O peso dos ratos, bem como a ingestao de ragao e agua, foram avaliados
diariamente, sempre no mesmo horario. O peso dos animais foi aferido, em balanca
de precisdo (Adventure™ — Ohaus®). O consumo de racdo foi medido pelo controle
do resto-ingestao da ragao fornecida. A agua foi ofertada em recipientes graduados

em mililitros, sendo o consumo também aferido pelo controle do resto-ingestao.

3.5 - PROCEDIMENTO OPERATORIO E INDUGAO DA PANCREATITE

No 15.° dia do experimento, os animais de todos os grupos foram submetidos
a anestesia inalatéria com halotano (Fluothane®, Zeneca Farmacéutica do Brasil
Ltda® — Cotia, SP, Brasil) e posterior tricotomia ampla da parede abdominal. A anti-
sepsia da parede abdominal foi realizada com solugdo de polivinilpirrolidona-iodo
com 10% de iodo ativo (Povidine Degermante® — Rioquimica®) e, em seguida, com
solugao de polivinilpirrolidona-iodo com 1% de iodo ativo (Povidine Alcoolico® — VIC

Pharma Ind. e Com. Ltda®).
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Todo o procedimento operatorio foi realizado sob condicdo estéril,
obedecendo aos cuidados de assepsia e anti-sepsia. Na operag¢ao de cada animal
utilizou-se um kit de material cirdrgico estéril que continha: um campo cirurgico
fenestrado, um cabo de bisturi n.° 3, uma lamina de bisturi n.° 15, uma tesoura de
Metzenbaum curva delicada, um mini-afastador auto-estatico, duas pingas de
Hartmann-Halsted, uma pin¢ca vascular tipo bulldog, uma pinga de disseccao
anatémica, uma pinga de dissecc¢ao dente-de-rato e um porta-agulha de Hegar.

O acesso a cavidade abdominal do animal foi realizado por laparotomia
mediana supra-umbilical, com cerca de 3 cm de extensao.

Nos animais do Grupo | procedeu-se a manipulagdo de oérgaos intra-
abdominais, seguida por fechamento da parede abdominal.

Nos animais dos grupos Il e lll, o figado foi deslocado superiormente e o
duodeno inferiormente, para identificacdo do ducto biliopancreatico. O ducto foi
dissecado e reparado com fio de linho 2-0 (Linho® — Ethicon®). O duodeno foi
fechado com uma pequena pinga aplicada junto a regidao da papila, para evitar a
passagem do taurocolato de sédio para a luz intestinal. Para melhor visualizagao
das estruturas anatémicas, utilizou-se magnificagdo de cinco vezes da imagem, com
lupa RT 202.03 (Ritek® — Taiwan).

O ducto biliopancreatico foi puncionado com agulha 0,45 x 13 cm (Plascalp®)
acoplada a uma seringa com capacidade para 1 ml (3/10cc — BD®), seguindo-se
inoculagao de 0,2 pL de solugcédo de taurocolato de sddio a 5%, a uma velocidade
aproximada de infusdo de 0,1 yL/min, sob pressdo manual. Para manter constante e
amortecer a pressao de infusdo da substancia, foi criada uma camara gasosa no

interior da seringa. (Fig. 1)



Fig. 1. Indugao da pancreatite aguda: A e B — ducto biliopancreatico dissecado,

com pingamento do duodeno junto a papila, sem e com magnificagao da
imagem, respectivamente; C — inoculagao de taurocolato de sédio no ducto
biliopancreatico.

O fechamento da parede abdominal dos animais de todos os grupos foi
realizado em dois planos — peritonioaponeurético e pele — com fio de poliglactina 910
2-0 (Vicryl® — Ethicon®). Durante o fechamento da parede abdominal, foram
inoculados 10 ml de solucao de cloreto de sédio a 0,9% no tecido celular subcutaneo
de todos os animais.

ApOs a recuperacao anestésica, os animais tiveram acesso irrestrito apenas a

agua e permaneceram em gaiolas individuais.
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3.6 — COLETA DE AMOSTRAS SANGUINEAS

Por puncgao cardiaca, sob anestesia inalatéria com halotano, foram coletadas
amostras sangulineas dos ratos para analise dos niveis séricos de amilase, lipase,
glicose e calcio, bem como contagem de leucécitos, imediatamente antes dos
procedimentos operatérios (hora 0) e apds 6 e 12 horas. A ultima coleta foi realizada
imediatamente antes da retirada das pecas operatérias para exame histoldgico e
microbioldgico.

A puncdo cardiaca foi realizada com agulha 0,45 x 13 cm (Plascalp®)
acoplada a uma seringa de 5 ml (Injet® - Plascalp®). No local da puncgéo, realizou-se
anti-sepsia com solucgao de polivilpirrolidona-iodo com 1% de iodo ativo.

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

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

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

dosagens bioquimicas.

Logo apos o acondicionamento nos tubos, o sangue destinado a analise
bioquimica foi centrifugado, durante dez minutos, a 4.000 rota¢gdes por minuto, em

centrifuga clinica (Centrifuga Excelsa Baby Il 206-R®, FANEM — S&o Paulo, SP).
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3.7 — ANALISE LABORATORIAL
A analise laboratorial foi realizada por um técnico do Laboratdrio Central e de
Urgéncias do Hospital Universitario Pedro Ernesto (UERJ) que n&o tinha
conhecimento dos grupos do estudo.
Para a analise laboratorial, foram utilizadas técnicas diversas, a saber:
- contagem de leucdcitos — método Laser/Impedancia;
- glicose — método enzimatico GOD-PAP (oxidase);
- calcio — técnica colorimétrica Arzenato I,
- amilase — método cinético (CNP G3); e

- lipase — técnica enzimatica colorimétrica.

Para a analise dos niveis séricos de glicose, calcio, amilase e lipase foi
utilizado o equipamento Konelab® (Wiener®), com emprego do kit reagente BT 3000°
(Wiener®), enquanto para a contagem leucocitaria utilizou-se o equipamento Cell

Dyn 3700® (Abbott®).

3.8 — RETIRADA DAS PEGAS OPERATORIAS

Sob anestesia inalatéria com halotano, os animais de todos os grupos foram
submetidos a reoperagao na 12.2 hora apods a indugéao da pancreatite (grupos Il e Ill)
ou apos a operagao simulada (Grupo |), para a ressecgao de tecidos para analise
microbioldgica e histologica.

A retirada das pecas operatérias seguiu rigido controle microbiologico, com

utilizacdo de material estéril e equipe cirurgica devidamente paramentada.
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Segmentos do pancreas, do bacgo, do figado e de linfonodo mesentérico, além
de uma amostra do liquido peritoneal, foram retirados e colocados em frascos
estéreis, sendo encaminhados para analise microbiolégica.

Apés a coleta dos tecidos para exame, todos os animais foram mortos por
sobredose anestésica (halotano) e submetidos ao fechamento da parede abdominal
em dois planos — peritdnio-aponeurético e pele — com fio de poliglactina 910 2-0

(Vicryl® — Ethicon®).

3.9 - ESTUDO HISTOPATOLOGICO

A avaliagao histopatoldgica foi realizada por um patologista da Disciplina de
Anatomia Patolégica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UERJ que né&o tinha
conhecimento dos grupos do estudo.

O tecido pancreatico foi processado em solugdes crescentes de alcool e xilol,
e, em seguida, incluidos em blocos de parafina (Parafina para Histologia® - Isofar,
Industria e Comércio de Produtos Quimicos — Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e cortado,
com o auxilio de um micrétomo (Leica RM20225°, Leica Instruments - China), em
fatias de 4 um de espessura. As laminas, preparadas a partir dessas fatias, foram
submetidas a coloracdo por hematoxilina e eosina. Apds as coloragdes, as laminas
foram analisadas em microscépio dptico (Laborlux S®, Ernest Leitz - Leitz Portugal).

