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RESUMO GERAL

As doencas inflamatoérias intestinais (DII), entre elas a doenga de Crohn (DC) e a retocolite
ulcerativa idiopatica (RCUI) compreendem um grupo de patologias que possuem como
principal caracteristica a inflamagdo da mucosa intestinal. Embora sua origem ainda ndo seja
completamente conhecida, existe uma crescente evidéncia baseada em estudos recentes
associando predisposi¢ao genética, composi¢do da microbiota intestinal e sistema
imunologico como fatores precursores para a iniciagdo e progressao dessas patologias. O uso
de determinadas cepas probiodticas vem sendo apontado como uma forma promissora de se
reduzir o risco de doengas inflamatdrias intestinais, mais precisamente da colite ulcerativa.
Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar os beneficios dos probioticos,
indicando que algumas cepas bacterianas sdo capazes de modular positivamente a microbiota
intestinal e o sistema imune, além de produzirem metabdlitos com capacidade anti-
inflamatoria. Como os efeitos e os mecanismos de a¢ao envolvidos sdo cepa-especificos, é de
extrema importancia a realizagdo de novos estudos para compreender as interagdes entre
microbiota intestinal e hospedeiro, contribuindo para o entendimento do potencial terapéutico
dos probidticos nas doencas relacionadas ao desequilibrio da microbiota intestinal. O presente
trabalho se propde a investigar o efeito da ingestao didria de um produto a base de extrato
aquoso de soja, fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus
416 e com adicdo de Bifidobacterium longum ATCC 15707, na colite induzida quimicamente
em ratos. A colite foi induzida, pela administracdo de dextran sulfato de sédio (DSS) a 4%,
que foi dissolvido na 4gua fornecida diariamente aos animais e administrado durante um
periodo de sete dias. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=10):
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). Grupo CLS: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam farmaco
(sulfassalazina). Ao longo do periodo experimental de 30 dias foram monitorados os seguintes
parametros: peso corpéreo dos animais, ingestao hidrica e alimentar, consisténcia e presenga
de sangue oculto nas fezes, composi¢cao da microbiota fecal, sobrevivéncia gastrintestinal dos

microrganismos probiodticos e concentragdo de poliaminas e acidos graxos de cadeia curta

12



(AGCC) nas fezes. No final do protocolo, os animais foram eutanasiados e o intestino grosso
foi removido para realizagdo das andlises macroscopica e histoldgica, assim como a
determinagdo de citocinas no colon. De acordo com os resultados obtidos os animais que
consumiram o produto probiotico (CLF) apresentaram reducao dos sintomas da colite durante
o periodo de induc¢do e menor grau de inflamagdo e ulceragdao no célon e no reto, em relagao
aos animais dos grupos CL (p<0,01), CLS (p<0,01) e CLP (p<0,05). As analises histologicas
mostraram que o intestino grosso dos ratos dos grupos CL e CLS apresentaram areas de
ulceracao e hiperplasia nas criptas, ausentes nos animais que receberam o produto probidtico
e o placebo. A investigagdo da composi¢do da microbiota fecal revelou que somente a
ingestao do produto fermentado probiotico resultou em aumento significativo na populagio de
Lactobacillus spp. (0,84 logo UFC/g) e Bifidobacterium spp. (1,35 log;o UFC/g) ao final do
protocolo. O grupo CLF também apresentou um aumento da amina espermidina e dos AGCC
propionato e acetato, ao longo do protocolo experimental. Em adicdo, analises bioquimicas e
moleculares confirmaram a sobrevivéncia intestinal da cepa Enterococcus faecium CRL 183
no grupo de animais que ingeriu o produto fermentado. Os resultados obtidos neste estudo
indicam que a ingestdo regular do produto fermentado probiodtico e, em menor grau do
produto ndo fermentado (placebo), podem reduzir o risco de desenvolvimento de colite

ulcerativa em ratos.

