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RESUMO

Objetivos: A utilizacdo de microrganismos probioticos na reducéo do risco de
doencas inflamatdrias intestinais (DIIs), incluindo a colite ulcerativa (CU), tem
se mostrado promissora, sendo que o efeito benéfico depende da cepa
utilizada e da fase da patologia. O objetivo do presente estudo foi averiguar o
efeito de um produto probidtico a base de soja, fermentado com Enterococcus
faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus 416 e com adicdo de
Bifidobacterium longum ATCC 15707, na fase aguda da colite quimicamente
induzida em camundongos. Métodos: O protocolo experimental teve duracdo
total de 14 dias e os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos (n=10): Grupo C - Animais sadios que nao receberam os produtos em
estudo; Grupo CL - Animais com colite quimicamente induzida e que nao
receberam os produtos em estudo; Grupo CLF - Animais com colite
guimicamente induzida e que receberam o produto fermentado probidtico;
Grupo CLP - Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o
produto ndo fermentado (placebo). A inducdo da colite foi feita pela
administracdo de dextran sulfato de sédio (DSS) a 3% dissolvido na agua
fornecida diariamente aos animais, por um periodo de sete dias, e 0s
produtos foram administrados ao longo dos 14 dias de estudo. Durante o
periodo experimental foram monitorados 0s seguintes parametros: peso
corporeo dos animais, ingestao hidrica e de racdo, consisténcia e presenca
de sangue oculto ou aparente nas fezes e composicédo da microbiota fecal. Ao
final do protocolo, os animais foram eutanasiados e o intestino grosso foi
removido para realizacdo das andlises macroscopica e histolégica.
Resultados: De acordo com os resultados do indice de atividade da doenca
(IAD), os animais que consumiram o produto probiotico (CLF) apresentaram
reducdo dos sintomas associados a colite durante o periodo de inducdo em
comparacao aos animais do grupo CL. As analises histologicas evidenciaram
gue o colon dos camundongos dos grupos CL e CLP apresentou areas com
infiltrados de células, além de alteracbes nas criptas, representadas por
degeneracdo ou desaparecimento de tais estruturas. O col6n dos animais
pertencentes ao grupo CLF exibiu infiltrado de células inflamatdrias, sem
alteracdo nas criptas. Os resultados da andlise da composicdo da microbiota
fecal mostraram que a ingestdo do produto fermentado probidtico resultou no
maior aumento na populacéo de Lactobacillus spp. (1,5 log;o UFC/g) e menor
aumento de enterobactérias (1,34 logip, UFC/g) ao longo do protocolo.
Concluséao: Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a ingestao
regular do produto fermentado probidtico avaliado pode auxiliar na reducao
dos sintomas e na preservacao da integridade do célon durante a fase aguda
da colite induzida em camundongos.

Palavras-chave: doenca inflamatoria intestinal; colite ulcerativa; probiéticos;
microbiota; produto fermentado de soja; Enterococcus faecium ;
Bifidobacterium longum.
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ABSTRACT

Objectives: The use of probiotic microorganisms in the reduction of
inflammatory bowel diseases (IBD) risks, including ulcerative colitis (UC), has
been shown promising, and the beneficial effect depends on the strain used
and the stage of disease. The objective of this study was to investigate the
effect of a probiotic soy product fermented with Enterococcus faecium CRL
183 and Lactobacillus helveticus 416 with addition of Bifidobacterium longum
ATCC 15707 in the acute phase of colitis chemically induced in mice.
Methods: The experimental protocol had total duration of 14 days and the
animals were randomized into four groups (n = 10): Group C - healthy animals
that have not received the products under study; CL Group - Animals with
chemically induced colitis and who have not received the products under
study; CLF Group - Animals with chemically induced colitis and receiving the
probiotic fermented product; Group CLP - animals with chemically induced
colitis and receiving the unfermented product (placebo). The induction of colitis
was made by the administration of dextran sodium sulfate (DSS) 3% dissolved
in the drinking water for a period of seven days, and the products were
administered over the 14 days of the study. During the trial period the following
parameters were monitored: body weight, water and food intake, consistency
and presence of hidden or apparent blood in stool and composition of the fecal
microbiota. At the end of the protocol, the animals were euthanized and the
large intestine was removed to perform the macroscopic and histological
analysis. Results: According to the results of disease activity index (DAI), the
animals that consumed the probiotic product (CLF) showed a reduction of
symptoms associated with colitis during the induction period, compared to the
CL group. Histological analysis showed that the colon of mice of CL and CLP
groups showed areas with cell infiltrates, as well as changes in the crypts,
represented by degeneration or disappearance of such structures. The colon
of animals belonging to the CLF group exhibited infiltration of inflammatory
cells, without changing in the crypts. The results of the analysis of fecal
microbiota composition revealed that the ingestion of the probiotic fermented
product resulted in the greatest increase in the population of Lactobacillus spp.
(1.5 logio CFU / g) and less increase of enterobacteria (1.34 logio CFU / Q)
over the protocol. Conclusion: The results obtained in this study indicate that
regular intake of probiotic fermented product evaluated can help in the
reduction of the symptoms and preservation of colon health during the acute
colitis induced in mice.

Key-words: inflammatory bowel disease; ulcerative colitis; probiotics;
microbiota; fermented soy product; Enterococcus faecium; Bifidobacterium
longum.
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INTRODUCAO

Doenca inflamatéria intestinal (DII) € um termo genérico usado para
indicar o grupo de patologias onde estdo inseridas a doenca de Crohn
(DC) e a colite ulcerativa (CU) (1). A CU é uma doenca inflamatoria
reincidente restrita ao colon, afetando principalmente as ultimas porcdes
do 6rgao, e sendo por isso, também designada de retocolite ulcerativa (1).

As doencas inflamatérias intestinais (DIIs) apresentam como
caracteristica comum a inflamacdo da mucosa intestinal, entretanto a sua
patogénese ainda ndo é completamente conhecida. Evidéncias indicam a
possivel associacdo das DIlls com uma variedade de fatores, que podem
ser genéticos, imunoldgicos e de composicdo da microbiota (2).

Além da suscetibilidade genética, a patogénese das Dlls esta
relacionada a alteracbes na resposta imune da mucosa entérica em
relacdo aos microrganismos presentes no intestino, podendo levar a uma
inflamacéo crénica (1).

O envolvimento da microbiota intestinal na patogénese da DIl
fundamenta-se no fato de que individuos portadores dessa patologia
apresentam disbiose (desequilibrio da microbiota bacteriana intestinal),
expressa pela reducdo na diversidade de microrganismos presentes no
intestino e onde o numero de bactérias patogénicas estd aumentado e o
de benéficas (entre elas as pertencentes aos géneros Bifidobacterium
spp. e Lactobacillus spp.) encontra-se diminuido (3-5).

O controle da homeostase dos microrganismos presentes no trato
gastrintestinal pode auxiliar na reducdo do risco e dos sintomas e na

prevencdo das recidivas das Dlls (3, 6). Nesse contexto, surge a



necessidade de procurar alternativas para o controle desta patologia, que
apresentem eficacia similar a terapia farmacolégica e com menos efeitos
adversos a saude do paciente.

Probidticos - microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro -
auxiliam na manutencéo do equilibrio da microbiota intestinal e reduzem o
risco de doencas associadas a alterac6es nesse ecossistema (7-9).

Diferentes cepas de microrganismos probidticos estdo, cada vez
mais, sendo estudadas como possiveis agentes terapéuticos para as Dlls,
principalmente CU. Apesar de seu mecanismo nhao ser completamente
conhecido, ha indicios de que algumas cepas bacterianas modulam
positivamente a microbiota intestinal e o sistema imune, além de
possuirem uma acdo anti-inflamatéria associada a producdo de
metabdlitos como &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e aminas
bioativas (10-12). Os efeitos benéficos atribuidos aos microrganismos
probioticos sdo cepa especificos e relacionados a viabilidade, estabilidade
durante o processamento e armazenamento e capacidade de sobreviver
ao transito intestinal (7, 9).

Um estudo conduzido por nosso grupo de pesquisa observou que a
ingestao regular de um produto probidtico a base de soja, fermentado
com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus 416 e com
adicdo de Bifidobacterium longum ATCC 15707, foi capaz de reduzir o
risco de desenvolvimento da colite crbénica em ratos, uma vez que
constatou-se diminuicdo do IAD durante o periodo de inducdo, menor

alteracdo do colon ao final do protocolo, em compara¢do com os demais



grupos induzidos a colite, e modulacdo positiva da microbiota fecal
(10,13). Contudo, um estudo mais aprofundado, que seja capaz de
contemplar diferentes fases da doenca, se faz necessario para um melhor
entendimento do efeito benéfico do produto probidtico. Nesse sentido, 0
presente trabalho propde a investigacdo do efeito do produto probiético a

base de soja na fase aguda da CU induzida em camundongos.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Doencas inflamatdrias intestinais

As Dlls compreendem um grupo de doencas intestinais idiopaticas,
gue sao caracterizadas pela inflamacao crénica do intestino. Suas formas
mais comuns sao a DC e a CU, que podem apresentar frequentes
recidivas e manifestacdes clinicas graves (1,14,15).

A incidéncia e a prevaléncia das Dlls variam de acordo com a
regido do mundo, sendo constatado um aumento no ndmero de pacientes
acometidos por tais patologias nos Uultimos anos. As Dlls afetam
individuos de ambos os sexos, sendo prevalente em populacfes de areas
urbanas e classes sociais elevadas (16).