Para a avaliagdo histopatologica da PA, foram avaliadas a presenca ou
auséncia dos seguintes parametros: esteatonecrose (agdo de fosfolipases), lise
acinar (acao da tripsina), hemorragia (acdo da elastase) e infiltrado leucocitario
(resposta inflamatdria). A esses parametros atribuiu-se uma gradagao, de acordo

com a intensidade de acometimento individual do parénquima pancreatico dos
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animais (0 — ausente; 1 — pequeno; 2 — moderado; e 3 — acentuado), obtendo-se um

valor médio em cada um dos grupos (Il e IlI).

3.10 - ESTUDO MICROBIOLOGICO

A avaliacdo microbiolégica foi realizada por um técnico da Disciplina de
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da UERJ que nao tinha
conhecimento dos grupos do estudo.

O liquido peritoneal foi coletado com seringa de 3 ml (Injet® - Plascalp®) e
acondicionado em frascos estéreis (Eppendorff), com capacidade para 1,5 ml. O
linfonodo mesentérico e os segmentos do pancreas, do bago e do figado também
foram colocados em frascos estéreis e submetidos a cultura para microrganismos
aerobicos.

Imediatamente ap6s chegarem ao Laboratério de Microbiologia, as amostras
foram armazenadas em geladeira, a uma temperatura de 6° C. O intervalo de tempo
decorrido entre a chegada do material no laboratério e a realizagdo dos
procedimentos para a cultura bacteriana nao excedeu ao maximo de trés horas.

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

o crescimento bacteriano e identificado o tubo correspondente.
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As amostras em que ocorreu crescimento bacteriano foram semeadas em
placas de Petri contendo o meio de cultura agar-sangue (Oxoid Ltd®, Basingstoke —
Hampshire, Inglaterra) e incubadas por mais 24 horas a 37° C. Em seguida,
executou-se o método de Gram, para separa-las em grupos distintos. Ambas as
amostras, gram-positivas e gram-negativas, foram submetidas as provas
bioquimicas especificas.

Para as amostras com microrganismos gram-positivos, foram aplicados os
testes de catalase (H20,) e coagulase (plasma de coelhos ndo imunizados), para
identificacdo de cepas de estafilococos e de estreptococos.

As amostras com microrganismos gram-negativos, foram aplicados os
seguintes testes bioquimicos:

- para identificacdo de bactérias fermentadoras e nao fermentadoras:
meio Base Descarboxilase—Arginina (Moeller Decarboxylase® — Becton Dickinson SA
— Franca) e OF Glicose (Hugh-Leifson — Merck KGaA® — Darmatadt, Alemanha).

- para identificacdo de enterobactérias: S.I.M. — sulfeto (H,S)-indol-
mobilidade (Merck KGaA® — Darmatadt, Alemanha), D.A.U. — duplo actcar (glicose e

lactose) + uréia®® e Agar Citrato Seg Simmons (Merck® — Brasil).

3.11 — ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas realizadas visaram a descricdo e comparagao dos
animais dos trés grupos, em relagdo a: (1) pré-condigbes para o experimento
(consumo diario médio de racéo, ingestdo diaria média de agua, diferenca do peso
corporal em D15 — dia da operacdo — em relacdo a D1 e peso corporal no dia
operagao); (2) exames de amostras sanguineas — dosagem dos niveis séricos de

amilase, lipase, glicose e calcio, bem como contagem leucocitaria, no momento do
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procedimento operatério (hora 0) e seis e 12 horas apds; e (3) colonizagao

bacteriana no pancreas, figado, baco, linfonodo mesentérico e liquido peritoneal.

No intuito de testar a hipétese nula de similaridade dos grupos em relagao as
pré-condigcdes para o experimento, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Walllis (comparagao simultanea dos trés grupos) e o teste-t (comparagao dos grupos,

dois a dois).

No que concerne ao efeito das bactérias probidticas sobre os marcadores
bioquimicos e sobre a contagem leucocitaria nos trés diferentes momentos (0 e 6 e
12 horas apés inducdo da pancreatite), optou-se pelo uso do teste-t para a
comparagao dos grupos dois a dois, vislumbrando a comparagdo dos animais dos

grupos Il e lll como a de fato relevante para o cenario de ocorréncia de pancreatite.

Finalmente, para avaliar o efeito das bactérias probidticas sobre a
translocagao bacteriana, comparou-se a colonizagao bacteriana no pancreas, figado,
baco, linfonodo mesentérico e no liquido peritoneal nos animais dos grupos Il e lll,

pelo teste exato de Fisher.

Todas as analises foram realizadas com o pacote estatistico SAS®,*° sendo
estabelecido um valor de p<0,05 como critério para a rejeicdo da hipétese nula de

similaridade dos grupos.

3.12 — ASPECTOS ETICOS NO CUIDADO COM OS 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.
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Todos o0s procedimentos seguiram, rigorosamente, a regulamentacao

existente sobre experimentacdo com animais.®*®’
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4 - RESULTADOS

4.1 - EVOLUGAO DOS ANIMAIS

Dois animais evoluiram para 6bito, um do Grupo | (controle) e um do Grupo
Ill, ambos apds a coleta da primeira amostra sanglinea. A necropsia desses animais
revelou a presenga de grande quantidade de coagulos sanglineos no saco
pericardico, sugerindo a ocorréncia de tamponamento cardiaco, decorrente da
puncéo cardiaca realizada para a coleta de sangue. Nesses grupos, as analises da
segunda e terceira amostras sanguineas foram realizadas com nove animais.

Todos os demais animais apresentaram recuperagao satisfatéria apdés o
procedimento cirdrgico e as coletas sanguineas, permanecendo sem alteragbes

significativas até o final do experimento.

4.2 - EVOLUGAO DO PESO CORPORAL E DA INGESTAO DE AGUA E DE
RAGAO

4.2.1 — Peso corporal

Nao houve diferenga no peso corporal dos animais dos trés grupos, tanto no
inicio do experimento (D1 — dia do inicio da preparacéo dos animais) quanto no seu
final (D15 — dia da operagao simulada nos animais do Grupo | e da inducdo da
pancreatite nos animais dos grupos Il e Ill). Os valores dessas variaveis, assim
como os desvios-padrao, podem ser vistos na Tabela 1. A evolugdo do peso dos
ratos entre D1 e D15 foi uniforme em todos os grupos, conforme pode ser observado

na Figura 2.
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Tab. 1. Valores de média = desvio padrao das variaveis consumo de ragao e

de agua e peso corporal, em D1 e D15, e a diferenga de peso corporal médio,

entre D15 e D1, nos trés grupos de animais.

Variavel Grupo | Grupo Il Grupo lll Teste de Kruskal-
(média £ dp) (média £ dp) (média £ dp) Wallis (p)
Consumo
médio diario 18,71+ 2,43 18,14 + 2,08 18,51 + 1,31 0,6870
de ragao (g)
Consumo
médio diario 34,7 £ 5,31 38,562+ 3,98 29,86 + 5,83 0,0089
de agua (ml)
Peso corporal
médioem D1  33151+12,05 324,06+10,42 327,29+ 13,76 0,2444
(9)
Peso corporal
médio em D15 334,07 + 8,74 324,97 £9,80 325,97 £ 15,65 0,1634
(9)
Diferenca de
peso entre 2,57 0,91 -1,31 0,8041
D15 e D1 (9)
g — grama; ml — mililitros; dp — desvio padrao
336
334
332
< 330 -
~ 328
2 326
o 324
322
320 -
318
D1 D15
Dias
— Grupo | Grupo Il =—— Grupo Il

Fig. 2. Evolugao do peso corporal dos animais, entre D1 e D15.
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4.2.2 - Ingestao de agua e de ragao

No que se refere ao consumo médio de ragao, também nao houve diferenca
em todos os grupos de animais, entre D1 e D15. Contudo, observou-se diferenga
significativa quanto ao consumo médio de agua entre os animais dos grupos Il e lll,
com os animais do Grupo lll consumindo menor quantidade. Os valores dessas
variaveis, expressos em média + desvio padrao, podem ser visualizados na tabela 1.