Palavras-chave: doenca inflamatoria intestinal, colite ulcerativa, probiodticos, microbiota,

produto fermentado de soja, Enterococcus faecium, Bifidobacterium longum.
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GENERAL ABSTRACT

Inflammatory bowel disease (IBD), including Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis
(UC), comprise a group of disorders and their main characteristic is an inflammation of the
intestinal mucosa. Although its origin is not yet fully known, there is growing evidence
linking genetics predisposition, composition of the intestinal microbiota and immune system
factors as precursors for the initiation and progression of these pathologies. The use of certain
probiotic microorganisms has been considered as promising way to reduce the risk of
inflammatory bowel disease, specifically ulcerative colitis. Several mechanisms have been
proposed to explain the benefits of probiotics, indicating that some bacterial strains are able to
positively modulate the intestinal microbiota and the immune system, and produce
metabolites with anti-inflammatory capacity. As the effects and the mechanisms involved are
strain-specific, further studies are extremely important to understand the interactions between
gut microbiota and host, contributing to the knowledge on therapeutic potential of probiotics
in diseases related to dysbiosis. This current paper aims to bring together the various results
and information based on scientific evidence that are related to probiotics and the
inflammatory bowel disease, with emphasis on the possible mechanisms involved in this
action. Furthermore, the effects of daily ingestion of a product based on an aqueous extract of
soybean, fermented by Enterococcus faecium CRL 183 and Lactobacillus helveticus 416 with
the addition of Bifidobacterium longum ATCC 15707, were also investigated on chemically
induced colitis in rats. Colitis was induced by 4% dextran sulfate sodium (DSS), dissolved in
the drinking water supplied to the animal, which was ingested daily for a period of seven
days. The animals will then be assigned randomly to four groups (n=10): Group C: healthy
animals that do not receive the products under study; Group CL: animals with chemically
induced colitis that do not receive the products under study; Group CLF: animals with
chemically induced colitis that receive the fermented product; Group CLP: animals with
chemically induced colitis that receive the non-fermented product (placebo); Group CLS:
animals with chemically induced colitis that receive sulfasalazine. Throughout the trial period
of 30 days the following parameters were monitored: body weight of animals, daily water and
food intake, consistency and presence of fecal occult blood, fecal microbiota composition,

gastrointestinal survival of probiotic microorganisms and concentrations of polyamines and
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short-chain fatty acids in the faeces. At the end of the treatment period the animals were
euthanized and the intestine removed to perform histological analysis of the colon and rectum,
and determine the concentration of cytokines in the colon. Animals that consumed the
probiotic product (CLF) decreased symptoms of colitis during the induction period and
showed lower degree of inflammation and ulceration in the colon and rectum compared to
animals in groups CL (p < 0.01), CLS (p <0.01) and CLP (p> 0.05). Histological analyzes
showed that large intestine of rats in groups CL and CLS showed areas of ulceration and crypt
hyperplasia, and this was absent in animals receiving the probiotic product and placebo. The
investigation fecal microbiota composition showed that only ingestion of probiotic fermented
product resulted in a significant increase in the population of Lactobacillus spp. (0.84 logl0
CFU/g) and Bifidobacterium spp. (1.35 logl0 CFU/g) at the end of the protocol. The CLF
group also showed an increase in spermidine amine and SCFA propionate and acetate,
throughout the experimental protocol. Furthermore, the intestinal survival of E. faecium CRL
183 was confirmed by biochemical and molecular analyzes. This study suggests that regular
intake of probiotic fermented product and to a lesser extent the non-fermented product

(placebo) may reduce the risk of developing ulcerative colitis in rats.

Key-words: inflammatory bowel disease, ulcerative colitis, probiotics, microbiota, fermented

soy product, Enterococcus faecium, Bifidobacterium longum.
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Introducao

A patogénese da colite ulcerativa (CU) e da doenga de Crohn (DC), consideradas as
principais doengas inflamatérias intestinais (DII), envolve de uma complexa interagdo entre
fatores ambientais, genéticos e imunoldgicos (HANAUER, 2006). As DII sdo condi¢des
cronicas, sem cura, que apresentam periodos de remissdo e recidivas freqiientes (SOUZA et
al., 2002).

Pacientes acometidos por DII, inclusive os portadores de CU, apresentam alta
morbidade, além de um maior risco de desenvolver cancer de colon. Dessa forma, a
prevengdo das recidivas e o tratamento adequado de tais patologias se faz necessario, como
uma forma de melhorar a qualidade de vida dos pacientes (HONG et al., 2010).

