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Resumo:

Comum no trato gastrointestinal, a anastomose € um procedimento cirdrgico que
apresenta cicatrizagao lenta e altas taxas de complicagcdes, podendo a dinamica de
depdsito e maturacdo do colageno alterar sua qualidade. Nesse contexto, 0s
probidticos sdo compostos de microrganismos especificos que podem modificar
beneficamente a microbiota do hospedeiro favorecendo a cicatrizacdo. O objetivo
desse projeto foi avaliar a densitometria do colageno na reparacdo tecidual de
anastomose colénica de ratos Wistar, ap0s suplementacdo pré-operatoria com
probiético Probiatop®. Foram utilizados 18 animais divididos em dois grupos (n=9).
Além da racdo padrédo, durante sete dias antes da realizacdo da anastomose, 0
grupo tratado recebeu 250mg/dia do probiético e, o grupo controle, 250mg/dia de
maltodextrina. Ap0s a cirurgia, 0s animais voltaram a ser normoalimentados por mais
5 dias, quando foram eutanasiados. As amostras de tecido anastomético foram
coletadas e submetidas ao processamento histologico de rotina. Foram feitos cortes
semi seriados, com 6 pm de espessura. As laminas foram submetidas a coloracéo
Picrosirius Red para avaliar a presenca de colageno, sua maturidade e o seu grau
de ordenacéo, utilizando microscopia de polarizacdo. Utilizou-se o programa Image
Pro Plus para quantificar a porcentagem da area de colageno ocupada. A analise
estatistica mostrou que ndo houve diferenca na quantidade de ambos os colagenos
no grupo tratado em relagcdo ao controle. Portanto, conclui-se que o tratamento com
o probidtico Probiatop® néo interferiu na densitometria do colageno.

Introducao

Probioticos podem ser considerados substancias dietéticas que promovem
alteracdes na composicdo e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, que acabam
por conferir beneficios a saude do hospedeiro. Em um sentido strictu, probibticos
sdo bactérias vivas ou leveduras especificas que atendem a critérios como: néo
patogenicidade e capacidade de antagonizar bactérias patogénicas, resisténcia a
acidez gastrica ou lise pela bile, adesdo ao epitélio, serem fonte de modulacdo da

Universidade FUNDACAO s
.-UEMEM QAcnp
: i g A ..  GOVERNO

Apoio a0 =L M, S
21t DO ESTADO DO PARANA




28° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica 7 10e 11 de outubro de 2019

8° Encontro Anual de Iniciagc&o Cientifica Junior

imunidade do hospedeiro e possuirem capacidade de permanecerem estaveis
durante seu processamento e armazenamento (DIDARI et al., 2015).

Na cicatrizagdo das anastomoses coldnicas, a poOs-ressec¢do e a anastomose
ocorrem de forma mais lenta e sdo acompanhadas de maiores taxas de
complicagbes, como fistula e ruptura, se comparadas a outros sitios do trato
gastrointestinal (BRASKEN, 1991).

Dentro da reparagdo tecidual, o colageno, seus subtipos e sua concentracdo nas
areas de reparacao foram, ao longo do tempo, ganhando destaque e importancia ao
observarem que fatores que alterassem sua dindmica de depdsito e maturacdo
podem alterar a qualidade da anastomose (VIZZOTTO-JR et al., 2015). Contudo,
séo os colagenos | e lll que apresentam importancia maior no estudo da cicatrizacédo
anastomotica devido a sua predominéancia ao longo do processo cicatricial da
anastomose, demonstrando uma boa correlagdo com a forga de tragao a partir do 3°
dia (BRASKEN, 1991).

Materiais e métodos

Delineamento experimental e suplementagéo
Este estudo foi desenvolvido no Departamento de Ciéncias Morfolégicas da
Universidade Estadual de Maringd (UEM). (Certificado de aprovacdo: CEUA n°
5684270616). Foram utilizados 18 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos,
com peso corporal em torno de 250 gramas provenientes do Biotério Central da
UEM. Apés aclimatacao inicial, os ratos foram divididos em 2 grupos:
e Grupo controle (n=9) - alimentados com racao ad libitum e, separadamente,
com a formula: requeijao 1 mL + maltodextrina 250mg/dia.
e Grupo tratado (n=9) — alimentados com racdo ad libitum e, separadamente,
com a formula: requeijao 1 mL + probioticos dose de 250mg/dia.
A suplementacdo com as formulas foi administrada via oral com auxilio de uma
espatula de madeira, durante 7 dias anteriores ao procedimento cirdrgico. Os ratos
voltaram a ser normoalimentados por mais 5 dias pds-cirargico, quando foram
eutanasiados.