A tabela 2 mostra a comparagao dos grupos, dois a dois, no que concerne ao

consumo médio de agua e ragao, com base no teste-t.

Tab. 2. Comparagao dos grupos de animais quanto ao consumo de ragao e de

agua, entre D1 e D15.

Variavel Grupolvs.ll Grupolvs.lll Grupollvs.ll

(p) (p) (p)

Consumo médio

diario de ragao (g) 0,5811 0,8240 0,6385
Consumo médio
diario de agua (ml) 0,0857 0,0684 0,0011

g — grama; ml — mililitros

4.3 - EVOLUGAO DOS RESULTADOS DOS EXAMES LABORATORIAIS

Na 6.2 hora ap6s a primeira coleta sanglinea (hora 6), observou-se maior
elevacdo da leucometria nos animais do Grupo lll, em relagdo ao Grupo controle.
Apenas nesse momento ocorreu diferenga significativa entre os animais dos grupos
Il e Ill. Adicionalmente, na 6.2 hora também se observou diferenga significativa dos
valores médios do numero de leucdcitos sanguineos nos animais do Grupo lll, em
comparagao aos animais do Grupo controle. Nas outras duas coletas sanguineas, os

valores médios encontrados para os trés grupos de animais foram semelhantes.

(Fig. 3)
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Fig. 3. Evolugdo dos valores médios da leucometria (10°/ mm?®) nos trés grupos

de animais.

Os valores encontrados para a glicemia foram diferentes nos animais do
Grupo Il em relagdo aos do Grupo | (controle), em dois momentos de coleta
sanguinea, nas horas 0 e 6 apos a indugdo da pancreatite. Na coleta sanguinea
realizada na hora 12, ndo houve diferenca entre nenhum dos grupos analisados.
(Fig. 4A)

Os valores médios dos niveis séricos de amilase observados nos animais dos
grupos Il e lll foram significativamente diferentes dos encontrados nos animais do
Grupo controle, notadamente no que se refere as elevagdes observadas na 6.2 e na
12.2 horas apds a indugcdo da pancreatite aguda. Depois da 6.2 hora, apenas a
amilasemia dos animais do Grupo Il se manteve em elevacéo, porém sem diferenca

significativa, em comparagao ao observado nos animais do grupo lll. (Fig. 4B)
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Fig. 4. Evolugao dos valores médios da glicemia (A), amilasemia (B), lipasemia

(C) e calcemia (D) nos trés grupos de animais.

O valor médio basal da lipasemia apresentou diferenca entre os animais dos

grupos Il e | (controle). Também ocorreram diferengas no valor médio dessa

variavel nos animais dos grupos Il e lll, tanto na 6.2 hora quanto na 12.2 hora, em

comparagao aos animais do Grupo controle. Entre os ratos dos grupos Il e lll, os

valores médios observados para a lipasemia, na 6.2 hora, foram maiores no Grupo Il

(embora sem significancia). Na 12.2 hora, enquanto esses valores pareceram se

estabilizar nos animais do Grupo lll, continuaram se elevando nos animais do Grupo

Il, porém sem diferencga significante. (Fig. 4C)
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Antes da indugcdo da pancreatite, os niveis séricos basais de calcio dos
animais do Grupo |l eram diferentes dos niveis observados nos animais do Grupo
controle. Nas demais coletas sanglineas, observou-se reducdo constante e
progressiva da calcemia, mas sem diferenca entre os grupos estudados. (Fig. 4D)

Na Tabela 3, encontram-se sumarizados os valores de “p” para a contagem de

leucécitos e para os parametros bioquimicos avaliados.

Tab. 3. Comparacgao dos grupos de animais em relagao a contagem de

leucécitos e aos parametros bioquimicos, com base no teste-t.

Variavel Coleta Grupollvs. Grupollvs. Grupo lll vs.
sangiinea (hora) Grupo lll Grupo | Grupo |
Leucdcitos 0 0,2552 0,2342 0,9121

(103/mm?)
6 0,0010 0,1589 0,0145
12 0,4459 0,3208 0,8789
Glicose 0 0,3140 0,0489 0,3825
(mg/dl)
6 0,3217 0,0226 0,0583
12 0,3618 0,0964 0,5913
Amilase 0 0,1434 0,5640 0,2714
(Ui
6 0,9928 0,0020 0,0028
12 0,1217 0,0011 0,0044
Lipase 0 0,6369 0,4435 0,0313
(Ui
6 0,2664 <0,0001 0,0003
12 0,9701 0,0005 0,0143
Calcio 0 0,0833 0,0034 0,4325
(mg/dl)

6 0,4831 0,3727 0,1685

12 0,3441 0,1286 0,5258
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As figuras 5 e 6 ilustram o comportamento individual dos animais nos trés
momentos da coleta sanguinea. Os animais numerados de 1 a 10 pertencem ao
Grupo | (Controle), os de 11 a 20 ao Grupo Il e os de numeragao de 21 a 30
correspondem aos do Grupo lll. Observam-se, mais nitidamente, as diferencas

referentes a leucometria, a amilasemia e a lipasemia.

——Leucometria hora 0 ——Leucometria hora 6 ——Leucometria hora 12

Fig. 5. Valores observados para a leucometria, em cada animal, nos trés

grupos de estudo, nos trés diferentes momentos de coleta.

4.4 —- CULTURA DE MICRORGANISMOS
N&o ocorreu crescimento bacteriano aerdbico no liquido peritoneal e nos

orgaos intra-abdominais analisados nos animais do Grupo controle.
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Fig. 6. Valores observados para os parametros bioquimicos, em cada animal,

nos trés grupos de estudo, nos trés diferentes momentos de coleta.

Houve um numero maior de culturas positivas para microrganismos aerobicos
nos animais do grupo em que se induziu a pancreatite aguda e recebeu bactérias
probioticas (Grupo lll), em comparagdo aos animais do grupo sem suplementagao
dietética (Grupo IlI). A proporgdo de animais com cultura positiva para
microrganismos, em relacdo ao numero de animais em cada grupo de estudo,

encontra-se indicado na Tabela 4.
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Tab. 4. Proporcgao de culturas positivas para microrganismos aerébicos, em

relagdo ao numero de animais em cada grupo de estudo.

Grupos N° de culturas positivas /

numero total de animais

I 0/9
] 5/10

1]} 719

Analisando os tecidos que apresentaram culturas positivas, também se
observou um maior comprometimento nos animais que receberam suplementacao
probiotica antes da indug&o da pancreatite. (Tab. 5) Os érgdos com maior ocorréncia
de colonizagdo bacteriana nos animais do Grupo Il foram péncreas e figado,

enquanto nos animais do Grupo lll foram pancreas, figado e baco.

Tab. 5. Proporgao de tecidos com culturas positivas para microrganismos

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

Grupos Numero de culturas positivas / nimero total de animais
LN LP P F B

[ 0/9 0/9 0/9 0/9 0/9

] 1/10 0/10 3/10 3/10 1/10

1]} 1/9 2/9 5/9 6/9 4/9

LN — Linfonodo mesentérico; LP — Liquido peritoneal; P — Pancreas; F — Figado; B — Bago

Foram isolados trés tipos de bactérias aerdbicas potencialmente patogénicas:
Escherichia coli (E. coli), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) e
Staphylococcus aureus (S. aureus). Nos animais do Grupo Ill, somente foram

encontradas bactérias gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa), enquanto nos
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animais do Grupo |l foram encontradas bactérias gram-negativas e gram-positivas
(S. aureus).

A tabela 6 resume os resultados da analise da colonizacdo bacteriana,
detalhando o tipo de bactéria e o local em que foi encontrada, em cada animal. Essa
tabela ilustra que, no Grupo Il, dos cinco animais com culturas positivas, foi isolada
mais de uma espécie de bactéria em apenas um deles (rato 3). Nos animais do
Grupo lll, apesar da maior ocorréncia de colonizagdo bacteriana (sete em nove
animais), em nenhum deles foi isolada mais de uma espécie de bactéria.

