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Resumo

A isquemia e reperfusdo intestinal esta relacionada a altas taxas de mortalidade,
ocorrendo em cirurgias ou traumas, além de estar ligada a diversas doencas. A
paralisacdo e retorno do fluxo sanguineo no intestino causam respostas
inflamatorias e o0 estabelecimento do estresse oxidativo, modificando a
permeabilidade da barreira intestinal e desta forma possibilitando a translocacao
bacteriana, atingindo 6rgdos distantes como o figado. O objetivo deste trabalho foi
analisar os efeitos no figado de ratos Wistar tratados com probidticos e antibioticos
submetidos a isquemia e reperfusdo intestinal. Na metodologia adotada os animais
foram tratados com probidticos e antibiticos e submetidos a isquemia e reperfusao
intestinal. A morfologia dos hepatécitos e o estresse oxidativo do orgao foram
avaliados. Todos o0s grupos analisados apresentaram diminuicdo na area dos
hepatdcitos e a maioria das alteracdes nos parametros de estresse oxidativo deram-
se no grupo isquémico tratado com antibiotico. Entre os principais resultados e
contribuicbes da pesquisa é possivel concluir que o tratamento com antibiético
afetou significativamente o figado e os probidticos foram mais eficientes em protege-
lo.

Introducao

O estudo das consequéncias da isquemia e reperfusdo (IR) intestinal € de grande
importancia considerando as altas taxas de mortalidade. A IR intestinal pode ocorrer
em decorréncia de cirurgias, embolia, trombose, doencas intestinais inflamatorias e
utilizacao de farmacos vasoativos. A isquemia € a diminuicdo ou interrupcao do fluxo
sanguineo em uma determinada area, gerando uma consequente baixa no
fornecimento de oxigénio e nutrientes, por um periodo de tempo (RIBEIRO e
WINSTON, 2005).. A reperfusdo, por sua vez, é a recuperacao do fluxo sanguineo.
Os maiores problemas causados na IR intestinal ocorrem nessa fase, pois o retorno
do fluxo sanguineo acontece com pressdo muito maior e com uma concentracdo
grande de oxigénio, favorecendo a geracao de radicais livres que influenciam no
estabelecimento do estresse oxidativo e de citocinas inflamatérias (RIBEIRO e
WINSTON, 2005). Essas alteracbes podem causar respostas sistémicas, que
juntamente com a translocacao bacteriana, que ocorre por causa da permeabilidade
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aumentada do intestino, acometem outros 6rgaos além do intestino, podendo até
mesmo causar faléncia multipla de érgdos como figado, rins e pulmdes.

Na microbiota intestinal existem bactérias classificadas como benéficas, que atuam
facilitando a digestdo e absor¢cdo de nutrientes, além de melhorar o sistema
imunologico (QUE et al, 2018). Outras bactérias podem ser nocivas ao
funcionamento do organismo hospedeiro. A administracdo de antibidticos e
probioticos afetam a composicdo da microbiota intestinal e podem ter relacdo com as
respostas a oOrgdos distantes, principalmente em patologias que alteram a
permeabilidade da barreira intestinal. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos dos tratamentos com probidticos e antibiéticos sobre o estresse
oxidativo do figado e sua morfologia em ratos submetidos a IR intestinal.

Materiais e métodos

De acordo com a aprovacido da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UEM)
sob n° 2869200218, foram usados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus), divididos em 7 grupos: controle (C), sham (SC), sham tratado com
antibiotico (SA), sham tratado com probiético (SP), isquémico (IRC), isquémico
tratado com antibidtico (IRA) e isquémico tratado com probiotico (IRP).

Os animais dos grupos SA e IRA foram tratados, via gavagem, com os antibioticos:
metronidazol (100 mg/kg de peso corporal), neomicina (200 mg/kg de peso corporal),
vancomicina (100 mg/kg de peso corporal) e ampicilina (1 g/l de agua) diariamente
por 72 horas antes da cirurgia e durante o tempo de reperfusédo. Os grupos SP e IRP
receberam, via gavagem, os probidticos: Lactobacillus paracasei, L. rhamnosus, L.
acidophilus e Bifidobacterium lactis (8,3x109 UFC), durante 14 dias antes da cirurgia
e durante as 72 horas de reperfuséo.

O procedimento de IR intestinal iniciou com anestesia através de Ketamina
(100mg/kg de peso corporal) e Xilazina (20mg/kg de peso corporal), em seguida foi
feita laparotomia expondo a porcéo distal do ileo para oclusdo da artéria mesentérica
superior (AMS) com um clamp, por 45 minutos. ApGs esse periodo, deu-se inicio a
reperfusdo de 72 horas. Os grupos sham passaram pelos mesmos procedimentos
com excecdo da oclusdo da AMS. Por fim, foi administrado uma dose letal de
Tiopental Sédico e o figado foi coletado.

