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Resumo:

A isquemia e reperfusdo (IR) intestinal € uma patologia causada pela
reducdo ou total blogueio do fluxo sanguineo no intestino, e seu
subsequente retorno. Esse processo causa disturbios na homeostase celular
e favorece o aumento da permeabilidade da barreira intestinal, que por sua
vez, permite que ocorra a translocacdo de bactérias luminais e seus
produtos para outros O6rgaos, como os pulmdes, causando uma resposta
inflamatoéria sisttmica e alteracbes morfologicas. Nesse contexto, a
manipulacdo da microbiota intestinal pode ser uma estratégia para reducéo
de danos em orgdos além do intestino, resultantes da translocacdo
bacteriana. Dessa forma, o0 objetivo foi analisar o efeito dos tratamentos com
antibidticos e probidticos sobre a histologia pulmonar de ratos Wistar
submetidos a IR intestinal. Os animais foram submetidos a isquemia
intestinal de 45 minutos por oclusao da artéria mesentérica superior (AMS) e
reperfusdo de 72 horas, recebendo tratamento com mix de probidticos ou
antibidticos. A isquemia causou aumento da espessura da parede alveolar e
reducdo da area e perimetro alveolares. A administracdo de probioticos
resultou em alteragbes semelhantes ao grupo isquémico, enquanto a
administracdo do mix de antibiéticos amenizou as alteracées pulmonares,
apresentando aumento somente na espessura da parede alveolar, e area e
perimetro semelhantes aos animais controle. Dessa forma, a manipulacdo
da microbiota intestinal através da administracéo de antibidticos ameniza as
alterac6es histoldgicas pulmonares resultantes da IR intestinal em ratos.

Introducéo

A isquemia € caracterizada pela reducdo ou total bloqueio do fluxo
sanguineo para um 6rgao que resulta em um estado de privacdo de oxigénio
tecidual e o retorno do fluxo sanguineo € denominado reperfusdo. A privacao
de oxigénio durante a isquemia, resulta em disturbios na homeostase celular
(Cerqueira et al., 2005) que causam dano e morte celular (Gonzalez et al.,

2015). Sendo assim, a reperfusdo € necessaria, porém contribui para o
aumento do dano tecidual e da inflamacdo (Grootjans et al., 2016). Pois o
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retorno repentino e em excesso do oxigénio, favorece o estabelecimento do
estresse oxidativo (Haglund et al., 1999), acompanhado por uma resposta
inflamatodria sistémica que pode levar ao mau funcionamento de outros
orgaos, como os pulmdes (Berlanga et al., 2002). Esse processo favorece a
translocacdo bacteriana, que pode ser definida como a passagem de
bactérias viaveis e endotoxinas do limen intestinal para outros tecidos como
nodulos linfaticos mesentéricos e 6rgaos distantes (Cerqueira et al., 2005).
Sabendo que a translocacédo de bactérias luminais é um evento importante
na IR intestinal, a manipulagdo da microbiota intestinal surge como uma
alternativa de estudo contra os efeitos da IR intestinal em 6rgéos distantes.
Os probidticos sao bactérias capazes de exercer efeitos benéficos para a
saude do hospedeiro, fortalecendo a barreira intestinal, reduzindo a
apoptose e as citocinas pro-inflamatérias (Salim et al., 2013) resultando em
menor risco de translocacao bacteriana. Ja4 os antibidticos, sdo capazes de
modular a microbiota intestinal mostrando efeitos positivos na reducdo do
dano causado na parede intestinal pos IR e da resposta inflamatéria
(Yoshiya et al., 2011), além de reduzir a carga de bactérias translocadas.
Pensando que IR intestinal € responsavel por altas taxas de morbidade e
mortalidade, principalmente quando evolui para septicemia (Grootjans et al.,
2016) e disfuncdo mudltipla de 6rgdos (Gonzalez et al., 2015), o objetivo
deste estudo foi analisar os efeitos da manipulagdo da microbiota intestinal
através de probidticos e antibidticos sobre o pulméo de ratos submetidos a
I/R intestinal.

Materiais e métodos

Este estudo teve a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UEM) sob n°® 2869200218. Ratos machos Wistar com peso de 290 +
4 g, foram alojados no Biotério do Departamento de Ciéncias Morfolégicas
da UEM, receberam racdo padrdo e agua ad libitum e permaneceram em
ambiente controlado com iluminacao (ciclo 12 horas claro/12 horas escuro) e
temperatura (22 + 2°C). Ap6s adaptacao, os animais foram distribuidos em 7
grupos, sendo eles: controle (C), sham controle (SC), sham antibioticos (SA),
sham probioticos (SP), isquémico controle (IRC), isquémico antibidticos
(IRA) e isquémico probidticos (IRP). Para o estabelecimento da isquemia
intestinal, os animais dos grupos IRC, IRA e IRP foram anestesiados com
Ketamina (100mg/kg de peso corporal) + Xilazina (20mg/kg de peso
corporal), submetidos a laparotomia, exposi¢cao do ileo e oclusdo da AMS
por meio de um clamp microvascular e amarragdes laterais. A isquemia teve
duracéo de 45 minutos e a reperfuséo, 72 horas. Os grupos sham passaram
pelos mesmos procedimentos, porém sem a oclusao da AMS.