Analisando, entretanto, os tecidos colonizados, observou-se que, no Grupo I,
dos cinco animais com culturas positivas, trés apresentaram colonizagcado bacteriana
em apenas um local. Ja no Grupo lll, dos sete animais em que ocorreu crescimento

bacteriano, apenas em um rato a colonizagao se restringiu a um local.

Tab. 6. Colonizagao bacteriana observada nos animais dos grupos Il e lll.

Grupo Local E. coli P. aeruginosa S. aureus
| Pancreas rato 7 ratos2e 3 ---
Figado ratos3e8 rato 2 ---
Baco --- rato 3 ---
LN --- --- rato 10
LP --- --- ---

1l Pancreas rato 5 ratos 6,7,8 e 10 ---

Figado ratos1e5 ratos7,8,9e10 ---

Baco ratos1e5 ratos 7 e 8 ---
LN rato 1 --- ---
LP rato 1 rato 9 ---

LN — Linfonodo mesentérico, LP — Liquido peritoneal

Apesar da maior  colonizacdo  bacteriana nos animais do

Grupo lll, ndo houve diferenga significativa entre os grupos, nem maior risco de
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colonizacdo quando se comparou o Grupo |l com o Grupo Ill, como mostra a tabela

7.

Tab. 7. Comparacgao dos animais do Grupo Il vs. Grupo lll quanto ao risco de
colonizagao bacteriana.

Local Grupoll Grupolll Teste de RR OR
(n) (n) Fisher (p) Ajustado ajustado
Pancreas 3 5 0,3698 1,85 (0,61-5,63) 2,91 (0,44-19,23)
Figado 3 6 0,1789 2,22 (0,77-6,37) 4,66 (0,67-32,36)
Baco 1 4 0,1409 4,44 (0,60-32,76) 7,2 (0,62-83,34)
LN 1 1 1 1,11 (0,08-15,28) 1,12 (0,06-21,08)
LP 0 2 0,2105 * *

n — nuamero de animais; LN — linfonodo mesentérico, LP — Liquido peritoneal; RR — risco relativo;

OR - odds ratio (razéo de chance)

* A estimativa do risco ndo pdde ser calculada devido a baixa ocorréncia de colonizagao bacteriana
nesse local.

4.5 — ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Os animais apresentaram distensdo gastrica intensa e frequente, além da
presencga de liquido peritoneal serossanguinolento. Macroscopicamente, o pancreas
apresentava-se edemaciado e endurecido, com focos de necrose e hemorragia. Por
vezes, essas lesdbes eram confluentes, caracterizando extensa destruicao
parenquimatosa. Na maioria dos ratos, foram observadas areas de esteatonecrose
no parénquima pancreatico e nos mesentérios duodenal e jejunal proximal,

caracterizando lesdes conhecidas como “pingos de vela”. (Fig. 7)
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Fig. 7. Pancreatite aguda: A — liquido peritoneal sero-sangiiinolento; B e C —

aspecto macroscoépico das alteragoes parenquimatosas e da esteatonecrose.

Pela avaliagdo microscopica, a glandula apresentava lesdo degenerativa
caracteristica nos animais dos grupos em que a pancreatite foi induzida (grupos Il e
[ll), com presenga de extensas alteragbes acinares, esteatonecrose, hemorragia e
infiltrado leucocitario, com predominio de leucécitos polimorfonucleares. Contudo,
embora extensas e por vezes confluentes, somente foram observadas lesdes focais
do pancreas. Nos animais do Grupo controle, ndo foram observadas alteracdes
histolégicas, sendo mantida a arquitetura pancreatica normal.

A tabela 8 apresenta os resultados da analise histopatolégica. A figura 8
ilustra o aspecto microscépico das alteragdes pancreaticas observadas nos animais
dos grupos Il e lll, em comparagao aos animais do Grupo |, sob magnificacdo da

imagem em 20 X.
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Tab. 8. Analise histopatologica do tecido pancreatico nos animais dos grupos

Il elll
Grupo Animal Esteatonecrose Lesao acinar Hemorragia Inf. leucoc. Total
] 1 2 1 0 1 4

2 1 1 1 1 4
3 2 3 1 3 9
4 1 3 1 1 6
5 1 3 1 2 7
6 0 1 0 1 2
7 0 1 1 1 3
8 1 3 1 2 7
9 1 1 1 2 5
10 0 1 1 2 4

Média 0,9 1,8 0,8 1,6 5,1

1] 1 2 2 1 3 8

2 1 1 0 0 2
3 3 2 1 2 8
5 2 3 1 2 8
6 1 1 2 3 7
7 1 3 2 2 8
8 3 2 1 3 9
9 1 2 0 1 4
10 1 2 1 2 6

Média 1,6 2 1 2 6,6

Inf. leucoc. — infiltrado leucocitario
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Fig. 8. Fotomicrografias do tecido pancreatico nos animais dos diversos

grupos de estudo: A — Grupo |, pancreas normal; B e C — grupos Il e lll,
respectivamente — extensas les6es acinares, com areas de hemorragia e de
infiltrado leucocitario polimorfonuclear, em meio a tecido pancreatico normal.
Em A e B, identificam-se células de ilhotas pancreaticas (setas).

Barra =100 pm
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5 - DISCUSSAO

Desde que Herophilus, considerado o “Pai da Anatomia”, descreveu o
pancreas pela primeira vez (cerca de 300 a.C.), até 1889, quando Reginald Heber
Fitz, um patologista da Universidade de Harvard — EUA, relatou os sinais e sintomas
da pancreatite aguda e a sua variada evolugdo — necrose, hemorragia e supuragao —
pouco se tem registrado sobre esse enigmatico c'>rgélo.52'53 Alguns anos apés a
publicagdo do trabalho de Fitz, Chiari (1896) postulou que o0 mecanismo
fisiopatoldégico da doenga envolvia a autodigestdo da glandula, hipétese ratificada
por Opie, em 1901, ao propor a teoria do “canal comum” (apud O'Reilly &
Kingsnorth, 2001).54 A hipétese de Opie perdurou por longo tempo, até que se
demonstrasse que a obstrucdo do ducto pancreatico, sem envolvimento do ducto
biliar, também causava pancreatite necrotizante.®® Até os nossos dias, apesar do
avangco no conhecimento acerca de seus fatores de risco e da grande morbi-
mortalidade dela decorrente, a fisiopatologia da PA permanece incompreendida, em
muitos de seus aspectos.

Inimeras sao as etiologias conhecidas para a PA, mas a sua real incidéncia é
extremamente variada e dificil de ser corretamente avaliada. Em aproximadamente
45% dos casos essa enfermidade esta associada a litiase biliar, em cerca de 35%
dos pacientes com o consumo abusivo de alcool e, em 10% dos casos, a causa nao
pode ser determinada.'%® A elevacdo do numero de novos casos que tem sido
observada em alguns paises pode ser atribuida ndo somente ao aumento do
consumo de alcool, mas também a maior disponibilizacdo de métodos de
diagnostico, sobretudo radiologicos.” "’

A despeito da evolugcdo dos conhecimentos acerca do pancreas e de suas

enfermidades, pouco se avangou no campo da terapéutica e, assim, a PA ainda nao
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possui tratamento especifico. Essa enfermidade, uma vez desencadeada, apresenta
curso imprevisivel e a identificagcdo precoce dos pacientes que apresentam maior
susceptibilidade para uma evolugao desfavoravel tem motivado o desenvolvimento
de inumeras pesquisas.58 Dentre os muitos aspectos que vém sendo pesquisados,
destacam-se as medidas profilaticas da infecgao secundaria da necrose pancreatica,
como, p. ex, a prevencao da translocacao bacteriana. Acredita-se, assim, que as
complicacbes sépticas que constituem a causa primaria da mortalidade na forma
grave da doenga poderiam ser minimizadas com o controle da translocagao de
bactérias provenientes do limen intestinal.”?