A incidéncia mundial de CU varia de 1,5 a 24,5 casos por 100.000
habitantes/ano e a de DC de 0,7 a 14,6 casos por 100.000 habitantes/ano
(16). Os estudos epidemioldgicos relacionados a incidéncia e prevaléncia
de DlIs no Brasil ainda sé&o escassos. Estudo realizado no estado de Séo
Paulo evidenciou uma incidéncia de 4,48 casos para CU 3,50 casos para
DC por 100.000 habitantes, entre os anos de 2001 e 2005 (17).

O aumento na prevaléncia de Dlls esta relacionado aos fatores que
modificam a composi¢cao da microbiota intestinal e, consequentemente a
resposta imune do hospedeiro. Entre esses fatores estdo habitos
dietéticos, presenca de agentes infecciosos e habito de fumar. A “hipotese
da higiene”, segundo a qual habitos higiénicos excessivos impediriam o
contato do homem com microrganismos importantes para o controle da

resposta imune, também é utilizada para explicar o aumento das Dlls (16).



A etiologia da DIl permanece desconhecida, porém evidéncias
indicam que a composicdo da microbiota intestinal, associada a fatores
genéticos, ambientais e imunologicos, pode ter um papel importante na
iniciacdo da inflamacao e perpetuacao da patologia (18-20).

A microbiota humana € um sistema complexo composto por 1000 a
1150 espécies bacterianas, sendo a maior densidade e diversidade de
bactérias encontradas no intestino delgado e coélon. A sinergia entre
hospedeiro e espécies colonizadoras estd associada a um estado de
homeostasia, que quando perdida leva a disbiose (alteracdo na
composicdo das populacdes de bactérias comensais), podendo resultar
em alteracdo da resposta imunolégica aos antigenos bacterianos,
induzindo assim a determinadas patologias (21-28).

Hipoteses de que as bactérias intestinais desempenham um papel
importante na patogénese das Dlls sdo baseadas na observacdo de que
a inflamacéo e as lesdes tipicas da doenca ocorrem geralmente no ileo e
célon, em funcao das concentracdes mais elevadas de bactérias (29).

Pacientes acometidos por CU apresentam uma inflamacédo
superficial da mucosa do intestino grosso, enquanto nos portadores de
DC a inflamagcdo ndo € apenas superficial, mas sim transmural.
Dependendo da regido do colon afetada os pacientes podem ser
diagnosticados como sendo portadores de proctite (reto), colite de lado
esquerdo (colon sigmoide, com ou sem envolvimento do cdélon
descendente) e pancolite (célon transverso). Alguns pacientes também
desenvolvem inflamacéo ileal, podendo interferir na diferenciagdo entre

CU e DC (30-31).



As DllIs séo frequientemente associadas a pacientes portadores de
neoplasias intestinais. O céancer colorretal € uma causa importante de
mortalidade em sociedades ocidentais. No Brasil, o cancer de colon ocupa
o terceiro lugar entre as causas de morte por cancer (32). Experimentos e
estudos epidemiolégicos indicam que a dieta e a nutricdo sédo fatores
chave na modulacdo do surgimento e progressao do cancer de colon.
Portanto, o risco de desenvolvimento dessas neoplasias pode ser
reduzido com a identificacdo de componentes alimentares com atividade
antitumoral e investigacdo dos seus mecanismos de acdo (33). A
ocorréncia de displasia ou carcinoma € uma complicacdo de estados
severos de Dlls, em que a inflamacao é elevada e constante, e que ao

longo do tempo resultara em alteragdo da estrutura epitelial (31).

Probidticos

Probidticos sdo microrganismos vivos que quando ingeridos em
guantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (7,
9)

A maioria dos alimentos contendo cepas probidticas é obtido
através da fermentacéo latica de matéria-prima de origem animal (leite de
vaca), porém também ha a possibilidade de se utilizar alimentos nao
lacteos como veiculo de tais microrganismos (34-37)

As cepas utilizadas para a producdo industrial de alimentos

probiéticos devem suportar as condi¢des a que sao submetidas durante o



processo de obtencdo e periodo de estocagem do produto, serem
capazes de resistir as secrecdes gastricas, biliares e pancreaticas para
chegarem na forma ativa no intestino, além de serem seguras para o
consumo humano (38-41).

O mecanismo de acdo dos probiodticos ainda é desconhecido em
sua totalidade, pois existe uma grande variedade de cepas probidticas
gue sofrem a influencia de alguns fatores, como: presenca de outras
bactérias no ambiente e estado de saude do paciente (42-43).

As cepas probidticas usadas habitualmente para consumo humano
sdo bactérias produtoras de acido latico (LAB), membros usuais da
microbiota, ndo patogénicas, Gram-positivas, catalase-negativa, néo
formadoras de esporos e anaeroObias facultativas. As LAB, através da
producdo de acido latico, acido acético e acido propibnico, levam a uma
diminuicAo no pH intestinal, inibindo a multiplicacdo de diferentes
patdgenos e auxiliando no restabelecimento do equilibrio da microbiota
(41-47).

Entre os indmeros modos de acdo dos probidticos, pode-se citar
ainda a aderéncia a superficie da mucosa intestinal, dificultando a
colonizagdo de bactérias patogénicas (48) e a modulacdo do sistema
imunoldgico, com inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatorias
(incluindo TNF-a e IL-1B) e estimulacdo da producdo de citocinas anti-
inflamatorias (incluindo IL-10) (42).

Existem diversas evidéncias da aplicacdo benéfica de probidticos
no trato gastrintestinal, sistema urogenital e doencas respiratorias, além

de estudos que comprovaram a eficacia de algumas cepas na reducao de



niveis de colesterol sérico e obesidade (49-54). Microrganismos dos
géneros Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., e Saccharomyces spp.
tém demonstrado efeitos benéficos a saude, como por exemplo, a
prevencao e/ou tratamento de diarreia, reducdo de alergias e de Dlls (55-
56). Todos os efeitos na saude, anteriormente citados, estéo relacionados

a modulacéo da microbiota intestinal (57-58).

Probiéticos e doencas inflamatdrias intestinais

O progresso no entendimento dos mecanismos de agdo tem
possibilitado a investigacdo da eficacia dos probidticos, prebioticos e
simbidticos no tratamento ou reducdo dos sintomas das Dlls, além de
outras doencas como diarréia infecciosa, diarréia do viajante, sindrome do
célon irritavel e sindrome metabdlica (43,47,59,60). A intolerancia a
terapéutica farmacolégica € uma das razdes que justificam o investimento
em pesquisas que avaliam os efeitos dos probidticos nas Dlls (59).

Schiffrin et al. (61) observaram que a ingestédo regular de produtos
fermentados de leite, contendo Lactobacillus acidophilus ou
Bifidobacterium bifidum, resultou em colonizagdo do intestino por esses
géneros de microrganismos e aumento da atividade fagocitica de
leucdcitos circulantes durante semanas, indicando que bactérias entéricas
provocam respostas imunoldgicas em nivel sistémico e local.

Varios estudos avaliaram os efeitos da administracdo oral da

mistura VSL#3, que é uma cultura mista composta por oito cepas



probiéticas  (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis e Streptococcus
thermophilus (62). Em 2004, Tursi et al. (63) observaram que a mistura
VSL#3 associada a baixas doses de balsalazida (farmaco utilizado no
tratamento da CU aguda) melhorou os indices de remissédo da doenca em
pacientes portadores de CU, quando comparados aos pacientes que
recebiam somente tratamento medicamentoso (mesalazina ou
balsalazida). Resultados semelhantes foram encontrados por Sood et al.
(64) que avaliaram o efeito da administracdo de VSL#3 duas vezes por
dia, durante 12 semanas, em 147 pacientes portadores de colite e que
recebiam concomitantemente terapia medicamentosa. O grupo probiético
apresentou reducdo no IAD superior ao grupo placebo, apos seis e 12
semanas de estudos (p<0,001). No final do protocolo a porcentagem de
pacientes que entraram na fase de remissdo da doenca foi superior no
grupo probidtico (42,9%) em comparacdo com o grupo placebo (15,7%)
(p<0,001). O grupo de terapia combinada também mostrou melhora nos
sintomas, demonstrando que VSL#3 pode potencializar as propriedades
anti-inflamatérias da mesalamina. Outro estudo, conduzido por Miele et al.
(65) avaliou 29 criancas com diagnostico de CU (leve a moderada), que
se encontravam sob terapéutica previamente instituida (prednisolona e
mesalazina) e que no decorrer do estudo associaram a administracéo de
VSL#3. Os resultados evidenciaram que a taxa de remisséo e a de

recidiva e os resultados das analises endoscépicas e histoldgicas foram
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melhores nos pacientes tratados com VSL#3, quando comparados ao
placebo (p<0,05).

A administragdo da cepa L. casei Shirota (LcS) reduziu o
desenvolvimento da CU em camundongos Balb/c, induzida por DSS.
Andlises de parametros imunoldgicos também mostraram que houve
diminuicdo em citocinas proé-inflamatérias nos animais alimentados com
LcS, em comparacdo com os alimentados com dieta padrdo (66).

Outro estudo, realizado por Hegazy e El-Bedewy (67), demonstrou
que o uso de probidticos combinados com terapia medicamentosa
(sulfassalazina) € benéfico a saude, pois diminui significativamente a
concentracdo de IL-6 na mucosa do colon, a expressdo de TNF-alfa e de
NF-kapa B p65, o recrutamento de leucécitos e o nivel de calprotectina
fecal em pacientes com CU, em comparagdo com o grupo tratado apenas
com o farmaco.

