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RESUMO: Objetivo: Avaliar o efeito terapéutico de Saccharomyces boulardii
comercial apds sepse experimental induzida por ligadura e perfuracdo do ceco.
Método: Foram utilizados 13 camundongos fémeas da raca Swiss, divididos em trés
grupos: Grupo Sham (n=3), Grupo CLP + S. boulardii (n=5) e o grupo CLP + Solucdo
Salina a 0,9% (n=5). Foi realizado um pos-tratamento com S. boulardii - 17 liofilizado
1x10° ml comercial, via oral por gavagem, cinco horas apdés a cirurgia e nos dias
subsequentes. Foram avaliados o peso do animal, os sinais clinicos e o tempo de
sobrevida. Resultados: Em relacdo ao peso, houve uma diminuicdo consideravel
até o sexto dia de tratamento. Os sinais clinicos mostraram que: o grupo Sham + S.
boulardii (n=3) apresentou média de piloerecdo 2,33. O CLP + S. boulardii (n=4)
apresentou média de piloerecéo de 2,5. E o CLP + Salina (n=2) média de piloerecéo
1,25. O grupo Sham + S. boulardii (n=3) obteve uma média de ptose de 1,33. O CLP
+ S. boulardii (n=4) média de ptose 1,25. E o CLP + Salina (h=2) média de ptose 2.
O grupo Sham + S. boulardii (n=3) apresentou média de tremor 2. O CLP + S.
boulardii (n=4) média de tremor 1,5. E o CLP + Salina (n=2) média de tremor 2. O
grupo Sham + S. boulardii (n=3) média de espasmo 2. O CLP + S. boulardii (n=4)
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meédia de espasmo 2. E o CLP + Salina (n=2) média de espasmo 2,25. No grupo
Sham + S. boulardii (n=3) a média de locomocéo foi de 2,33. O CLP + S. boulardii
(n=4) obteve média de locomocao de 2,75. E o CLP + Salina (n=2) apresentou uma
média de locomocédo de 2,5. No sétimo dia, os animais do grupo CLP + S. boulardii
morreram (0%). Apenas se mantiveram vivos 100% dos animais do grupo Sham + S.
boulardii (n=3). Conclusdo: O pés-tratamento ndo conseguiu atrasar a mortalidade
de todos os animais, porém, pode-se perceber que 20% dos animais Ssépticos
tratados com Saccharomyces boulardii, além de apresentarem o menor peso,
mantiveram-se vivos até o sexto dia de tratamento, 0 que nos levou a pensar nos
relatos de alguns autores sobre a influéncia da imunomodulacdo conferida a esse
probiotico. Todos os animais do grupo controle sobreviveram isso sugere que a
pesquisa foi conduzida de forma correta. E todos os animais do grupo CLP + Salina
morreram, Visto que eram animais sépticos e estavam recebendo apenas solucao
salina.

Descritores: Sepse; Saccharomyces boulardii; Terapéutica.

ABSTRACT: Objective: to evaluate the therapeutic effect of commercial
Saccharomyces boulardii after experimental sepsis induced by cecal ligation and
puncture. Method: Thirty Swiss female rats were used and divided into three groups:
Sham Group (n=3), CLP + S. boulardii Group (n=5) and CLP + 0.9% Saline Group
(n=5). A post-treatment with commercial 1x10° ml lyophilized Saccharomyces
boulardii-17 was offered orally by gavage five hours after surgery and on subsequent
days. Animal weight, clinical signs and survival time were evaluated. Results: There
was a significant reduction in weight up to the sixth day of treatment. Clinical signs
showed that: the Sham + S. boulardii group (n=3) presented mean piloerection 2.33.
The CLP + S. boulardii (h=4) had a mean piloerection of 2.5. The CLP + Saline (n=2)
group had mean piloerection of 1.25. The Sham + S. boulardii group (n=3) had a
mean ptosis of 1.33. The CLP + S. boulardii (h=4) mean ptosis of 1.25. And the CLP
+ Saline (n=2) mean ptosis of 2. The Sham + S. boulardii group (n=3) presented
mean tremor of 2. The CLP + S. boulardii (h=4) mean tremor 1.5. And the CLP +
Saline (n=2) mean tremor 2. The Sham + S. boulardii group (n=3) mean spasm 2.
The CLP + S. boulardii (n = 4) mean spasm 2. And the CLP + Saline (n=2) mean
spasm 2.25. In the group Sham + S. boulardii (n=3), the mean locomotion was 2.33.
The CLP + S. boulardii (n=4) obtained a mean locomotion of 2.75. And the CLP +
Saline (n=2) had a mean locomotion of 2.5. On the seventh day, the animals of the
CLP + S. boulardii group died (0%). Only 100% of the animals of the Sham + S.
boulardii group (n=3) were kept alive. Conclusion: Post-treatment was not able to
delay the mortality of all animals. However, 20% of the septic animals treated with
Saccharomyces boulardii had the lowest weight and remained alive until the sixth
day of treatment, making us think of the reports of some authors on the influence of
the immunomodulation conferred to this probiotic. All animals in the control group
survived, suggesting that the research was conducted correctly. And all the animals
in the CLP + Saline group died as they were septic animals and were receiving only
saline solution.