Procedimento cirurgico

Apés jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados, via intramuscular, com a
associacdo de Cloridrato de Cetamina 10% e Cloridrato de Xilazina 2%. O célon foi
seccionado e reconstruido por meio de anastomose término-terminal em plano Unico
total com sutura interrompida (VIZZOTTO-JR et al., 2015). ApOs a recuperagao
anestésica, cada animal foi reconduzido a caixa, recebendo agua e racao ad libitum,
permanecendo até o momento da eutanasia.

Eutanasia dos animais e analise histolégica

Os animais foram eutanasiados com sobredosagem de tiopental sédico (120mg/kg)
associado a lidocaina (10mg/ml) no quinto dia de pds-operatério. Na sequéncia, foi
realizada a retirada de um segmento do célon contendo a anastomose, seguida de
sua fixacdo em paraformaldeido a 4%, para estudo da densitometria do colageno.

As amostras fixadas foram submetidas ao processamento histolégico de rotina com
inclusdo em blocos de parafina. O material foi submetido a cortes semi seriados com
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6 um de espessura, em micrétomo rotativo. As laminas foram submetidas a
coloracdo Picrosirius Red para avaliar a presenca de colageno, sua maturidade e o
seu grau de ordenacgéo, utilizando a microscopia de polarizagdo. Foram analisados
cinco cortes por animal, num total de 45 cortes por grupo.

As imagens foram capturadas em microscoépio 6ptico Nikon® Eclipse 80i acoplado a
uma camera Nikon DS-FI1C cooled digital® com imagens transmitidas através do
sistema D-DA simple analyzer, e digitalizadas por meio de computador Intel Pentium
Processor® E 5700 LGA775. Para a captura das imagens, em cada corte histologico
foram considerados 6 campos, determinados a partir da linha da sutura, utilizando
objetiva de 20X.

A quantificacdo da area ocupada pelas fibras foi realizada por meio do programa
Image Pro-Plus® (v. 4.5). As fibras verdes foram consideradas como tipo Il
(imaturas) e as vermelhas/amarelas como tipo | (maduras). Posteriormente, 0s
dados foram submetidos a analise estatistica pelo Mann-Whitney test utilizando o
programa GraphPad Prism® 5 (Copyright GraphPad Software, Inc.).

Resultados e Discussao

Em relacdo a area ocupada pelo colageno, o colageno tipo | (marcado em vermelho)
esteve presente em aproximadamente 3,9% da area total no grupo tratado e 4,1%
no controle. O colageno tipo Il (marcado em verde) correspondeu, em média, a
0,9% da area total em ambos os grupos (Figura 1).
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Figura 1 — Valores médios da area ocupada pelo colageno tipo | e tipo Ill em ratos Wistar controles e
suplementados com o probiético Probiatop®

Em um trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa (ALMEIDA; CASTILHO; LEITE-
MELLO, 2018) verificou-se que o tratamento com o probiotico PROBIATOP® nos
periodos pré e pés-operatdrio levou a um aumento da porcentagem de colagenos | e
[ll, na cicatrizacdo da anastomose colonica em ratos Wistar. O colageno do tipo |
confere uma maior forga de tenséao do tecido conjuntivo na anastomose. Esse efeito
do ponto de vista tecidual € muito importante, pois pode diminuir o risco de
complicagBes e/ou rompimentos que podem agravar o quadro do paciente no pos-
operatério (JONSSON; JIBORN; ZEDERFERLDT, 1983).
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Didari et al. (2015), também relatam que os probidticos mostraram eficacia na
reducdo de indices de complicacdes cirargicas infecciosas ao melhorar a barreira
intestinal ao ser administrado nos periodos pré e pds-cirdrgico de pacientes.

Os resultados obtidos neste presente estudo mostraram que nao houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os grupos tratado e controle. Portanto, a suplementacéo
com PROBIATOP® apenas no periodo pré-operatorio ndo foi eficaz em alterar a
sintese de colageno durante o processo de reparacdo anastomotica.

Conclusodes

O tratamento pré-operatorio com o probidtico Probiatop® né&o interferiu na
densitometria do colageno quando comparado ao grupo controle, na cicatrizacéo de
anastomose colbnica.
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