Estudos realizados na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Unesp de Araraquara indicaram que 0 microrganismo Enterococcus
faecium CRL 183, na forma pura ou associada a um produto a base de
soja, tem a capacidade de sobreviver e colonizar o intestino de ratos (68),
um pré-requisito para ser considerado probiotico, pois algumas bactérias
podem n&o resistir a certas substancias do trato gastrintestinal (69-70).

Sivieri et al. (71) constataram que a cepa Enterococcus faecium
CRL 183 reduz o numero de tumores e a formacéo de criptas aberrantes.
Os resultados do trabalho sugerem que a administracdo de E. faecium

CRL 183 durante o estagio inicial de carcinogénese inibiu
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significativamente o cancer de colon, embora a indu¢do quimica tenha
sido agressiva e por um periodo longo de tempo.

Rossi et al. (72) elaboraram um produto fermentado a base de soja,
em 1999, utilizando as cepas Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus helveticus 416 como culturas iniciadoras. O produto
proveniente da utilizacdo das cepas citadas apresentou propriedades
funcionais, tais como diminui¢cdo no desenvolvimento de cancer de mama,
além da modulacao do perfil lipidico, da microbiota intestinal e do sistema
imune, que foram comprovados em modelos in vivo e in vitro (54,73-77).

Em um estudo recente, foi avaliado o efeito da ingestdo do mesmo
produto fermentado, suplementado com Bifidobacterium longum ATCC
15707, no desenvolvimento de colite induzida por DSS, em ratos wistar
specific pathogen free (SPF). Os animais receberam diariamente por
gavagem 2,0 mL dos produtos em estudo (10®UFC), sendo que a
administracdo foi iniciada sete dias antes da inducdo da colite e se
estendeu por 16 dias apos o periodo de inducéo (sete dias), totalizando
30 dias de tratamento (10,13). Os resultados mostraram que a bebida
fermentada de soja alterou positivamente a microbiota dos ratos, pois
aumentou a populacdo de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp, que
sdo géneros de microrganismos importantes na manutencdo da
integridade das células epiteliais no colon. Além disso, o grupo de animais
que consumiu a bebida probidtica também apresentou reducdo nos
sintomas da colite em relagcéo ao grupo controle, exibindo um menor IAD.
Os intestinos dos animais que receberam a bebida fermentada

apresentaram um infiltrado de células referentes a inflamacgéo do tecido,
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contudo, nao foram evidenciadas alteracbes nas criptas e no epitélio, e
regides de ulceracdo, sugerindo que o probidtico pode ter amenizado a
gravidade da inflamacdo (10,13). No referido estudo optou-se pela
inducao da forma crénica da colite, ndo sendo possivel avaliar o efeito do

produto na fase aguda da doenca.
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PROPOSICAO

Objetivo geral:

Estudar o efeito da ingestdo diaria de um produto a base de extrato
aguoso de soja, fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus helvetivus 416 e com adicao de Bifidobacterium longum
ATCC 15707, na fase aguda da colite quimicamente induzida em

camundongos.

Objetivos especificos:

- Determinar o grau da colite desenvolvida no intestino dos diferentes
grupos de animais durante a fase de inducéo;

- Realizar andlise histolégica do célon dos animais;

- Avaliar a composicdo da microbiota fecal através da determinacdo da
populacdo de Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,

Clostridium spp., Bacteroides spp. e enterobactérias.



14

MATERIAL E METODOS
Material

Foram utilizadas amostras de extrato hidrossolivel de soja
fermentado com inoculo misto de Enterococcus faecium CRL 183
(CERELA - Centro de Referéncia para Lactobacilos, Argentina) e
Lactobacillus helveticus 416 (ITAL — Instituto de Tecnologia de Alimentos,
Brasil), com adicdo de Bifidobacterium longum ATCC 15707 (American
Type Culture Collection, EUA; importado por Banco de Células do Rio de

Janeiro).
Métodos

Obtencao dos Produtos

Produto Fermentado

O produto fermentado foi processado nas dependéncias da
Unidade de Produgdo e Desenvolvimento de Derivados de Soja
(UniverSoja), do Departamento de Alimentos e Nutricdo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas - UNESP, Araraquara, de acordo com a
metodologia descrita por Rossi et al. (72,78). O inoculo bacteriano
convencional foi substituido por 1,5% (v/v) de cultivo de Enterococcus
faecium CRL 183 e 1,5% (v/v) de cultivo de Lactobacillus helveticus 416
(adjuvante tecnolégico). A fermentacao foi realizada a 37°C até o produto
atingir pH 4,5. A cepa de Bifidobacterium longum ATCC 15707 (10°

unidades formadoras de colbnias por mililitro - UFC/mI) foi adicionada
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apos o término do processo fermentativo. As células foram propagadas
em meio leite (10% leite em po, 1% de glicose, 0,5% extrato de levedura),
sendo a incubacao feita a 37°C (overnight), antes de serem adicionadas
ao produto.

Os in6culos foram submetidos a contagem de células viaveis de
Enterococcus spp (M17 - Difco, Franga), Lactobacillus spp. (MRS - Difco,
Franca) e Bifidobacterium spp. (BIM-25 - Reinforced Clostridium Agar -
Difco, Franca - com adicdo de &cido nalidixico, sulfato de polimixina B,
sulfato de canamicina, acido iodo acético e cloreto de trifeniltetrazolio-
TTC), para garantir um nimero minimo de células viaveis de 10® UFC/ml

no produto final.

Produto ndo fermentado (placebo)

O produto considerado placebo apresentou constituicdo idéntica ao
produto fermentado, apenas sem conter os cultivos bacterianos (E.
faecium CRL 183, L. helveticus 416 e B. longum ATCC 15707), portanto
sem passar pelo processo fermentativo. O produto foi acidificado pela
adicao direta de acido latico (grau alimenticio — Purac Sinteses, Brasil) em
quantidade suficiente para alcancar o pH de 4,5, semelhante ao do
produto fermentado.

Os produtos foram produzidos semanalmente e armazenados a 5°C

até a utilizacéo.
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Controle da viabilidade celular do produto fermentado

A analise da viabilidade dos microrganismos utilizados foi realizada
no produto final (lote I: preparado no TO; lote Il — preparado no T7),
imediatamente ap0s 0 preparo e com sete dias de armazenamento a
temperatura de refrigeracéao.

Amostras de 25¢g de produto fermentado foram homogeneizadas
com 225 mL de agua peptonada estéril e, entdo, as demais diluicdes
seriais foram preparadas. Para a contagem de Lactobacillus spp.,
Enterococcus spp. e Bifidobacterium spp. foram utilizados os meios agar
Lactobacili Man Rogosa Sharpe (MRS - Difco, Franca), agar KF
Streptococcus (Difco, Franca), e BIM-25 (Reinforced Clostridium Agar -
Difco, Franca - com adicdo de &cido nalidixico, sulfato de polimixina B,
sulfato de canamicina, acido iodo acético e cloreto de trifeniltetrazolio -
TTC), respectivamente. As placas de MRS e KF foram incubadas em
aerobiose, por 24 - 48 horas a 37 °C. As placas de BIM-25 foram

incubadas em anaerobiose, por 72 horas a 37 °C (79).

Estudo em Modelo Animal

Foram utilizados 40 camundongos fémeas C57bl/6, SPF,
procedentes do Biotério Central da Unicamp (CEMIB) e pesando em
média 20g. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno dentro
de uma estante com controle de temperatura e umidade relativa do ar (23
+ 2°C; 60-70% umidade — Alesco E-520, Brasil) e ciclos de 12 horas com

e sem luz. Todos os animais do protocolo receberam agua e racao basica
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para camundongos (Presence, Brasil) ad libitum (esterilizadas em
autoclave - 121°C/ 15 min.). A ingesta hidrica e de racdo e foi monitorada
diariamente.

O protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraguara (CEUA
— FCFAr) — protocolo nimero 04/2015.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
(n=10):

Grupo C: Animais sadios que ndo receberam os produtos em estudo.
Grupo CL: Animais com colite quimicamente induzida e que n&o
receberam os produtos em estudo.

Grupo CLF: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam
o produto fermentado probidtico.

Grupo CLP: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam

o produto ndo fermentado (placebo).

Administracdo dos produtos

Os produtos (fermentado probidtico e placebo) foram administrados
diariamente, por gavagem, no periodo da manhad, em quantidade
suficiente para garantir a ingestdo de 108UFC (maximo de 0,5 ml por
animal). A administragcdo dos produtos foi iniciada sete dias antes da
inducao da colite (T0). Os animais dos grupos Controle (C) e Colite (CL)
receberam diariamente (gavagem) a mesma quantidade de agua

esterilizada. Os produtos em estudo foram administrados durante todo
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periodo experimental, ou seja, antes e durante a inducéo da patologia (TO

aT1l4 - Figura 1).

Inducdo e medida da colite

A inducdo da colite foi realizada através da administragcdo DSS
(PM= 36.000 — 50.000; MP Biomedical, Estados Unidos), segundo
metodologia de Cooper et al. (80). O DSS (3%) foi dissolvido na agua
fornecida diariamente aos animais.