Descriptors: Sepsis; Saccharomyces boulardii; Therapeutics.
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Avaliacédo do Efeito Terapéutico de Saccharomyces Boulardii Comercial Apds Sepse Experimental
Induzida por Ligadura e Perfuracdo do Ceco

1 INTRODUCAO

O termo sepse € empregado para definir uma infeccdo que desencadeia uma
resposta inflamatdria no organismo contra agentes infecciosos heterogéneos. Esta
resposta inflamatéria desequilibrada afeta o sistema imunoldgico, o que pode levar o
paciente a evoluir para um quadro de sepse grave ou choque séptico (BARRETO et
al., 2016).

A sepse é considerada uma das principais causas de morte hospitalar,
principalmente nas unidades de terapia intensiva (UTI), sendo uma preocupacao
mundial devido ao alto indice de mortalidade, que chega a superar cardiopatias
graves, como o infarto do miocardio e até carcinomas e neoplasias. O custo-
beneficio e o grau de letalidade da doenca fazem com que hospitais enfrentem um
grande problema de saude publica (SOUZA et al., 2015). O uso indiscriminado e
prolongado de varios tipos de antibidticos tem alta relevancia no fortalecimento de
bactérias que ganham resisténcia e contribuem para o processo séptico. No entanto,
a descoberta de antimicrobianos capazes de combaté-las € limitada (MORAES et al.,
2016).

Estudo mostra que o percentual de pacientes acima de 65 anos com sepse
grave e choque séptico € de 62,6%, enquanto pacientes com menos de 65 anos
representam 37,4%, embora o numero de disfun¢gBes organicas ndo tenha sido
diferente entre ambos os grupos (PALOMBA et al., 2015). Pacientes de pediatria
com idade superior a 36 meses (trés anos) apresentaram taxas de mortalidade que
podem ultrapassar 50% (PEDRO; MORCILLO; BARACAT, 2015). No Brasil, dados
sobre a evolucdo de sepse e choque séptico em UTI sdo raros, porém, o Consenso
Brasileiro de Sepse mostra uma incidéncia de 23% e 27%, respectivamente
(PARULLA et al., 2016). Estima-se que as chances de sobrevida dos pacientes
reduzem em 7,6% a medida que se adia o inicio da terapia (SITNIK et al., 2014).

O entendimento da fisiopatologia de diversas doencas e a correlagdo com os

novos conhecimentos da imunofarmacologia tem estimulado a terapia moderna com
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0 uso de imunomoduladores. Na sepse, por exemplo, alguns pacientes necessitam
de terapias que possam suprimir a resposta imune, enquanto outros se beneficiam
da ativacao dessa resposta. Desse modo, espera-se que as pesquisas baseadas em
probidticos possam evidenciar atividades anti-inflamatoérias capazes de atenuar ou
inibir o processo inflamatorio sistémico (ALVES et al., 2015).