O momento ideal para a instituicdo dessa eventual medida profilatica também
tem sido objeto de pesquisa. Bengmark (2004), em experimentos com indugéao de
PA, sugeriu a existéncia de uma “janela terapéutica” de ndo mais que 24 a 36 horas
para o inicio do tratamento, mostrando que, apds esse periodo, o efeito de um
eventual tratamento possivelmente surtiria efeito mais restrito. O mesmo autor
argumentou que esse conceito talvez pudesse explicar o limitado beneficio clinico
observado com o inicio tardio de tratamento em pacientes acometidos por PA grave.
Melhores resultados, provavelmente, poderiam ser obtidos caso o tratamento fosse
instituido antes, ou, se nao factivel, o mais precocemente possivel, no inicio do
processo agudo da doenca.”® Essa observacdo motivou a realizagdo da
suplementacao dietética com bactérias probidticas em animais saudaveis, antes da
indugao experimental da PA.

O método dietético mais frequentemente utilizado para alterar a composicao
da flora intestinal consiste no uso de probidticos.®® Porém, grande diversificacéo
existe no seu emprego, tanto no que se refere a forma com que s&o apresentados

(p- ex, preparagdes liofilizadas, capsulas, ou suplementos alimentares, como iogurte
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e suco de frutas) quanto no que se refere a doses e tempo de administracéo,*’61-¢4

dificultando a padronizagao dos resultados.

Optou-se por utilizar 1,2 x 10° UFC de bactérias probidticas por animal, pois,
em geral, a dose recomendada situa-se em torno de 10%10" UFC,
independentemente da via de administrag:élo.65 Além disso, nosso intuito era atuar de
forma preventiva, na expectativa que essa suplementagdo trouxesse algum
beneficio clinico por ocasido da indu¢do da PA. Conquanto a seguranga dos
produtos atualmente utilizados seja considerada excelente, por se constituirem em
microrganismos vivos, alguns dos efeitos colaterais que podem advir, em individuos
susceptiveis, sao: infeccao, atividade metabdlica deletéria (p. ex., desconjugacao de
sais biliares, causando diarréia), estimulagdo imunoldgica excessiva e transferéncia
de genes para a flora endégena.40 Assim, ndo se considerou conveniente utilizar
concentracbes mais elevadas de bactérias probidticas pela possibilidade de
propiciarem o surgimento de efeitos colaterais indesejaveis.

Casos de infecgcao por lactobacilos e bifidobactérias sdo raros, mas ha muito

66,67

vém sendo identificados, como, p. ex., relatos de bacteremia e endocardite

causados por Lactobacillus plantarum (L. plantarum), L. acidophilus, L. casei e L.
leichmanii®® O fato de as espécies de lactobacilos ndo serem habitualmente
reconhecidas como patégenos e o uso rotineiro de antibiéticos podem ser
considerados alguns dos fatores de risco para o aparecimento de lactobacilemia.®®
Similarmente, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, p. ex., deixaram de
ser utilizados como probidticos por propiciarem o desenvolvimento de resisténcia a
antibiéticos, aumentando a chance de se tornarem patégenos oportunistas.”

Também pode ocorrer a translocacdo de bactérias benéficas, como exemplificado

pelo relato de infeccdo da necrose pancreatica causada por uma bactéria
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relativamente sem viruléncia (Lactobacillus paracasei) em um paciente
imunocompetente que desenvolveu quadro de pancreatite aguda biliar grave.71

Também existe controvérsia quanto a espécie e a cepa de probidticos a
serem suplementadas. Como os efeitos exercidos pelos probidticos sao cepa-
especificos, possivelmente ndo existe uma cepa que possua todas as propriedades
desejadas. Assim, alguns pesquisadores recomendam uma preparagdo com multi-
cepas, ao invés da utilizacdo de uma cepa isolada.?®’2 Essa escolha também deve
levar em consideragdo a capacidade do microrganismo em sobreviver aos baixos
valores do pH gastrico, a sua tolerancia aos acidos biliares presentes no duodeno, o
seu potencial de adesao a mucosa intestinal, a sua taxa de crescimento e a sua
atividade antimicrobiana.”"’

Neste trabalho, optou-se pela utilizacdo de multi-espécies e de multi-cepas de
probiéticos com atividade na imunidade inata, a primeira linha de defesa do
hospedeiro. Por meio de interagcbes com as células imunes ou com receptores
celulares, esses probidticos aumentam a atividade fagocitaria dos leucécitos e,
dessa, forma atuam no combate a infecg:c">es.35'78 Adicionalmente, os probidticos
utilizados mostram habilidade ndo somente de sobreviver as condicbes adversas do
trato digestério superior, mas também de aderir e colonizar a mucosa das porgdes

mais distais do intestino.*®7%%

Inimeros modelos de indugdo de PA foram descritos na literatura.®>®
Geralmente, os modelos s&o classificados como invasivos e n&o-invasivos,
indicando a necessidade ou n&o de manipulagdo cirurgica para indugdo da
pancreatite. Essa classificacdo, entretanto, ndo engloba a gravidade da doenca.®®

Utilizou-se o modelo de inoculagdo de taurocolato de sodio a 5% no ducto

biliopancreatico, por se constituir em uma técnica simples, efetiva e rapida e que é



42

compativel com o desenvolvimento de uma pancreatite aguda grave.87’88 A

inoculagao dessa substancia determina a ocorréncia de lesdo necroética progressiva
nas células acinares, ductais e vasculares, iniciadas pela agdo detergente do sal
biliar. As alteragées histopatoldgicas dela advindas surgem precocemente, em areas
relativamente extensas, em meio a parénquima pancreatico relativamente normal,
mas ndo chegam a abranger todo o 6rgdo, mesmo com o passar do tempo.®°
Nossos resultados estdo de acordo com o relato original de Aho et al (1980)%° e,
mesmo apos 12 horas, observou-se somente areas focais de lesdo, por vezes
extensas e confluentes, e elevada quantidade de infiltrado de leucdcitos
polimorfonucleares na regiao perivascular, caracterizando grave dano ao érgéao.

Uma das eventuais criticas a esse método refere-se a pressao empregada
para a infusao do acido biliar no ducto biliopancreatico, haja vista que a gravidade da
lesdo pode ser alterada por variagcdes tanto na pressdo quanto na concentraciao do
sal biliar usado.®*° Para contornar essa eventual limitacdo da técnica, criou-se uma
camara gasosa no interior da seringa, no intuito de minimizar e manter relativamente
constante a pressao de infusao do acido biliar.

A elevada mortalidade inerente a esse modelo deve-se a reacao do sistema
imune ao dano celular inicial, sendo tdo mais intensa quanto mais elevada a
concentracao utilizada do acido biliar.®* Mikami et al (2002), com o emprego dessa
mesma técnica, com concentracdes diferentes de taurocolato de sédio, mostraram
que a sobrevida de ratos Wistar foi inversamente proporcional a gravidade da
pancreatite aguda induzida, diminuindo marcadamente dentro de 12 a 36 horas apos
a sua indugao.®

Como a translocacao bacteriana, responsavel potencial pela infeccdo da

necrose pancreatica, € um fendbmeno frequente e que ocorre nas fases iniciais da
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pancreatite aguda,?*®

optou-se por coletar amostras sanguineas e material para
analise microbioldgica dentro de um intervalo de 12 horas apdés a indugdo da
pancreatite.

Os animais do Grupo controle foram submetidos a operagao simulada, de
modo a que pudessem ser empregados como padrdo de comportamento dos
parametros bioquimicos, da contagem leucocitaria e da colonizagdo bacteriana nos
tecidos corporais submetidos a exame microbioldgico.