O protocolo experimental teve duracdo de 14 dias (TO a T14),
sendo que antes do inicio do experimento os animais permaneceram 10
dias no biotério, recebendo somente agua e racdo ad libitum, para
adaptacdo. O DSS foi administrado durante um periodo de sete dias (7°
ao 14° dia do protocolo). No 14° dia do protocolo experimental os animais
foram eutanasiados para avaliacdo dos efeitos dos produtos
administrados na fase aguda da doenca (imediatamente apds o término
da inducéo) (Figura 1).

Figura 1. Esquema do protocolo da colite aguda.

Administracdo dos produtos Induc&o e administracéo dos produtos

0 7

eutanasia

O grau da colite foi medido diariamente, sendo considerados o0s

seguintes parametros: perda de peso corporeo, consisténcia das fezes e
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presenca de sangramento retal oculto ou aparente (81) (Tabela 1). A
determinacdo da presenca de sangue oculto nas fezes foi realizada
utilizando-se o kit Hemoplus (Newprov, Pinhais, Brasil). Amostras de
fezes, correspondentes a um periodo de 48h, foram coletadas no inicio e
a cada sete dias do protocolo, para verificacdo da presenca de sangue

oculto ou aparente e analise da microbiota fecal.

Tabela 1 - indice de atividade da doenca

Pontuacéo do indice de atividade da doenca (IAD)

Pontuacéo Perda de peso Consisténcia das Sangue
(%) fezes oculto/aparente
0 Nenhuma Normal Negativo
1 lab
2 5a10 Fezes pastosas Positivo
3 10a20
4 > 20 Diarreia Sangue aparente

Adaptado de MURTHY et al. (81)

Avaliacdo do coélon

No final do experimento os animais foram eutanasiados em camara
de CO,. Foi realizada laparotomia e o célon e o reto foram removidos e
abertos longitudinalmente para posterior andalise macroscépica e

histoldgica.

Avaliacdo Macroscopica
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As amostras do intestino grosso dos diferentes grupos
experimentais foram fotografadas para posterior analise macroscépica
segundo metodologia proposta por Bell et al. (82) e Camuesco et al. (83),
gue leva em consideracado a extensao e a severidade do dano no tecido.
Essa metodologia prevé a atribuicAo de pontuacdo de zero a 10, de

acordo com o dano macroscopico visivel (Tabela 2).

Tabela 2 - Critério para avaliacdo macroscépica de dano no colon (continua)

Pontuacéo Critério
0 Sem dano
1 Hiperemia, sem Ulceras
2 Ulcera linear sem inflamac&o significativa
3 Ulcera linear com inflamac&o em um local
4 2 2 locais de inflamacgao/ulceragao
5 2 2 locais de inflamacgao e ulceragdo ou um

local de inflamagé&o/ulceragdo com mais
de 0,1cm ao longo do célon
6al0 Se o dano for maior que 2cm ao longo do
cdlon, considerar 1 ponto a mais para cada
cm em questéao.

Adaptado de Bell et al. (82); Camuesco et al. (83)

Avaliacao Histologica

As amostras do célon e reto foram fixadas por imersdao em
folmaldeido 10%. ApoOs a fixacdo, as amostras foram rotineiramente
processadas e embebidas em parafina. Cortes de aproximadamente 5um
foram montados em laminas de vidro, corados com hematoxilina/eosina e
analisados em microscopio optico. Os diferentes segmentos do coélon e do
reto foram avaliados e classificados segundo metodologia proposta por

Nanda-Kumar et al. (84). As andlises histologicas foram realizadas no
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Departamento de Fisiologia e Patologia da Faculdade de Odontologia —

UNESP, Araraquara.
Avaliacao microbioldgica

A composicdo da microbiota fecal foi analisada no inicio do
experimento (TO - antes da administracdo dos produtos); uma semana
apos a ingestdo dos produtos (T7) e apOs a inducdo da colite e
administragcdo dos produtos (T14 — final do protocolo). As fezes foram
coletadas das caixas de contencdo dos animais, correspondendo a um
periodo de 24 horas, armazenadas em sacos de polipropileno estéreis e
congeladas a -80°C (Indrel, Brasil - Modelo IULT 335D) para analise
posterior.

A andlise da composicdo da microbiota fecal por microbiologia
convencional foi baseada na determinacdo da populacdo de bactérias
pertencentes aos géneros: Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Bacteroides spp., Clostridium spp. e Enterococcus spp. e do grupo
enterobactérias. As amostras de fezes foram diluidas e inoculadas em
meios de cultura seletivos: Lactobacillus spp. - agar Man Rogosa Sharpe
(Acumedia — Neogen, Estados Unidos), 37°C/48h, anaerobiose (85);
Bifidobacterium spp. - BIM-25 (Acumedia — Neogen, EUA); 37°C/72h,
anaerobiose (86); enterobactérias - agar MacConkey (Acumedia —
Neogen, Estados Unidos); 37°C/48h (87); Bacteroides spp. - agar
Bacteroides Bile Esculina (Acumedia — Neogen, Estados Unidos);
37°C/72h, anaerobiose (88); Clostridium spp. - Reinforced Clostridium

Agar (Acumedia — Neogen, Estados Unidos), 37°C/48h, anaerobiose (89);
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Enterococcus spp. - &gar KF Streptococcus (Acumedia — Neogen,

Estados Unidos); 37°C/48h (90).

Andlise Estatistica dos Resultados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste de médias de Tukey (dados paramétricos). Todas as
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa para
analise estatistica Biostat, sendo adotado o nivel de 5% de significancia

(p<0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Controle da viabilidade celular do produto fermentado

O produto fermentado foi submetido a contagem de células viaveis
de Enterococcus spp., Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., para
garantir um nimero minimo de células viaveis de 10® UFC/g no produto
final, ao longo do protocolo.

Os resultados da viabilidade dos microrganismos (Lactobacillus
spp., Bifidobacterium spp. e Enterococcus spp.) nos produtos fermentados

de soja produzidos semanalmente, sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Controle semanal da viabilidade dos microrganismos presentes no
produto fermentado probidtico.

Populagéo (log10UFC/g) /tempo

Microrganismo Lote | Lote ll

TO T7 T7 T14
Enterococcus spp.  10,45:0,04° 12,33+0,01° 11,86+0,04° 12,39:+0,02°
Lactobacillus spp. ~ 10,00+0,06° 12,33+0,05* 11,74+0,02° 11,64+0,17"
Bifidobacterium spp. 10,46+0,00° 12,21+0,05* 11,68+0,05° 11,29+0,04°

Resultado corresponde a média + desvio padrdo da viabilidade de microrganismos
imediatamente apds o preparo do produto (lote | — preparado no TO; lote Il — preparado
no T7) e apés sete dias de armazenamento sob refrigeracdo. Médias com letras iguais
da mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,01).

Apesar das médias de viabilidade terem diferido significativamente
entre si, observou-se que ao longo de todo o experimento (14 dias) o
produto apresentou contagens superiores a 10'°UFC/g (10 log:oUFC/g)
dos trés microrganismos analisados, niumero considerado adequado para
gue 0os mesmos exercam seus efeitos probidticos (91-92). Salienta-se que

apesar do produto fermentado ser composto por um inoculo misto de
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Lactobacillus helveticus 416 e Enterococcus faecium CRL 183, somente
houve comprovacéo, em estudos feitos por nosso grupo de pesquisa in
vivo e in vitro, das propriedades funcionais da cepa Enterococcus
faecium. O uso da cepa Lactobacillus helveticus 416 é justificado por

razdes tecnoldgicas.

Estudo em modelo animal

A colite aguda é normalmente induzida pela administracdo de DSS
(2 a 5%), durante um curto periodo de tempo (quatro a nove dias). Os
sintomas da fase aguda da patologia induzida por DSS incluem: perda de
peso, diarréia, presenca de sangue nas fezes, piloerecdo, anemia e, em
alguns casos, morte do animal (93). Dessa forma, a avaliagdo das
manifestacbes clinicas da patologia € de extrema importancia para o

entendimento dos efeitos dos diferentes tratamentos.

Consumo hidrico e de racao

O consumo de agua e de racdo durante os 14 dias do protocolo
experimental é apresentado nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Os
resultados sé@o apresentados como média + desvio padréo por grupo, no
inicio do protocolo (T0), sete dias apds a ingestdo dos produtos (T7) e
sete dias apos a inducdo + ingestdo dos produtos (T14). Nesse periodo,
apesar das variacbes em termos numeéricos absolutos, ndo houve
alteracdo significativa (p<0,05) na ingestdo hidrica e de racdo dos

diferentes grupos experimentais.



Tabela 4 - Consumo médio de agua (ml/semana).

Consumo médio de agua (ml)

Grupos

TO T7 T14
C 23,50+5,80% 22,75+2,22% 19,25+1,50%
CL 18,50+4,76% 24,50+5,26* 21,75+2,36%
CLF 16,25+5,56% 23,25+4,72* 20,00+5,23%
CLP 16,50+4,93% 24,00+4,73* 21,25+5,77°
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Médias com letras iguais da mesma linha e coluna néo diferem estatisticamente
entre si (p<0,05).

Grupo C: Animais sadios que nédo receberam os produtos em estudo. Grupo
CL: Animais com colite quimicamente induzida e que nao receberam os produtos
em estudo. Grupo CLF: Animais com colite quimicamente induzida e que
receberam o produto fermentado. Grupo CLP: Animais com colite quimicamente
induzida e que receberam o produto ndo fermentado (placebo).

TO= antes da administracdo dos produtos (periodo de adaptac¢do), T7= uma
semana apos a ingestdo dos produtos, T14= periodo de inducdo da colite/fim do
experimento.