Os sinais clinicos que sao avaliados revelam muito sobre o estado fisico e
patolégico dos animais. Entre eles, estdo a piloerecdo, que caracteriza o nivel de
intensidade da erecdo do pelo do animal; a ptose associada ao olho do animal, que
pode indicar estado de alerta ou ndo; a locomocéao, que avalia a agilidade do animal
ao se movimentar apds submetido a cirurgia; o tremor, que € resultado do processo
inflamatério no modelo experimental; e os espasmos, que indicam um desarranjo em
fatores como o equilibrio eletrolitico do organismo.

Saccharomyces boulardii € uma mutacdo de Saccharomyces cerevisiae
capaz de se adaptar a varias condicdes ambientais. Esse fungo ndo patogénico
pode ser encontrado habitando a microbiota normal do trato gastrointestinal. Possui
forma levedurifome, pode ser isolado de frutas como a lichia, e também &
proveniente do fermento. E comumente conhecido pela sua capacidade significativa
de reduzir processos inflamatoérios do trato gastrointestinal. Esses probidticos estédo
entre 0s mais utilizados em estudos. Em busca de resultados positivos de
imunomodulacéo, se manipulados de forma correta, podem promover beneficios ao
organismo no tratamento de algumas doencas inflamatérias (ROMANIO et al., 2017).

Nesse contexto, o objetivo desse estudo € avaliar o efeito terapéutico do
Saccharomyces boulardii comercial apds sepse experimental induzida por ligadura e

perfuracéo do ceco.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 13 camundongos Swiss fémeas, provenientes do Biotério da
Faculdade Santa Maria — FSM, mantidos sob condi¢des livres de contaminacdo. O

namero utilizado na amostra baseou-se em estudos e no principio dos 3 Rs:
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Replace, Reduce e Refine, o qual recomenda, em sua definicdo, a inclusdo da
menor amostra possivel, com base em outras pesquisas ou calculos amostrais bem
definidos (RUSSEL; BURCH, 1959; FERREIRA; HOCHMAN; BARBOSA, 2005;
DAMY et al, 2010). Os animais apresentavam peso entre 26 e 56 g, com uma média
de 37,44, e possuiam 45 dias de nascidos. Os protocolos experimentais realizados
seguiram 0s principios técnicos e éticos preconizados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL), além disso, a pesquisa foi submetida
ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade Santa Maria. O
protocolo sobre sepse e todos os procedimentos envolvidos nesse projeto também
foram submetidos ao CEUA, protocolo: CEUAFSM08/2017. Cabe destacar que este
artigo foi extraido do Trabalho de Conclusdo do Curso de Bacharelado em
Biomedicina da Faculdade Santa Maria, Cajazeiras-PB, apresentado no ano de
2017.

Antes de dar inicio a parte pratica do experimento, foram selecionados 0s
materiais necessarios para a realizacdo de cada procedimento, entre eles: algodao,
alcool a 70%, agulhas 18G (40 mm x 1.2 mm) estéreis descartaveis, solucédo salina a
0.9%, balanca digital de precisao, esparadrapo, becker de 50 e 100 mL, pipeta de
1.000 pL, papel aluminio, pinga anatémica de disseccdo, pinga anatdbmica dente de
rato, tesoura cirargica 14,5 cm ponta fina/reta, fio de sutura NYLON 3-0 estéril 45 cm
com agulha, fio cirargico, seringas de 1, 3 e 5 mL com agulha, agulha de a¢o inox
BD-10 canula 31 mm de comprimento, 0s anestésicos ketamina e xilazina, nas
doses de 80-90 mg/Kg e de 30-50 mg/Kg, respectivamente, além de luvas, toucas,
mascaras e outros equipamentos de protecédo individual (EPI).

Inicialmente, os animais foram pesados e divididos em grupos. O primeiro foi
0 grupo Sham (n=3) que foi utilizado como controle. O segundo grupo foi o CLP +
Saccharomyces boulardii (n=5). O terceiro e ultimo grupo foi o CLP + Salina (n=5). A
sepse letal foi induzida usando o modelo de ligadura e perfuracdo cecal (CLP)
conforme descrito por BAKER et al. (1983). Esses animais foram anestesiados com
Ketamina (4,5 g/mL) e Xilazina (1,5 g/mL) diluidas em 34 mL de salina 0,9%
utilizando 100 pL para cada 10 g de cada animal via intraperitoneal.