Habitualmente, em humanos com pancreatite aguda, os niveis séricos das
enzimas pancreaticas (lipase e amilase) elevam-se acima de trés vezes o seu limite
superior de referéncia, permanecendo elevados com o desenvolver da doenca, mas,
freqlientemente, a amilasemia retorna ao seu valor normal antes da lipasemia.®"
Observou-se aumento importante dos niveis das enzimas pancreaticas, em ambos
0s grupos de animais em que a pancreatite foi induzida. Comparando-se com o
Grupo controle, nos animais dos grupos Il e Il observou-se aumento de
aproximadamente trés vezes o valor médio inicial (hora 0) da amilasemia e de 60
vezes o valor médio inicial da lipasemia, o que permitiu a caracterizacdo de um
quadro franco de pancreatite aguda, em concordancia com os achados de outros
autores.®*%

Na evolucdo de um quadro de PA, a avaliacdo laboratorial é considerada
complementar a avaliag&o clinica, com a elevagao dos niveis séricos de glicose e da
contagem leucocitaria, além da reduc&o da calcemia, constituindo-se em fatores
associados a um prognéstico ruim.”¥” O risco dessa ocorréncia reside no fato de
que, com a progressdo do processo inflamatério, pode ocorrer extravasamento de

liquido intravascular e albumina para a cavidade peritoneal. Como o calcio sérico é

transportado ligado a albumina, podera ocorrer uma redugcdo em seus niveis
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plasmaticos.®® No tocante a glicemia, a persisténcia de normalidade dos niveis
séricos de glicose na pancretatite aguda € considerada um bom fator progndstico,
pois a ocorréncia de hiperglicemia, em pacientes nao-diabéticos, pode predizer uma
complicacao da doenga, com dano e disfungcdo das células das ilhotas de
Langerhans e com importante aumento da morbidade. 1%

Nossos dados sugerem que a suplementagdo dietética com bactérias
probidticas ndo foi capaz de modificar a evolugdo desfavoravel desses dois
marcadores de gravidade (calcio e glicose). Embora ndo se tenha encontrado
diferenga significativa em nenhuma das coletas sanguineas, a redugao do calcio
sérico nos animais dos grupos Il e lll foi mais intensa do que a que ocorreu nos
animais do Grupo controle. Da mesma forma, os animais do Grupo lll apresentaram
niveis glicémicos mais elevados do que os animais dos grupos | e Il, embora
também sem significancia estatistica.

Um resultado singular a ser ressaltado foi a menor elevagédo da leucometria
nos animais do Grupo Il (que nao receberam suplementacéao dietética com bactérias
probidticas) em comparagdo aos animais do Grupo Ill. A possibilidade de
estimulagdo imunoldgica excessiva, como complicagdo da suplementagao dietética
com as cepas de probidticos utilizadas, ndo pode ser descartada. Entretanto, a
elevagdo mais substancial da leucometria nos animais do Grupo Il ndo se
acompanhou de uma evolugdo mais deletéria nesses animais, a julgar pelo estudo
histopatolégico do pancreas e pelo indice de colonizagdo bacteriana dos tecidos
analisados.

Na PA induzida por taurocolato de sédio, a infeccdo pancreatica € um achado
comum que pode ocorrer, aproximadamente, entre oito e 16 horas apds o inicio do

quadro e, comumente, as bactérias identificadas em culturas de tecido pancreatico
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sugerem que a fonte de contaminagao seja o intestino grosso ou o ileo terminal.”®" A
presenca de bactérias em tecidos extra-intestinais estéreis consiste em um método
amplamente aceito para a confirmacgao da translocagcao bacteriana consequente a
disfuncdo da barreira intestinal.’ Corroborado pelos achados bacteriolégicos de
experimentos similares,’”'% detectou-se infeccdo freqliente de oOrgdos extra-
intestinais, incluindo o pancreas, 12 horas apds a indugao de PA.

Apesar de se constituir em tema c:ontroverso,?”'104

a provavel explicagao para
essa ocorréncia encontra-se no aumento da permeabilidade intestinal, caracterizada
pela mudanga nas juncgdes intercelulares e na apoptose dos enterdcitos.'® Esse
aumento da permeabilidade é causado pela alteracdo hemodindmica, local e
sistémica, conseqlente a importante perda de volume plasmatico circulante e a
excessiva liberacdo de mediadores inflamatorios. %1%

Associado ao aumento da permeabilidade intestinal, parece ser comum a
presenga de um supercrescimento bacteriano no intestino delgado (SBID) na
PA."%1% No intestino intacto, a SBID é prevenida pela acdo do suco gastrico, pela
atividade das enzimas pancreaticas, pela motilidade intestinal e pela valvula
ileocecal.””" Ao que parece, na PA, a ruptura do complexo migratério mioelétrico
(padréao motor intestinal no periodo interdigestivo) € o principal fator que leva ao
desenvolvimento da SBID."'*'"3

A microbiologia da sepse pancreatica, em seres humanos, esta bem
caracterizada e reflete a flora gastrointestinal comum.' Os microrganismos
frequentemente isolados sao: E. coli, Pseudomonas, Proteus, Acinetobacter,
Streptococcus, Staphilococcus e Candida, dentre outros. Entretanto, pode haver

variacdo do tipo de bactéria isolada na necrose pancreatica, dependendo da

etiologia da pancreatite. As bactérias gram-negativas sdo mais comuns na
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pancreatite biliar, enquanto que as bactérias gram-positivas sédo mais comuns na
pancreatite alcodlica."™ Nossos achados apresentam similaridade com o padrao da
necrose pancreatica infectada habitualmente prevalente em seres humanos. Nao se
identificou outra bactéria, além das pertencentes a flora normal, nas culturas
realizadas nos tecidos pancreatico e extra-pancreaticos. O espectro de bactérias
encontradas consistiu, primariamente, de bastonetes gram-negativos (E. coli e P
aeruginosa), mas também incluiu o S. aureus (gram-positivo).

Apesar da analise estatistica nao ter evidenciado maior risco de colonizacao
nos animais de nenhum grupo, é importante se ressaltar que ocorreu diferenga no
padrao observado nos grupos Il e lll. Nos ratos do Grupo ll, as culturas identificaram
a presenca de bactérias gram-negativas e gram-positiva, enquanto que as bactérias
encontradas nos animais do Grupo |ll foram todas gram-negativas. Todavia, no que
se refere ao numero de 6rgaos colonizados, notou-se que na maioria dos animais do
Grupo lll com cultura positiva, a colonizacdo acometeu mais de um local.

Quando o termo translocagao bacteriana foi empregado pela primeira vez,?*
fazia-se mencédo a passagem de bactérias do trato digestério para outros tecidos
através da lamina propria, em direcdo aos linfonodos mesentéricos. A partir desse
local, as bactérias alcancariam o6rgaos distantes e sinalizariam para o
desencadeamento do processo inflamatorio sistémico. Entretanto, observou-se que
a presenca de bactérias no linfonodo mesentérico poderia refletir uma fungdo normal
do tecido linféide associado ao intestino (GALT), necessaria para a geragao de
células imunocompetentes.’® Portanto, quando ocorre colonizagdo bacteriana no
linfonodo mesentérico, ela podera estar associada a redugdo da eliminagdo de

bactérias, e ndo, necessariamente, ao aumento da sua penetracdo transepitelial.?’
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Essa pode se constituir na justificativa para a baixa incidéncia de colonizagao
bacteriana no linfonodo mesentérico dos animais deste estudo.