Quanto ao tratamento, os grupos SA e IRA receberam, via gavagem, 0 mix
de antibiéticos: 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 &gua) diariamente por 72 horas antes da cirurgia e
durante a reperfusdo. Ja os grupos SP e IRP receberam, via gavagem, o0s
probidticos: Lactobacillus acidophillus, L. casei, Lactococcus lactis,
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Bifidobacterium lactis e B. bifidum (8,3x10° UFC por animal), durante 14 dias
antes da cirurgia e durante a reperfusao.

Apoés o periodo experimental, os animais foram eutanasiados com dose letal
de Tiopental Sodico® (120mg/kg), via intraperitoneal, e o pulmao direito foi
coletado e fixado em Paraformaldeido 4% pH 7,4. O material passou pelo
procedimento de embebicdo em parafina, corte semi-seriado em microétomo
(5um) e coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE). Imagens das laminas
foram capturadas de forma aleatoria, em 40x e as analises morfométricas de
perimetro, area e espessura da parede alveolar foram feitas no software
Image Pro Plus. A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad
Prism 7 adotando p<0,05 como estatisticamente significativo. Os dados
foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e nao
apresentando distribuicdo normal, foram analisados por Kruskal Wallis e
pos-teste de Dunns.

Resultados e Discusséao

Intestino e pulmdo formam um eixo de comunicagédo bidirecional, onde
alteracdes em um desses orgaos reflete em alteracdes também no outro,
inclusive quanto a composicdo da sua microbiota e fungdo (Bingula et al.,
2017). Quando falamos em alteracdes intestinais, o reflexo pulmonar sera
dado principalmente via resposta imune, através da transferéncia de
bactérias luminais e seus produtos para os nédulos linfaticos mesentéricos
qgue estimulam a producao de células imunes que agem tanto no local, como
sistematicamente em o6rgdos distantes levadas pelo sistema linfatico e
sanguineo. Ou de forma direta, quando essa microbiota ou seus produtos
conseguem atingir os pulmdes, provocando a mesma resposta imune, sé
gue agora diretamente no local (Bingula et al., 2017). Esse evento pode ser
visto inclusive nos grupos sham (Figura 1), tendo em vista que somente a
manipulacdo do intestino jA& € capaz de causar alteracdes pulmonares,
provavelmente como um reflexo das altera¢fes locais.

A AREA ALVEOLAR B PERIMETRO ALVEOLAR c PAREDE ALVEOLAR
800+ 1501 501
s00 I T g |
o~ E 1
5400- 5l
200 ° ]
0. . T T T o
SIS EE C P TR EEE S F R TR

Figura 1- Andlise morfométrica do pulmé&o de ratos Wistar submetidos a IR intestinal e
tratados com probiéticos e antibiéticos. A: area alveolar; B: perimetro alveolar; C: espessura
da parede alveolar. Grupos: controle (C); sham controle (SC); sham antibiotico (SA); sham
probiético (SP); isquémico controle (IRC); isquémico antibiético (IRA); isquémico probidtico
(IRP). Resultados expressos como mediana e desvio padrao. Valor de p<0,05*.

A IR intestinal é responsavel por causar altera¢cées na arquitetura pulmonar,
vistas de varias formas como por exemplo: presenca de edema, hemorragia,
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aumento da parede alveolar e presenca de infiltrado de células inflamatorias
(Guzel et al., 2012). Em nosso trabalho essas alteracdes foram vistas no
grupo IRC como reducdo da &rea e do perimetro alveolar e aumento da
parede alveolar, quando comparado ao grupo C. Em relacdo a manipulacéo
da microbiota, a administragdo de antibioticos mostrou efeito melhor quando
comparado aos probioticos, reduzindo as alteracbes pulmonares
observadas, apresentando valores semelhantes aos do controle tanto de
area quanto de perimetro alveolar. Essa melhora pode ser relacionada a
reducdo da carga bacteriana presente no limen, susceptivel a translocacao
bacteriana no momento da quebra da barreira intestinal causada pela IR
intestinal. Dessa forma, menor volume de bactérias e seus produtos
provocaram a resposta imune pulmonar, evitando alteracbes em sua
histologia.

Conclusdes

A isquemia e reperfusdo intestinal € capaz de causar alteracbes na
histologia pulmonar que se mantém quando a microbiota intestinal é
manipulada através da administracdo de probiéticos. Porém, a deplecédo da
microbiota pela administracido de antibidticos ameniza os danos histologicos
pulmonares resultantes da IR intestinal em ratos Wistar.
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