Os camundongos foram pés-tratados com Saccharomyces boulardii - 17
liofilizado 1x10° mL comercial (EMS Sigma pharma LTDA) e solucdo de NaCl 0,9%
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cinco horas apos a cirurgia e trés dias apos a sepse. A mortalidade foi acompanhada
a cada 24 h até o sexto dia apods a cirurgia. Nesse periodo de tempo, também foram
observados os sinais clinicos dos animais, como piloerecdo, ptose, locomocao,
tremor e espasmo. Para esta avaliagdo, foram considerados Scores de 0 a 4,
classificados da seguinte forma: 0 Nenhuma intensidade, 1 Baixa intensidade, 2
Intensidade moderada, 3 Intenso e 4 Muito intenso. A massa corporea do animal
também foi avaliada.

A analise estatistica e as representacdes graficas foram expressas com
utilizacao do software Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc, CA, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais pesados antes da cirurgia apresentaram uma média de massa
corporal por grupo, o Sham + S. boulardii (n=3) apontou uma média de peso de
47,33 g e um desvio padréo de 5,77. O CLP + S. boulardii (n=5) apontou uma média
de peso de 30 g e um desvio padréao de 3,6. E o CLP + Salina (n=5) média de peso
de 35g e um desvio padrao de 04, especificados nas figuras 1A e 1B.

No primeiro dia, os camundongos apontaram uma média de peso um pouco
abaixo do peso inicial obtido antes da cirurgia. Assim, o grupo Sham + S. boulardii
(n=3) reduziu para 44,33 g sua média de peso e o desvio padrédo foi de 6,44. O CLP
+ S. boulardii (n=4) reduziu para 28 g sua média de peso e o desvio padrdo foi de
03. E o CLP + Salina (n=2) reduziu para 32,6 g sua média de peso e o desvio
padrao foi de 06.

No segundo dia, 0os animais apontaram uma nova variacado em sua média de
peso. O grupo Sham + S. boulardii (n=3) reduziu sua média de peso para 35,5ge o0
desvio padréo foi de 0,5. O CLP + S. boulardii (n=1) teve um aumento da sua massa
corporal registrando uma média de peso em 31 g e um desvio padréo nulo, ou seja,
0. E o CLP + Salina (n=1) reduziu sua média de peso para 25 g e obteve um desvio

padrdo nulo.
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No sexto dia, os camundongos apresentaram mais uma variacdo. O grupo
Sham + S. boulardii (n=3) apresentou um pequeno aumento em sua média de peso
chegando a 36,5 g e o desvio padréao foi de 0,5. O CLP + S. boulardii (n=1)
continuou aumentando seu peso e chegou a uma média de 32 g e ndo obteve
desvio padréo. E o CLP + Salina (n=1) também apontou um pequeno aumento da
meédia de peso para 26 g e da mesma forma néo obteve desvio padréo.

BEZERRA et al. (2017) destacam que 0s pacientes tratados com prébidticos a
alguns dias da fase critica do choque séptico, mesmo apresentando perda de peso,
revelaram uma evolucdo satisfatéria do quadro clinico. Os camundongos pos-
tratados com o Saccharomyces boulardii também apresentaram perda de peso e,

apenas a partir do sexto dia de tratamento, exibiram um aumento satisfatério.

Figura 1 - Taxa de peso dos animais antes e apos a CLP.
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Fonte: NASCIMENTO, 2017.
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O grupo Sham + S. boulardii (n=3) apresentou média de piloerecdo 2,33 e
desvio padrdo de 0,44. O CLP + S. boulardii (n=4) apresentou média de piloerecao
2,5 e desvio padrdo de 0,44. E o CLP + Salina (n=2) média de piloerecdo 1,25 e
desvio padréo de 0,87 (figura 2A).

O grupo Sham + S. boulardii (n=3) obteve uma média de ptose de 1,33 e
desvio padrdo de 1,77. O CLP + S. boulardii (n=4) média de ptose 1,25 e desvio
padrdo de 0,88. E o CLP + Salina (n=2) média de ptose 2 e desvio padrdo de 2
(figura 2B).