Similarmente, o mecanismo exato pelo qual as bactérias alcancam o
pancreas e a necrose peripancreatica ainda nao esta esclarecido. Acredita-se que
as bactérias intestinais alcancem outros locais por rotas distintas, tais como a
sanguinea, a transmural (migracdo através da parede intestinal), a linfatica, via

1,1723117.118 5 mesmo por fagocitose.'"® Essas observagdes foram

liquido peritonea
confirmadas pela analise microbiolégica dos tecidos coletados, pois 0s principais
orgaos com cultura positiva foram baco, figado e pancreas. Em contraposi¢ao, os
locais com menor indice de colonizagcado bacteriana foram o linfonodo mesentérico e
o liquido peritoneal. Nossos achados poderiam atestar que, preferencialmente, as
bactérias tenham utilizado outra via, que nao a linfatica, para atingir outros tecidos.
Mangiante et al (2001) utilizaram a suplementacdo dietética com uma alta
concentragdo de uma cepa de lactobacilos (L. plantarum 299v), quatro dias antes e
quatro dias apos a indugédo da PA (5 ml/dia de uma suspensao com 0,5-1,0 x 10°
UFC/ml) e relataram sucesso na redugao da translocagao bacteriana.'’® Esses
autores somente realizaram culturas no sangue, no linfonodo mesentérico € no
pancreas. Sua conclusao foi a de que a administracdo profilatica de lactobacilos
protegeu as células da mucosa intestinal e, de certa forma, limitou as complicagbes
e sequelas advindas da PA, aludindo que isso poderia trazer algum impacto no
aumento da sobrevida, porém isso ndo foi avaliado. Nas culturas realizadas no
nosso estudo, pdde-se observar que nem todos os animais apresentaram o mesmo
padrdao de colonizagdo e que a grande diversidade de 6rgéos coletados permitiu
uma verificacdo mais fidedigna da auséncia ou da presenca de translocagao

bacteriana.
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Também em humanos vem-se tentando prevenir a ocorréncia de infecgao
pela suplementacio dietética com probidticos e simbidticos, mas os poucos estudos
existentes falharam em demonstrar que eles pudessem se constituir em uma
alternativa promissora aos antibidticos. Com o objetivo de avaliar o efeito de
probidticos e de simbidticos na incidéncia de translocacdo bacteriana, de
colonizagdo gastrica e de complicagbes sépticas, foram realizados estudos em
pacientes no periodo pré-operatério para operacdes eletivas.*®'%%'?° Um dos
estudos utilizou o L. plantarum (diluido em 500 ml, a uma concentragdo de 5 x10’
UFC/ml), enquanto em outro utilizou-se uma combinacgao de oligofrutose (prebidtico)
e uma mistura de varias cepas probidticas (L acidophilus, L bulgaricus,
Bifidobacterium lactis, e Streptococcus thermophilus), a uma concentragado de 4 x
10° UFC, mas, em ambos os casos, os autores concluiram que ndo houve beneficio
para os pacientes, no que se refere as variaveis avaliadas. Em um terceiro estudo,
em que se avaliou a agao do L. plantarum na fungdo do GALT, em pacientes em
preparo para tratamento cirargico eletivo, mostrou-se a auséncia de aumento
significativo na concentracao de IgA e IgM na mucosa intestinal, diferindo do que é
habitualmente observado em animais, com o uso desse probiético.46

Acredita-se que grande parte das doengas que acometem o ser humano
esteja associada ao estilo de vida. O estresse da vida moderna, o sedentarismo e a
alimentacdo deficitaria tornam os individuos menos resistentes e favorecem o
aparecimento de muitas doengas infecciosas e degenerativas. As principais
mudangas alimentares observadas nas ultimas décadas que vém contribuindo
negativamente para a saude do homem sdo o aumento no consumo de produtos de

origem animal, de agticares e de gorduras.'?"'?? Esse tipo de alimentacdo contribui
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para o desenvolvimento da disbiose, por dificultar a sobrevivéncia de bactérias
benéficas em detrimento da proliferagdo de bactérias potencialmente patogénicas.123

Em experimento com animais, Wu et al (1998) demonstraram que a disbiose
favorece a translocagao bacteriana na PA.'"** Esses autores procederam a
colonizacdo de animais com uma cepa de E. coli resistente a ampicilina, antes da
inducdo da PA. Sete dias apds, verificaram que, nos animais do grupo-intervencgao,
a quantidade de E. coli no lumen e na mucosa intestinais era consideravelmente
maior do que a encontrada nos animais do Grupo controle, sem indugao de PA.
Além disso, a cultura dessa bactéria foi positiva nos érgaos (linfonodo mesentérico,
pancreas, figado, pulmao, rim e bago) de todos os animais em que a PA foi induzida,
em contraposicdo ao achado de apenas duas culturas positivas no linfonodo
mesentérico dos animais do Grupo controle.

A suplementacao dietética com bactérias probiodticas antes da inducéo da PA,
com as cepas utilizadas neste experimento, pode ter falhado em mostrar efeitos
mais satisfatérios, por trés razdes principais: (1) pela utilizagdo de uma concentragao
insatisfatoria de bactérias probidticas; (2) pelas cepas de probidticos utilizadas, que,
eventualmente, poderiam n&o se constituir nas mais adequadas para a prevengao
da translocacgao bacteriana; e (3) pelo fato de os animais, ocasionalmente, néo
apresentarem alteragdes na microecologia instestinal — disbiose.

A continuagao desta linha de pesquisa se faz necessaria, no sentido de serem
testadas outras cepas de probidticos, em concentracbes distintas e em outros
modelos animais com padrbes diferentes de microflora intestinal, para a
determinacdo inequivoca do papel dos probiéticos na resposta e na sobrevida a

pancreatite aguda grave induzida em ratos.



50

6 — CONCLUSAO

Os achados deste trabalho sugerem que a suplementagdo dietética com
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium longum antes da indugao de pancreatite aguda em ratos:

- ndo altera as dosagens de alguns marcadores bioquimicos de gravidade da
pancreatite aguda (glicemia e calcemia);

- promove elevagao significativa inicial na contagem leucocitaria;

- reduz as elevacgdes da lipasemia e da amilasemia dos animais, ainda que
sem significancia;

- ndo previne a translocacao bacteriana.
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Tab. A1. Peso inicial e final (em gramas) e percentual de variagao ponderal de

cada animal por grupo.

Animal Grupo | Grupo Il Grupo lll
1 | 321,36 314,73 332,34
F 318,25 323,17 328,40
VP - 0,97 + 2,68 -1,18
2 | 341,32 319,38 334,38
F 342,01 315,20 336,71
VP + 0,20 - 1,31 + 0,70
3 | 325,53 342,62 339,75
F 331,49 340,44 325,28
VP + 1,83 - 0,64 - 4,26
4 | 343,99 315,27 305,49
F 345,30 310,97 309,80
VP + 0,38 - 1,36 + 1,41
5 | 335,99 332,29 334,62
F 336,65 319,72 338,99
VP + 0,20 - 3,78 + 1,31
6 | 342,11 315,07 330,00
F 334,29 330,41 307,96
VP -2,28 + 4,87 - 6,68
7 | 342,61 332,20 317,36
F 338,50 329,81 314,57
VP -1,20 - 0,71 - 0,88
8 | 311,33 320,30 303,47
F 333,90 325,39 302,56
VP +7,25 + 1,59 - 0,30
9 | 335,72 334,80 342,88
F 341,50 338,24 334,29
VP +1,72 +1,03 - 2,50
10 | 317,11 313,92 332,61
F 321,85 316,36 341,22
VP + 1,49 + 0,78 + 2,59

Peso D1 331,51+ 12,05 324,06 + 10,42 327,29 + 13,76
corporal
meédio D15 334,07 + 8,74 324,97 £9,8 325,97 £ 15,65

| — peso inicial; F — peso final; VP — variagdo ponderal; D1 — Dia 1; D15 — Dia 15
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Tab. A2. Ingestao total de ragao (em gramas) de cada animal, por grupo, entre

os dias 01 e 14 do experimento.

Animal Grupo | Grupo Il Grupo lll
1 231,97 304,54 231,15
2 252,87 271,76 239,00
3 244 17 281,21 256,95
4 278,14 296,33 224,68
5 235,74 236,77 289,07
6 237,6 330,08 207,19
7 260,42 315,76 226,58
8 349,12 323,85 213,91
9 267,38 297,24 274,31
10 262,18 314,16 250,62

Consumo médio 18,71+ 2,43 18,14 + 2,08 18,51 + 1,31
diario

Tab. A3. Ingestao total de agua (em mililitros) de cada animal, por grupo, entre

os dias 01 e 14 do experimento.