Tabela 5 - Consumo médio de ragéo (g/semana).

Consumo médio de racéo (g)

Grupos

TO T7 T14
C 10,43+2,22° 9,95+2,09% 9,50+1,51%
CL 10,67+1,48% 10,63+2,10° 10,32+1,27°
CLF 10,99+1,95° 9,53+2,28° 9,45+2,03%
CLP 10,96+2,90° 9,46+1,32° 9,43+1,89%

Médias com letras iguais da mesma linha e coluna néo diferem estatisticamente
entre si (p<0,05).
Grupo C: Animais sadios que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo CL:
Animais com colite quimicamente induzida e que ndo receberam os produtos em estudo.
Grupo CLF: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto
fermentado. Grupo CLP: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o
produto ndo fermentado (placebo).
TO= antes da administracdo dos produtos (periodo de adaptacdo), T7= uma semana
apos a ingestéo dos produtos, T14= periodo de inducdo da colite/fim do experimento.

Inducédo e medida da colite
O desenvolvimento da colite nos animais dos diferentes grupos de
estudo foi acompanhado durante o periodo de inducéo (T7 ao T14 — sete

dias), pela determinacédo do indice de atividade da doenca (IAD).
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O IAD (81) considera como fatores indicativos da doenca:
alteracBes no peso corporal, presenca de sangue oculto ou aparente nas
fezes e consisténcia das mesmas durante o periodo de indugcdo. O
aumento do IAD (Tabela 6) nos grupos de animais com colite
guimicamente induzida por DSS (CL, CLP e CLF) indica a presenca da
patologia durante o periodo de inducédo. Os resultados encontrados se
assemelham aos de outros autores que utilizaram o mesmo método de
inducdo (94-97). Nesses estudos 0s sintomas comecaram a aparecer
entre 0 segundo e o terceiro dias de inducédo, atingindo intensidade
maxima no sexto e sétimo dias.

Os resultados evidenciam que ndo houve alteracéo nas fezes e no
peso dos animais do grupo controle. Os grupos induzidos e que néo
receberam o produto probidtico (CL e CLP) apresentaram alteracdo na
consisténcia das fezes (pastosa ou diarreia) e/ou presenca de sangue
aparente nas fezes a partir do terceiro dia da inducédo. A menor variacao
nos parametros analisados durante o periodo de inducédo (fezes com
consisténcia normal até o sexto dia e presenca de sangue aparente
apenas no quarto dia) ocorreu no grupo de animais que consumiu O
produto fermentado (CLF), indicando um possivel efeito protetor da
bebida probidtica estudada.

Chen et al. (98) analisaram o efeito de quatro cepas probioticas
separadamente - L acidophilus, C. butyricum, B. adolescentes e E.
faecalis - em camundongos com colite quimicamente induzida (DSS) e

observaram que o IAD foi maior em todos os grupos que néo receberam
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0S microrganismos probioticos, quando comparados aos quatro grupos
que receberam as cepas.

Um estudo realizado em ratos portadores de colite quimicamente
induzida (DSS) constatou que a administracéo diaria de 15mg de VSL#3
melhora significativamente o IAD a partir do quarto dia de inducéo,
guando comparado ao grupo placebo (99).

Celiberto (100) observou resultados semelhantes aos obtidos no
presente estudo quando avaliou o efeito da mesma bebida probidtica
(Enterococcus faecium CRL 183 e Bifidobacterium longum ATCC 15707)
no desenvolvimento da fase crénica da colite quimicamente induzida em
ratos. O grupo de animais que consumiu o produto probidtico apresentou
menor |IAD quando comparado aos grupos placebo e sem tratamento,
exibindo menor perda de peso, consisténcia normal das fezes até o
guarto dia de inducédo e presenca de sangue oculto ou aparente nas fezes
somente nos dois ultimos dias da inducéo (dias 13 e 14).

Estudo conduzido por Pan et al. (101) investigou o efeito da
administracdo de Lactobacillus paracasei (LC-01) em 50 camundongos
Balb/c com colite quimicamente induzida por DSS 2,5%. O IAD dos
grupos tratados com doses médias (1.10% UFC/ml) e altas (1.10*° UFC/ml)
de LC-01 foram significativamente menores em relagdo aos grupos
tratados com baixa dose do probidtico (1.10° UFC/ml) ou sem tratamento
(p<0,05).

Tamaki et al. (102) investigaram o0s possiveis efeitos da ingestéao
de probidticos em pacientes com CU provenientes de nove hospitais no

Japao. Foi observado que os pacientes que receberam a formulagao
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probiética  (Bifidobacterium longum 536) apresentaram reducdo
significativa no IAD a partir da oitava semana de tratamento (3,8+0,4 para
2,6£0,4; p<0,01) quando comparados aos pacientes que receberam
placebo (4,5+0,5 para 3,2+0,6; p=0,88). Os resultados das avaliacdes
endoscopicas e as taxas de remissdao também foram melhores no grupo

que recebeu o probiotico
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Tabela 6 - indice de atividade da doenca (IAD) por grupo durante o periodo de inducéo (T7 a T14).

C CL CLF CLP
Periodo 5 4 Perd Perd Perd
de erda  cons erda  cons. erda  cons. erda  cons.
ingygéo pggo das 95 1ap pggo das  ~O'5A jap pggo das  ~O'S jap pggo das  S95A 1ap
ias
(dias) (%) fezes (%) fezes (%) fezes (%) fezes
0 0 N - 0 0 N - 0 0 N - 0 0 N - 0
1 0 N - 0 0 N SO 2 2,24 N SO 3 0 N SO 2
2 0 N - 0 0 N SO 2 1,40 N SO 3 0 N SO 2
3 0 N - 0 0 P SA 6 0 N SO 2 0 N SA 4
4 0 N - 0 0 P SA 6 0 N SA 4 0 P SA 6
5 0 N - 0 3,19 P SA 7 0 N SA 4 13,09 P SA 9
6 0 N - 0 3,69 D SA 9 1,42 N SA 5 8,68 P SA 8
7 0 N - 0 5,25 D SA 10 8,96 P SA 8 5,56 P SA 8
Total 0 42 29 39
Média 0 5,25 3,63 4,88

*Percentual de perda de peso medido em relacdo ao dia anterior.
Consisténcia das fezes: N=normal, P=pastosa, D=diarreia. SA: sangue aparente, SO: sangue oculto.
Grupo C: Animais sadios que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo CL: Animais com colite quimicamente induzida e que ndo receberam o0s
produtos em estudo. Grupo CLF: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto fermentado. Grupo CLP: Animais com colite
quimicamente induzida e que receberam o produto ndo fermentado (placebo).
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Avaliacdo Macroscopica

Apesar de terem sido observadas algumas areas edemaciadas em regides
correspondentes ao coélon e reto dos animais do grupo CL, os resultados obtidos
na analise macroscopica ndo foram conclusivos, impedindo a realizacdo da

avaliacdo macroscopica proposta por Bell et al. (82).

Figura 2 — Imagens representativas da analise macroscopica do colon e reto dos

diferentes grupos experimentais.

Grupo C: Animais sadios que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo CL: Animais com
colite quimicamente induzida e que nao receberam os produtos em estudo. Grupo CLF: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam o produto fermentado. Grupo CLP: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam o produto ndo fermentado (placebo).

Melgar et al. (103) analisaram macroscopicamente o coélon de

camundongos C57BL/6 e BALB/c com colite aguda e crénica quimicamente
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induzidas por DSS 3% e observaram que a medida que a inflamacéo progrediu o
coélon enrijeceu e sua porcdo média se aderiu ao mesentério. Na fase crbénica da
patologia foi observada formacédo epitelial irregular, distorcdo das criptas e
deplecdo de células caliciformes, sugerindo alteracbes mais evidentes em
estagios crénicos da patologia.

O encurtamento do colon mede morfometricamente o grau da inflamacéao,
correlacionando-se com alteracdes patologicas e histologicas e sendo, por isso,
considerado um marcador da colite (104). Apesar da importancia desse parametro
na caracterizacdo da patologia, a relacdo peso/comprimento médio do célon dos
animais dos diferentes grupos experimentais nao apresentou diferenca

significativa entre si (p<0,05) (Tabela 7).

Tabela 7 — Andlise da relacéo peso/comprimento (mg/cm) do célon

Grupo Célon (mg/cm)
C 36,12+3,192
CL 39,26+6,13?
CLF 35,943,712
CLP 43,8918,542

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. Médias com letras iguais na
mesma coluna ndo diferem entre si (p<0,05). Grupo C: Animais sadios que ndo receberam 0s
produtos em estudo. Grupo CL: Animais com colite quimicamente induzida e que nao receberam
0s produtos em estudo. Grupo CLF: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam
o produto fermentado. Grupo CLP: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o
produto ndo fermentado (placebo).