O grupo Sham + S. boulardii (n=3) apresentou média de tremor 2 e desvio
padrdo de 0,66. O CLP + S. boulardii (n=4) média de tremor 1,5 e desvio padrao de
0,44. E o CLP + Salina (n=2) média de tremor 2 e desvio padrédo de 1 (figura 2C).

O grupo Sham + S. boulardii (n=3) média de espasmo 2 e desvio padrao de O.
O CLP + S. boulardii (n=4) média de espasmo 2 e desvio padréo de 0,66. E o CLP +
Salina (n=2) média de espasmo 2,25 e desvio padrédo de 0,37 (figura 2D).

O grupo Sham + S. boulardii (n=3) média de locomoc¢éao 2,33 e desvio padrédo
de 0,88. O CLP + S. boulardii (n=4) média de locomocéo 2,75 e desvio padrao de
0,75. E o CLP + Salina (n=2) média de locomocédo 2,5 e desvio padrdo de 0,44
(figura 2E).

As pontuacdes em relacdo ao estado clinico dos animais auxiliaram na
identificacdo das caracteristicas patoldgicas, revelando que ndo houve diferenca
entre o estado clinico dos animais dos grupos CLP tratados e néo tratados. Relatos
na literatura mostram que a maior parte dos resultados dos scores em uma pesquisa
com Saccharomyces boulardii tem seguido um padréo satisfatério (SHRUM et al.
2014).
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Figura 2 - Taxa dos sinais clinicos 24 h ap0s a cirurgia.
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Fonte: NASCIMENTO, 2017.

Por fim, avaliamos a sobrevida dos animais. No primeiro dia, o grupo Sham +
S. boulardii (n=3) manteve o seu numero de animais vivos em 100%. O CLP + S.
boulardii (n=4), apds as primeiras 24 horas, perdeu um de seus animais restando
80% vivos. E o CLP + Salina (n=2), apds as primeiras 24 horas, perdeu trés de seus
animais restando apenas 40%. No segundo dia, o grupo Sham + S. boulardii (n=3)
manteve o0 seu numero de animais vivos em 100%. O CLP + S. boulardii (n=1)
perdeu trés animais restando apenas 20%. E o CLP + Salina (n=1) perdeu mais um
de seus animais, restando 20% vivos.

No sexto dia, o grupo Sham + S. boulardii (n=3) manteve o seu nimero de
animais vivos em 100%. O CLP + S. boulardii (h=1) manteve os 20%. E no grupo
CLP + Salina (n=0), todos os animais morreram. No sétimo dia, os animais do grupo
CLP + S. boulardii morreram (0%). Apenas se mantiveram vivos 100% dos animais
do grupo Sham + S. boulardii (n=3), que logo em seguida foram eutanasiados.

Os animais apresentaram uma reducdo em sua sobrevida apds 48 horas do
tratamento, diferente do que foi relatado por XU et al. (2016) em sua pesquisa com

Saccharomyces boulardii.
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Figura 3 - Taxa de sobrevida de 0 a 6 dias ap0s a cirurgia.
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Fonte: NASCIMENTO, 2017.

4 CONCLUSAO

O pos-tratamento ndo conseguiu atrasar a mortalidade de todos os animais,
porém, podemos perceber que 20% dos animais sépticos tratados com
Saccharomyces boulardii, além de apresentarem o0 menor peso, mantiveram-se
vivos até o sexto dia de tratamento, o que nos levou a pensar nos relatos de alguns
autores sobre a influéncia da imunomodula¢éo conferida a esse probiotico. Todos os
animais do grupo controle sobreviveram, o que sugere que a pesquisa foi conduzida
de forma correta. E todos os animais do grupo CLP + Salina morreram, visto que
eram animais sépticos e estavam recebendo apenas solugéo salina.

Mais estudos devem ser desenvolvidos, buscando destacar ainda mais a
capacidade imunomoduladora desses probidticos pois, para garantir resultados cada

vez mais promissores, S840 necessarias varias pesquisas para obter um numero
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ainda maior de dados a serem confrontados e, talvez, expandir esta aplicacdo a
seres humanos, auxiliando no tratamento e na cura de um importante problema de

saude de elevada mortalidade que é a sepse.
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