Animal Grupo | Grupo Il Grupol lll
1 447 630 451
2 452 519 453
3 461 643 541
4 614 563 371
5 509 444 574
6 432 581 362
7 509 573 401
8 671 607 319
9 526 589 559
10 584 629 448
Consumo médio 34,7 £ 5,31 38,52 + 3,98 29,86 + 5,83

diario
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Tab. A4. Valores da contagem leucocitaria (10°/mm?), em cada momento de

coleta sanguinea.

Animal Grupo | — hora da Grupo Il - hora da Grupo lll - hora da

coleta sangiiinea coleta sanglinea coleta sangiiinea

0 6 12 0 6 12 0 6 12
1 10,9 16,1 13,2 11,5 13,6 13,1 9,6 211 13,7
2 11,3 20,6 17,1 11,9 9,4 12,9 10,1 23,7 11,9
3 10,5 * 14,1 13,2 17,8 20,2 10,7 19,9 15,9
4 * 16,1 15,2 12,5 18,9 11,7 100# --- ---
5 12,7 * 14,1 8,5 20,0 14,5 10,0 20,4 16,4
6 10,6 20,0 17,4 8,3 12,3 12,9 12,7 20,5 255
7 13,6 17,1 14,1 8,2 16,8 15,9 11,6 20,2 12,6
8 13,2 16,1 13,3 13,3 12,5 12,0 16,8 26,6 16,3
9 *# --- --- 10,5 14,3 14,9 13,3 21,2 14,7
10 10,8 15,7 16,4 8,7 17,0 11,4 13,2 15,7 10,1

Média 10,65 17,38 14,99 10,66 1526 13,95 11,8 21,03 1523
+tDP +1,26 +2,04 1,61 2,09 13,36 $2,63 12,25 1294 1441

* - amostra sanguinea coagulada; # - ébito apds a coleta sanguinea
DP — desvio padréao

Tab. A5. Valores da glicemia (mg/dl), em cada momento de coleta sangiiinea.

Animal Grupo | — hora da Grupo Il - hora da Grupo lll - hora da
coleta sangliinea coleta sangliinea coleta sanguiinea
0 6 12 0 6 12 0 6 12
1 200 122 142 168 123 180 145 141 129
2 169 126 140 164 175 175 163 235 176
3 172 139 167 167 167 177 168 148 161
4 166 154 167 162 142 125 174 #
5 163 * 177 139 192 153 163 134 129
6 169 164 133 168 194 173 157 229 182
7 165 155 170 171 194 187 177 313 204
8 173 166 167 175 195 187 192 289 139
9 170 # 152 149 156 170 136 147

10 173 123 125 154 175 187 165 145 174
Média 164,56 143,63 154,22 162 170,6 170 167,4 196,67 160,11
+tDP +10,4 +18,43 #19,08 +10,77 +25,77 +19,89 +12,48 +70,99 125,99

* - amostra sangiiinea insuficiente para analise; # - dbito apds a coleta sangiiinea
DP — desvio padréao



68

Tab. A6. Valores da amilasemia (U/l), em cada momento de coleta sangiiinea.

Animal Grupo | — hora da coleta Grupo Il - hora da Grupo lll - hora da
sangiliinea coleta sangiiinea coleta sangliinea
0 6 12 0 6 12 0 6 12
1 649 568 284 684 3190 2921 553 1253 663
2 609 560 236 612 1626 1688 777 1314 1068
3 703 648 335 674 3935 5568 458 1873 1139
4 636 548 618 18 2857 3249 465 # --- ---
5 695 * 309 691 1100 1594 670 1377 886
6 664 680 318 671 1709 2023 419 2441 2569
7 495 597 332 678 1350 2138 797 2067 2806
8 722 718 376 739 1058 947 454 1849 619
9 756 # --- --- 693 1423 1642 662 1275 1111

10 742 651 318 781 1446 1445 537 4239 2389
Média 667,1 621,25 347,33 684,1 1969,4 2321,5 609,2 19653 1472,2
+DP +76,66 162,05 108,44 +49,9 992,73 +1330,5 *142 1947,53 862,68

* - amostra sangiiinea insuficiente para analise; # - dbito apds a coleta sangiiinea
DP — desvio padréo

Tab. A7. Valores da lipasemia (U/l), em cada momento de coleta sangilinea.

Animal Grupo | - hora da Grupo Il — hora da Grupo lll - hora da
coleta sanguiinea coleta sangliinea coleta sanguiinea
0 6 12 0 6 12 0 6 12
1 4,1 4,3 6,7 35 2845 2177 4,6 2527 54,9
2 6,0 3,3 3,7 55 2039 261,2 4,5 113,9 120,1
3 4,6 50 3,1 25 4223 7412 3,4 240,7 150,6
4 4,6 3,7 3,8 53 2436 1835 44# --- ---
5 4,1 * 6,0 34 1851 265,5 3,9 1449 64,1
6 6,5 53 4,8 34 128,0 2156 4.1 498,4 540,9
7 53 2,9 5,7 48 1496 265,8 3,6 435,8 720,8
8 4,1 4,0 52 7,8 1851 250,6 4,2 314,5 113,8
9 47# --- --- 49 1826 2513 4,1 136,8 138,9
10 4,1 2,3 4.4 24 1435 1794 4.1 31,7 609,8

Média 4,81 3,85 4,82 4,35 213,07 283,12 4,09 271,8 279,32
+DP 0,86 +1,02 +1,19 +1,65 +87,14 +164,17 +0,38 +133,22 +264,16
* - amostra sanglinea insuficiente para analise; # - dbito apds a coleta sanguinea

DP — desvio padrao




Tab. A8. Valores da calcemia (mg/dl), em cada momento de coleta sangiiinea.

Animal Grupo | — hora da Grupo Il - hora da Grupo Il - hora da
coleta sanglinea coleta sanglinea coleta sangiiinea
0 6 12 0 6 12 0 6 12
1 9,3 8,9 8,2 10,1 8,7 7,6 9,4 9,8 8,7
2 9,2 9,4 8,3 9,6 8, 7,8 9,2 8,8 8,0
3 8,9 9,5 8,2 9,6 9,6 7,5 9,2 9,3 8,4
4 9,5 9,1 8,4 9,4 9,6 8,6 9,1# --- ---
5 9,3 * 8,3 9,1 8,9 7,6 9,2 9,1 8,5
6 9,5 9,5 8,5 9,7 9,1 8,3 8,9 8,4 7,5
7 9,4 8,6 8,3 10,1 8,9 7,8 9,9 9,0 8,3
8 9,0 9,4 8,7 9,8 9,2 9,0 9,4 8,5 8,2
9 9,4 # --- --- 9,8 9,4 8,2 10,1 9,5 8,5
10 T 9,8 8,6 9,7 9,1 7,6 9,7 9,5 8,6

Média 9,3 9,27 8,39 9,69 9,12 8,09 9,41 9,0 8,3
+DP 0,21 0,38 +0,18 0,30 0,33 +0,54 0,38 0,40 0,70

* - amostra sangiiinea insuficiente para analise; # - dbito apds a coleta sangiiinea; t - turvamento da
amostra sanglinea, impossibilitando a dosagem
DP — desvio padrao

Tab. A9. Colonizagao bacteriana, por animal, nos grupos Il e lil.

Animal Grupo Il Grupo lll

P F B LN LP P F B LN LP
1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
3 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 Obito  --- --- T
5 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0
6 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
7 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0
8 0 1 0 0 0 1 1 1 0 0
9 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
10 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0

P — pancreas; F — figado; B — bago; LN — linfonodo mesentérico; LP — liquido peritoneal
0 — colonizagéo ausente; 1 — colonizagao presente
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Tab. A10. Identificacao da espécie bacteriana e do numero de tecidos
colonizados, por animal, nos grupos ll e lll.

Animal Grupo Il Grupo lll
E. coli S. P. E. coli S. P.
aureus aeruginosa aureus aeruginosa

1 2 4
2 1 2
3 R I I I R I
4 obito
7 1 3
8 1 3
10 1 2