Celiberto (100) avaliou os efeitos da mesma bebida probiotica na fase
cronica da colite quimicamente induzida (DSS) em ratos Wistar. O grupo de
animais que consumiu a bebida probiotica apresentou menor grau de inflamacgdes
e/lou ulceragbes em relacdo aos demais grupos induzidos, diferindo

significativamente do grupo com colite e sem tratamento (CL) (p<0,01) e do grupo



32

com colite e que recebeu como tratamento o farmaco sufassalazina (CLS)
(p<0,01). A divergéncia nos resultados obtidos pode ser explicada pelo fato do
estudo da fase cronica ter sido realizado com um modelo animal diferente (rato
macho Wistar) do presente estudo (camundongo fémea C57bl/6). Melgar et al.
(103) avaliaram o efeito da administracdo de DSS durante quatro semanas, e
acompanharam o periodo subsequente de supressdo da inducdo, em dois
modelos animais: camundongos BALB/c e C57BL/6. Os resultados evidenciaram
que as duas linhagens de camundongos desenvolvem colite aguda, sendo que
apos a interrupcdo da administracdo de DSS a colite evolui para a fase crénica
em camundongos C57BL/6 e para a remissdo em camundongos BALB/c. Além
dos fatores genéticos (linhagem, idade), a fase da doenca, a composicdo da
microbiota e a exposicdo a situacdes estressantes podem interferir na evolugéo

da patologia (93)

Avaliacédo Histolégica

Os resultados da andlise histologica (Figura 3) indicam que o célon dos
animais do grupo controle (sem inducéao por DSS) se apresentou sem alteracdes
estruturais e sem focos de inflamacao. Esse resultado era esperado, pois 0 grupo
controle ndo foi exposto ao indutor (DSS). O grupo CL, por sua vez, exibiu
grandes alteracdes estruturais caracterizada por destruicdo das criptas, formacéao
de abscessos, presenca de células inflamatorias e uma regido de edema entre a
lamina propria e a camada muscular. O intestino dos animais que consumiram o
produto placebo (CLP) mostrou grande quantidade de infiltrado de células, tanto

no epitélio quanto na camada muscular, caracterizando assim a inflamacéo. Os
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resultados evidenciaram ainda uma aparente destruicdo das criptas, sugerindo
que o produto de soja sem adicdo das cepas probidticas ndo exerce acao
benéfica na fase aguda da colite quimicamente induzida. Nas amostras de tecidos
dos animais que receberam o produto fermentado (CLF) foi constatado um
infiltrado de células, caracteristicas de processos inflamatérios. Entretanto, nao
foram verificadas regides edemaciadas e as criptas se mantiveram integras,
indicando que o produto probidtico em estudo exerceu um efeito positivo na fase
aguda da colite, nas condicbes desse estudo.

Estudo que avaliou a fase crbénica da colite constatou um efeito protetor do
mesmo produto fermentado probiético a base de soja (CLF), e em menor grau, do
produto sem a adi¢do de probidticos (CLP) nas alteracdes histologicas tipicas da
patologia (100). Os resultados do produto placebo foram explicados,
parcialmente, pela presenca de compostos bioativos na soja (isoflavonas), que
apresentam acao anti-inflamataria cientificamente comprovada (105).

Ha’kansson et al. (106) avaliaram o efeito da ingestao diaria de cascas de
mirtilo associada ou ndo a cepas probiéticas (Bifidobacterium infantis DSM 15159,
Lactobacillus gasseri, DSM 16737 e Lactobacillus plantarum DSM 15313) na
carcinogénese coloretal e dano no figado de 48 camundongos fémeas,
submetidos a tratamento ciclico com DSS 4%. Os autores observaram uma
reducd@o no IAD, no numero de ulceragfes e de alteragbes displasicas nos grupos
que receberam cascas de mirtilo, com ou sem adi¢cdo de probidticos. A ingestédo
de probidticos reduziu os danos hepaticos, nas condi¢des do estudo.

Persborn et al. (107) avaliaram o efeito da suplementacéo de uma mistura
de nove cepas probidticas [Bifidobacterium bifidum (W23), B. lactis (W51), B.

lactis (W52), Lactobacillus acidophilus (W22), L. casei (W56), L. paracasei (W20),
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L. plantarum (W62), L. salivarius (W24) e Lactococcus lactis (W19)] em individuos
com pouchite (inflamacdo na bolsa ileal, comum em pacientes portadores de CU e
que foram submetidos a intervencéo cirdrgica para remocéo do colon e reto). Os
resultados demonstraram que a suplementacdo com probioticos foi capaz de
restaurar a fungéo de barreira da mucosa intestinal em relagéo a cepa Escherichia
coli K12, auxiliando na manutencao da integridade do intestino.

Testes realizados in vitro mostraram que determinadas espécies de
Lactobacillus spp. possuem capacidade de modular a expressdo de genes
envolvidos na codificacdo da proteina de juncdo de aderéncia E-Caderina,
afetando positivamente a integridade da barreira epitelial e reforcando a funcdo de
barreira da mucosa intestinal (108).

Estudo conduzido por Hegazy et al. (67) avaliou 30 pacientes portadores
de CU (leve a moderada) que foram divididos em dois grupos de tratamento: G1 -
sulfassalazina (2400 mg/d) e G2 - sulfassalazina (2400 mg/d) mais as cepas
probidticas Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus fermentum (1.10*° UFC/ml).
Apoés oito semanas de estudo, constatou-se que o tratamento que associou
sulfassalazina e cepas probidticas reduziu a extensdo da inflamacao, impediu a
lesdo da mucosa e aliviou os sintomas da colite, auxiliando na manutencdo da
remissao e prevenindo a recidiva da doenca.

Chen et al. (109) conduziram um estudo que avaliou a eficiéncia de uma
bebida fermentada com a cepa Lactobacillus paracasei 01 sobre a barreira
intestinal, utilizando testes in vitro. Os resultados mostraram que a bebida é capaz
de proteger o intestino, promovendo a multiplicacdo das células epiteliais
intestinais, aumentando a integridade do epitélio e modulando a producédo de

citocinas inflamatorias na presenca de DSS.
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Um estudo conduzido por Srutkova et al. (110) analisou o efeito de duas
cepas de Bifidobacterium longum ssp. longum CCM 7952 e CCDM 372 no
desenvolvimento de colite aguda em camundongos, induzida por DSS. A
administracao de B. longum CCM 7952 reduziu a producéo de TNF-a nas células
dos nodulos linfaticos mesentéricos (estudo in vitro) e preveniu alteragdes nas
proteinas de jungbes de oclusédo (tight junctions), associadas a fisiopatologia da
colite. A cepa Bifidobacterium longum ssp. longum CCDM 372 n&o exerceu efeito
protetor em relacdo ao desenvovimento da colite, evidenciando o carater cepa-

especifico do género Bifidobacterium spp.



36

Figura 3 - Fotomicrografias representativas do célon dos animais dos diferentes grupos

experimentais, corados com hematoxilina/ eosina

CLF

CLP

Grupo C: Animais sadios que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo CL: Animais com
colite quimicamente induzida e que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo CLF: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam o produto fermentado. Grupo CLP: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam o produto nédo fermentado (placebo). 1:
Epitélio sem alteragbes; 2: regibes com infiltrado de células inflamatérias, alteragéo nas criptas e
edema; 3: regibes com um infiltrado de células inflamatorias, porém sem alteracdo na cripta; 4:
regibes com infiltrado de células inflamatdrias e alteragdo nas criptas. Aumento de 10x e 40x
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Avaliacao microbiolégica

Embora a etiologia exata da DIl permaneca obscura, acredita-se que esta
esteja relacionada a alteracbes na composicdo da microbiota intestinal, a
respostas imunoldgicas anormais e a fatores ambientais ainda indeterminados. E
de extrema importancia que a etiologia da CU seja elucidada e para que haja um
melhor entendimento da patologia é necessario, entre outros, a realizacdo de
estudos que investiguem a composicao da microbiota intestinal (111-112).

Apesar dessa lacuna na patogénese da doenca, pesquisas indicam que
pacientes portadores de DIl apresentam uma intolerancia a determinadas
bactérias comensais da microbiota, levando a um desequilibrio na resposta
imunoldgica que desencadeia a doenca (113-115).

Apesar das muitas evidéncias de que microrganismos intestinais sao
necessarios para que haja o desencadeamento e perpetuacao da inflamacao nas
Dlls, ainda permanece a duvida se € realmente a resposta imune anormal a
disbiose da microbiota intestinal que desempenha o papel mais importante ou
entdo, um microrganismo especifico ou um grupo de agentes microbianos que
seriam 0s responsaveis por tal patogénese (114).

Nos diferentes grupos de animais a composi¢cao da microbiota mostrou-se
significativamente diferente (p<0,05) no inicio do estudo (T0O) para a maioria dos
géneros estudados. Logo, considerou-se mais relevante comparar a composicao
da microbiota entre os tempos no decorrer do experimento, para averiguar
possiveis alteragfes. Os dados obtidos na avaliagdo da composi¢do da microbiota
fecal foram submetidos a analise estatistica (p<0,05). Porém, no presente estudo,

considerou-se que alteracbes menores que meio ciclo logaritmico (0,5
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log10UFC/g) ndo apresentam significado do ponto de vista microbiolégico, pois
podem ser consequéncias de variacfes da propria analise (116).
Os resultados da populacdo de Enterococcus spp. das amostras de fezes

dos diferentes grupos ao longo do protocolo encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8 - Populacéo de Enterococcus spp. (log;gUFC/Q)
Grupos TO T7 T14

C 5,84+0,02° 6,74+0,05 7,29+0,39°

CL  6,32+0,02" 6,41+0,02° 9,08+0,29°

CLF  6,05+0,01° 8,67+0,10° 9,27+0,06%

CLP  6,30+0,02" 6,44+0,05° 8,360,007

Médias com letras iguais da mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey(p<0,05).

Grupo C: Animais sadios que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo CL: Animais
com colite quimicamente induzida e que n&o receberam os produtos em estudo. Grupo
CLF: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto fermentado.
Grupo CLP: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto nao
fermentado (placebo).