Uma porcdo do figado foi utilizada para a histologia, esta foi fixada em
Paraformaldeido 4% pH 7,4. Utilizou-se a metodologia padrdo de embebicdo em
parafina, cortes de 5um em micrétomo e coloracdo com Acido Periddico de Schiff
(PAS). Foram capturas 30 imagens por lamina para as analises de morfometria dos
hepatécitos no programa Image Pro-Plus. Outra por¢édo do figado foi congelada em
nitrogénio liquido, triturada e homogeneizada em tampéo Fosfato de Potassio. O
material foi centrifugado e dividido entre as técnicas de estresse oxidativo. O
homogenato foi utilizado para analise dos grupos sulfidricos nao proteicos (GSH). O
sobrenadante foi separado entre as técnicas catalase (CAT), superéxido dismutase
(SOD), peroxidacao lipidica (LOOH) e glutationa s-transferase (GST). O pellet
restante foi utilizado para observacbes de mieloperoxidase (MPO) e n-
acetilglicosaminidase (NAG). Todas as técnicas foram realizadas em placa de 96
pocos e as leituras feitas em espectrofotbmetro nos comprimentos de onda
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correspondentes. A analise estatistica foi feita por One-Way ANOVA seguida de pos
teste de Tukey. O software GraphPad Prism foi usado, adotando p<0,05 como valor
estatisticamente significativo, com resultados expressos como média +/- erro padrao.

Resultados Discusséo

Os resultados relacionados & area dos hepatécitos (um?) estdo demonstrados na
Figura 1. Verificou-se que houve diminuicdo na medida da area dos hepatdcitos em
todos os grupos em relagdo ao grupo controle (C). As porcentagens de diminuicao
sdo: SC 8,3%, SA 11,8%, SP 13,3%, IRC 15,2%, IRA 18,8% e IRP 21,3%, quando
comparados ao grupo C. Dessa forma, € possivel observar que os procedimentos de
manipulacdo e IR intestinal afetam os hepatocitos e os tratamentos ndo foram
capazes de inibir esses efeitos em nenhum dos casos.
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Figura 1 — Area dos hepatdcitos em pm? de ratos submetidos a IR intestinal e tratados com
antibioticos e probidticos. Grupos controle (C), sham (SC), sham tratado com antibiotico (SA), sham
tratado com probiético (SP), isquémico (IRC), isquémico tratado com antibiotico (IRA) e isquémico
tratado com probiético (IRP). *p<0,05

Com relacdo aos resultados do estresse oxidativo, como apontado na Figura 2 os
resultados demonstraram um aumento significativo de 41,3% e 36% de GSH e GST
respectivamente no grupo IRA quando comparado ao grupo C. Os niveis de SOD
aumentaram nos grupos SP (45,1%), IRC (66,2%) e IRA (54,3%) quando
comparados ao grupo C. Nao houve alteragdo na peroxidacgéao lipidica (LOOH) em
nenhum grupo. Sobre os parametros inflamatorios, NAG apresentou aumento
somente no grupo IRA de 12,9% comparado ao grupo C, jA MPO néo apresentou
diferencas entre os grupos. Nos Graficos a seguir é possivel observar essas
diferencas. Assim, € possivel observar que nos grupos tratados com antibiéticos
obteve-se uma maior producdo de GSH e SOD sendo que, segundo Ferreira e
Matsubara (1997) agem como antioxidantes sobre agentes oxido-redutores que
causam lesédo ao tecido, sendo a SOD, a principal dentre eles a atuar no figado em
casos de IR. Segundo estes dados, é possivel que a ruptura da barreira epitelial
ocasionada pela IR (QUE et al., 2018) possibilitou a absor¢cdo dos antibiéticos os
quais tiveram um efeito tdéxico sobre o figado.
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Figura 2 - Parametros de estresse oxidativo do figado de ratos submetidos a IR intestinal e tratados
com antibiéticos e probiéticos. A: glutationa s-transferase; B: hidroperéxidos lipidicos; C: superéxido
dismutase; D: grupos sulfidricos nao proteicos; E: mieloperoxidase; F: n-acetilglicosaminidase.
Grupos controle (C), sham (SC), sham tratado com antibiotico (SA), sham tratado com probio6tico
(SP), isquémico (IRC), isquémico tratado com antibiético (IRA). *p<0,05

Conclusoes

Estes resultados nos permitem concluir que o tratamento com antibioticos foi
prejudicial, alterando de forma mais significativa os parametros de estresse
oxidativo. No entanto, os probidticos foram capazes de amenizar esses danos
causados pela IR intestinal.
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