TO= antes da administracéo dos produtos (periodo de adaptagdo), T7= uma semana apos
a ingestéo dos produtos, T14= periodo de indugéo da colite/fim do experimento.

Os resultados mostraram que em todos os grupos houve variagdo na
ordem de grandeza das populacdes de Enterococcus spp. durante o periodo
experimental. Contudo, no grupo CLF a populacdo de Enterococcus spp.
apresentou o maior aumento (2,62 log;,UFC/g, p<0,05) apés a ingestao do produto
fermentado probidtico (T7), mantendo-se elevada até ao final do experimento
(T14).

O aumento da populacao de Enterococcus spp. hos demais grupos nao era
esperado. O género Enterococcus spp. € constituido por diferentes espécies de
bactérias Gram-positivas, sendo E. faecalis e E. faecium as mais comumente
encontradas nas fezes humanas. Apesar do género conter espécies com

atividade probidtica comprovada, varias outras estdo relacionadas a patologias
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gastrintestinais, podendo causar, inclusive, infeccées oportunistas (117). Logo, as
alteracdes observadas ndo significam, necessariamente, aumento da espécie
probiodtica em estudo.

Estudo realizado por Bedani et al. (118) verificou que houve um aumento
na populacdo do género Enterococcus spp. em ratos que ingeriram um produto
probiotico a base de soja, semelhante ao avaliado nesse experimento. Entretanto
0 grupo alimentado com o produto fermentado de soja esterilizado também
demonstrou aumento do género em questéo, sugerindo que a fermentacdo pode
induzir o aparecimento de metabdlitos que influenciam a populacdo de
Enterococcus spp.

A variacdo na populagdo de Enterococcus faecium foi verificada também
em um estudo conduzido por Cavallini et al. (76), que utilizou o0 mesmo produto
fermentado de soja (Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus
416) para avaliar a relacao entre a microbiota fecal de coelhos e fatores de risco
de doencas cardiovasculares. Apos 60 dias de estudo os autores constataram
gue o0s animais que recebiam o produto probidtico exibiam aumento na populacdo
fecal de Enterococcus faecium.

Héa géneros bacterianos potencialmente patogénicos, enquanto outros sao
considerados benéficos para o0 hospedeiro, como Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp., por apresentarem propriedades imunomoduladoras,
anticarcinogénicas e com potencial de prote¢do contra Dlls (76,119-122).

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados da populagcdo de
Lactobacillus spp. presente nas fezes dos diferentes grupos experimentais ao

longo do protocolo.



40

Tabela 9 - Populacéo de Lactobacillus spp. (log;,0UFC/g)
Grupos TO T7 T14
C 7,83+0,01* 6,89+0,04° 8,12+0,25?
CL  7,80+0,14° 7,41%0,02° 8,45+0,03%
CLF  7,55+0,07° 8,49+0,09° 9,05+0,01?
CLP  7,70+0,02° 7,56+0,02° 8,76+0,12°

Médias com letras iguais da mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey(p<0,05).

Grupo C: Animais sadios que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo CL: Animais
com colite quimicamente induzida e que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo
CLF: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto fermentado.
Grupo CLP: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto nao
fermentado (placebo).

TO= antes da administrac@o dos produtos (periodo de adaptagdo), T7= uma semana apos
a ingestéo dos produtos, T14= periodo de indu¢éo da colite/fim do experimento.

Os resultados indicam uma variacdo na populacdo de Lactobacillus spp.
em todos os grupos, ao longo do protocolo experimental. No T7 (uma semana
apos a administracao dos tratamentos), somente o grupo que consumiu o produto
probiético apresentou aumento na populacdo de Lactobacillus spp. (0,94 logio
UFC/g). No final do experimento (T14) observou-se aumento na populacdo de
Lactobacillus spp. em relagédo ao periodo anterior (T7) nos grupos CL, CLF e CLP
(1,04; 0,56 e 1,2 log;0UFC/g, respectivamente), sugerindo que o indutor DSS ndo
afetou negativamente a viabilidade desse género de microrganismo. Observou-se
gue no T14 (fim do protocolo) o grupo CLF apresentou o maior aumento na
populacdo de Lactobacillus spp. (1,50 logio0UFC/g) em relagdo ao inicio do
protocolo (TO). A utilizacdo da cepa Lactobacillus helveticus 416 na fermentacao
do produto a base de soja, explica parcialmente tal resultado. A elevacdo na
populacdo de Lactobacillus spp. do grupo CLP (ndo fermentado — 1,06
log10UFC/g) no final do protocolo sugere um possivel efeito modulador da mistura

base utilizada na producdo do produto, uma vez que o placebo n&o continha os
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microrganismos probiéticos. O grupo C néo apresentou alteracdo na populacdo
de Lactobacillus spp. (0,29 logi1o0UFC/g) e o grupo CL apresentou aumento inferior
a um ciclo logaritmico (0,65 log;o UFC/g) (p<0,05) apés os 14 dias de tratamento.

Bullock et al. (123) concluiram que houve reducdo na populacdo de
Lactobacillus spp. em pacientes com colite ulcerativa ativa ou em remisséao.

Peran et al. (124) verificaram o efeito da administracdo de Lactobacillus
fermentum 5716 (cepa isolada do leite materno) na microbiota intestinal de ratos
com colite induzida pelo &cido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS). Como resultado
do trabalho péde-se observar que os animais com colite induzida e que
receberam o probidtico apresentaram populacdo de Lactobacillus spp. superior a
do grupo de animais com colite e sem tratamento. As populacbes de
Bifidobacterium spp. e de bactérias potencialmente patogénicas, como as
pertencentes aos grupos coliformes e enterobactérias, ndo sofreram alteracfes
significativas.

Estudo conduzido por Cavallini et al. (76) mostrou que a ingestdo regular
do produto probiético a base de soja, fermentado com Enterococcus faecium
CRL183 e Lactobacillus helveticus 416, sem adi¢cdo de Bifidobacterium longum
ATCC 15707, também provocou aumento na populacdo fecal de Lactobacillus
spp. (1,27 log10UFC/g) em coelhos com hipercolesterolemia induzida.

Celiberto (100) observou resultados semelhantes em estudo com ratos
Wistar, onde a ingestdo da bebida probiética a base de soja, fermentada com
Enterococcus faecium CRL183 e Lactobacillus helveticus 416 e com adicado de
Bifidobacterium longum ATCC 15707, elevou a populacdo de Lactobacillus spp.

(0,86 logi0UFC/g).
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Na Tabela 10 sédo apresentados os resultados da populacdo de
Bifidobacterium spp. presente nas fezes dos diferentes grupos experimentais ao

longo do protocolo.

Tabela 10 - Populagéo de Bifidobacterium spp. (log;,,UFC/Q)
Grupos TO T7 T14
C 6,19+0,00° 6,82+0,05° 7,45+0,13?
CL  6,81+0,05° 6,45+0,01° 8,41+0,01°
CLF  6,71+0,03° 8,60+0,02° 8,82+0,04°
CLP  6,25+0,01° 6,42+0,01° 8,60+0,15°

Médias com letras iguais da mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey(p<0,05).

Grupo C: Animais sadios que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo CL: Animais
com colite quimicamente induzida e que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo
CLF: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto fermentado.
Grupo CLP: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto nao
fermentado (placebo).

TO= antes da administracéo dos produtos (periodo de adaptagdo), T7= uma semana apos
a ingestdo dos produtos, T14= periodo de inducdo da colite/fim do experimento.

Dados da literatura indicam que a elevacdo da populacdo de algumas
espécies de Bifidobacterium no colon séo benéficas ao seu hospedeiro, levando a
um aumento na producdo de AGCC, modulacdo do sistema imune, reducdo do
pH intestinal e diminuicdo de microrganismos patogénicos (125-126).

De acordo com os resultados da Tabela 10, é possivel observar que todos
0S grupos apresentaram aumento na populacdo de Bifidobacterium spp. apds o
periodo de inducdo (T14), sugerindo que o indutor DSS nd&o influenciou
negativamente a viabilidade desse género de microrganismo. Os grupos CLF e
CLP apresentaram as maiores elevagdes na populagéo de Bifidobacterium spp.
(2,11 e 2,35 log;0UFC/g, respectivamente), em relacdo ao inicio do experimento

(TO). Esse resultado evidencia, novamente, o possivel efeito benéfico dos
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produtos placebo e fermentado na modulacdo da microbiota dos animais em
estudo. Cabe destacar que no T7 somente o grupo CLF exibiu aumento na
populacdo de Bifidobacterium spp. superior a um ciclo logaritmico
(1,89l0g10UFC/g). Esse resultado era esperado, pois o produto probi6tico contém
a cepa de Bifidobacterium longum ATCC 15707 em sua composic¢ao.

Estudo realizado por Celiberto (100) observou um aumento significativo na
populagdo de Bifidobacterium spp. (1,35 logicUFC/g) no grupo de animais que
consumiu o mesmo produto fermentado a base de soja. Entretanto, o consumo do
produto placebo néo alterou a populacdo desse género de microrganismos na
fase crbnica da colite.

Outros estudos, conduzidos em diferentes modelos animais, também
reportaram um aumento da populacdo de Bifidobacterium spp. apos a ingestao
regular do mesmo produto fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus helveticus 416, sem adicdo de Bifidobacterium longum, sugerindo
gue o produto é capaz de modular beneficamente a microbiota fecal (76,118).

Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados da populacédo de
Clostridium spp. presente nas fezes dos diferentes grupos experimentais ao longo

do protocolo.



Tabela 11 - Populagédo de Clostridium spp. (log.cUFC/g)

Grupos TO T7 T14
C 8,59+0,02° 6,83+0,04° 8,22+0,16"
CL 8,70+0,02* 6,87+0,08° 8,14+0,03"
CLF  6,85x0,03° 8,10+0,04° 8,96+0,04?
CLP  6,60+0,03° 6,80+0,06" 8,73+0,10°
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Médias com letras iguais da mesma linha néo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey(p<0,05).

Grupo C: Animais sadios que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo CL: Animais
com colite quimicamente induzida e que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo
CLF: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto fermentado.
Grupo CLP: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto nao
fermentado (placebo).

TO= antes da administrac@o dos produtos (periodo de adaptagdo), T7= uma semana apos
a ingestéo dos produtos, T14= periodo de indu¢éo da colite/fim do experimento.

Dados da literatura indicam que bactérias do género Clostridium spp.
podem apresentar um carater patogénico e atividades metabdlicas indesejaveis,
sendo relacionadas, juntamente com cepas do género Bacteroides spp., a
processos inflamatorios intestinais (119, 127-128).

No presente estudo nao foi possivel explicar a reducédo na populacdo de
Clostridium spp. dos grupos, C e CL no final do T7, uma vez que tais animais
receberam somente agua e racdo até esse momento do protocolo. Se
considerarmos a populacdo inicial desse género de microrganismos (T0),
observou-se aumento de Clostridium spp. nos grupos CLF e CLP no final do
experimento (T14) e os demais grupos (C e CL) mantiveram-se praticamente
inalterados. Destacamos ainda o aumento na populacdo do género Clostridium
spp. no grupo CLF apoés a ingestédo do produto probiotico (T7).

Esses dados sé&o discordantes dos observados anteriormente em
diferentes modelos animais. Estudo conduzido por Celiberto (100) concluiu que a

administracdo do mesmo produto probidtico ndo influenciou a populacdo desse
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género de bactéria. Cavallini et al. (76) também analisaram a variacdo na
populacdo de Clostridium spp. apdés a administracdo de um produto fermentado
(Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus 416) a base de soja
em coelhos com hipercolesterolemia induzia. Os resultados mostraram que nao
houve variacdo superior a meio ciclo logaritmico na populacdo do género
Clostridium spp. no grupo de animais que recebeu a bebida probidtica, sugerindo
gue esta nao interfere no género citado.

Por outro lado, Bedani et al. (118) verificaram que ratos alimentados com
uma dieta a base de carne e suplementados com uma suspensao da cepa pura
de E. faecium CRL 183 exibiam um pequeno aumento na populacdo de
Clostridium spp. (0,55 logio0UFC/g), ap6s 30 dias de tratamento. O resultado
sugere um possivel efeito negativo da cepa probidtica na populacdo de
Clostridium spp. presente na microbiota intestinal dos camundongos.

A familia Enterobacteriaceae € o maior grupo de bacilos Gram-negativos,
além de ser o mais heterogéneo, apresentando importancia clinica e estando
relacionada a uma gama de patologias que afetam o ser humano. Do ponto de
vista clinico, as enterobactérias patogénicas sao: Escherichia coli, Salmonella
spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Klebsiella spp., Proteus spp. e
Citrobacter spp., (129). Estudos anteriores (130-132) constataram maior
prevaléncia de enterobatérias em fezes de pacientes com DII, em comparacao
com pacientes sadios (controle).

De acordo com o resultado da Tabela 12, constatou-se que todos os
grupos apresentaram aumento significativo da populacdo de enterobactérias
durante o periodo experimental, sendo 0 menor aumento verificado para o grupo

CLF (1,34. log10UFC/g). Quando se observa o final do periodo de indugdo (T14)
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em relacdo ao periodo anterior (T7), esse aumento ndo tem relevancia do ponto

de vista microbiologico no grupo CLF, pois foi menor que meio ciclo logaritmico

(0,17 logioUFC/g). Tal resultado sugere um possivel efeito protetor do produto

probidtico em estudo, ja que nos grupos CL e CLP o aumento da populacdo de

enterobactérias foi superior a um ciclo logaritmico (1,47 e 1,48 log;0UFC/g

respectivamente) no mesmo periodo (entre T7 e T14).

Tabela 12 - Populacdo de enterobactérias (log;0UFC/g)

Grupos TO T7 T14
C 3,86+0,05° 4,82+0,09° 6,58+0,09°
CL 4,24+0,14° 4,97+0,13"  6,44+0,01°
CLF 4,12+0,07° 5,29+0,02° 5,46+0,06°
CLP 4,24+0,03° 5,06+0,18" 6,540,172

Médias com letras iguais da mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si (pelo teste

de Tukey(p<0,05).

Grupo C: Animais sadios que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo CL: Animais
com colite quimicamente induzida e que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo
CLF: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto fermentado.
Grupo CLP: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto nao
fermentado (placebo). TO= antes da administragdo dos produtos (periodo de adaptacao),
T7= uma semana apos a ingestao dos produtos, T14= periodo de indugdo da colite/fim do

experimento.

Um estudo anterior, utilizando coelhos como modelo animal, constatou

reducdo de mais de trés ciclos logaritmicos com a administracdo do mesmo

produto probiotico, sem adi¢&do de B. longum (76).

Os resultados relativos a populagcdo de Bacteroides spp.

apresentados na Tabela 13.

estdo
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Tabela 13 - Populacao de Bacteroides spp. (log;0UFC/Q)
Grupos TO T7 T14
C 3,65+0,03% 3,65+0,03% 3,73%0,10°
CL 3,72+0,07* 3,79+0,10° 3,86+0,11°
CLF  2,77+0,01* 2,53+0,08* 2,65+0,08%
CLP  3,57#0,03° 3,77+0,06" 4,26+0,05°

Médias com letras iguais da mesma linha nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey(p<0,05).

Grupo C: Animais sadios que nao receberam os produtos em estudo. Grupo CL: Animais
com colite quimicamente induzida e que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo
CLF: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto fermentado.
Grupo CLP: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o produto ndo
fermentado (placebo).

TO= antes da administracdo dos produtos (periodo de adaptagdo), T7= uma semana apos
a ingestdo dos produtos, T14= periodo de inducdo da colite/fim do experimento.

A populacdo de Bacteroides spp. manteve-se baixa (média de 2,53 a 4,26
log10UFC/g) e sem grandes alteracdes durante todo o experimento. Apesar do
grupo CLP apresentar aumento significativo na populacdo de Bacteroides spp.
durante o periodo de inducdo (entre T7 eT14), essa variacdo, sendo menor do
gue meio ciclo logaritmico (0,49 log10UFC/g) ndo tem relevancia do ponto de vista
microbioldgico. Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos anteriormente por
nosso grupo de pesquisa, em estudo que utilizou ratos Wistar como modelo
animal (100).

Estudos indicam que o género Bacteroides spp. apresenta propriedades
pro-inflamatérias e associam a presenca de algumas espécies ao risco para
cancer de colon, pois tais bactérias produzem metabdlitos que podem ser
prejudiciais (120, 133-134).

No estudo conduzido por Ruseler et al. (135) a populacdo de Bacteroides
spp. foi semelhante entre pacientes portadores de DC e saudaveis. Porém, a

populacao do grupo Bacteroides fragilis foi superior nos portadores de DC. Bloom
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et al. (136) observaram que espécies comensais pertencentes ao género
Bacteroides podem estar relacionadas ao desenvolvimento de Dlls, sob
condicBes genéticas e ambientais especificas.

A duracédo do tratamento, a fase e o tipo da patologia e o0 modelo animal
utilizado podem explicar, parcialmente, as diferencas observadas entre o presente
estudo e os que foram realizados anteriormente com 0 mesmo produto probiotico
a base de soja.

Os resultados relacionados a composicdo da microbiota fecal sao
importantes para o entendimento dos efeitos do produto probiético no
desenvolvimento da CU. Entretanto, devem ser interpretados com cautela, pois
sabe-se que somente uma pequena parte dos microrganismos presentes na
microbiota intestinal sdo cultivaveis por métodos tradicionais. As técnicas mais
avancadas, que utilizam microbiologia molecular, apesar de caras, sdo as mais
indicadas (137).

Outro fator que pode ter influenciado os resultados obtidos € o habito
coprofagico (ingestédo de fezes com objetivo reabsorver proteinas excretadas) dos
roedores (138-140). Ao ingerir as proprias fezes, poderia ocorrer uma modulacéo
da microbiota ndo relacionada a ingestdo dos produtos (probiético e placebo),

alterando os resultados obtidos.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o produto probidtico
a base de soja reduz o desenvolvimento de colite na fase aguda da doenca. Esse
efeito pode ser evidenciado pelo menor IAD na fase de inducdo, onde a
pontuacdo meédia final do grupo CLF foi menor que a dos demais grupos em
estudo. As analises histolégicas confirmaram o efeito benéfico do produto
fermentado na fase aguda da colite induzida por DSS, pois 0s animais do grupo
CLF mantiveram a integridade das criptas, apesar de ter sido verificada a
presenca de células inflamatérias no célon. O produto em questdo também atuou
positivamente na modulacdo da microbiota intestinal, através de um aumento na
populacdo de Lactobacillus spp. e menor aumento de enterobactérias ap6s o

periodo de inducdo da doenca.
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