Cabe destacar a importancia do estudo de formas alternativas para a reducdo dos
sintomas e ou da incidéncia de doencas inflamatdrias intestinais, uma vez que as terapias
convencionais (antiperistalticos, antidiarréicos, sedativos, corticosterdides e
imunossupressores), frequentemente sdo ineficazes ou produzem efeitos colaterais severos
(BIONDO-SIMOES et al., 2003, OLIVEIRA et al., 2010; PEARSON, 2004).

Nesse sentido, o uso de determinadas cepas de microrganismos probidticos vem sendo
apontado como uma possivel, e promissora, abordagem terapéutica na diminuicdo do risco de
doencas inflamatorias intestinais, mais precisamente na colite ulcerativa (CUI et al., 2004;
OCON et al., 2013). Diversos microrganismos probidticos tém apresentado potencial para
auxiliarem no alivio dos sintomas das DII, uma vez que, algumas cepas possuem a capacidade
de modular positivamente a microbiota intestinal e o sistema imunologico, resultando em um
equilibrio positivo dos provaveis fatores que desencadeiam esse tipo de doenca (CUI ef al.,
2004; OCON et al., 2013).

Em 1999, Rossi e colaboradores desenvolveram um produto fermentado a base de
soja, utilizando como culturas iniciadoras as cepas Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus helveticus 416. O produto obtido apresentou propriedades funcionais - como
reducdo do risco de desenvolvimento de cancer de mama e de célon e modulacdo do perfil
lipidico, da microbiota intestinal e do sistema imune - comprovadas em modelos in vitro e in
vivo (CAVALLINI et al., 2009a, 2009b, 2011; ROSSI et al., 1999, 2000, 2003; SIVIERI et
al. 2008).

Baseados nos resultados obtidos anteriormente por nosso grupo de pesquisa em

relacdo aos efeitos de modulacio da microbiota intestinal e melhora nos parametros
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imunoldgicos, o produto a base de soja, fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus helveticus 416, apresenta potencial para ser utilizado na reducao do risco de
desenvolvimento de doengas inflamatorias intestinais. Uma forma de potencializar os efeitos
do produto citado acima seria a adicao da cepa de Bifidobacterium longum ATCC 15707 que
apresenta propriedades imunomodulatorias, associada a reconhecida capacidade do género
Bifidobacterium spp. de aumentar a producgdo de acidos graxos de cadeia curta (MEDINA et
al., 2007). A investigacdo de parametros imunologicos (perfil de citocinas inflamatorias e
anti-inflamatorias), a determinacdo da composi¢do da microbiota e a producdo de acidos
graxos de cadeia curta e de poliaminas sdo fundamentais para a elucidacdo de possiveis
mecanismos envolvidos no desenvolvimento das doengas inflamatdrias intestinais, em
particular da colite ulcerativa (CAMPOS, 1999; KAOUASS et al., 1996; MATSUMOTO et
al.,2001; SEGAIN et al., 2000; SHEPPACH, 1992).

Frente ao exposto, o objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da ingestio
diaria de um produto a base de extrato aquoso de soja, fermentado com Enterococcus faecium
CRL 183 e Lactobacillus helvetivus 416 e com adi¢do de Bifidobacterium longum ATCC
15707, na colite induzida quimicamente em ratos e investigar os possiveis mecanismos

associados.
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CAPITULO I



PROBIOTICOS: EVIDENCIAS CIENTIFICAS NO CONTEXTO DAS DOENCAS
INFLAMATORIAS INTESTINAIS

RESUMO

As doengas inflamatérias intestinais (DII) compreendem, geralmente, a doenga de Crohn
(DC) e a retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI), e tém como principal caracteristica a
inflamacdo da mucosa intestinal. Embora sua origem ainda ndo seja completamente
conhecida, existe uma crescente evidéncia associando fator genético, composicdo da
microbiota intestinal e sistema imunologico como fatores precursores para a iniciagdo e
progressao dessas condigdes intestinais. O uso de determinados microrganismos probidticos
vem sendo apontado como uma possivel, e promissora, abordagem terapéutica na diminui¢ao
do risco de doengas inflamatérias intestinais, mais precisamente na colite ulcerativa. Diversos
mecanismos tém sido propostos para explicar os beneficios do probidticos, indicando que
algumas cepas bacterianas s3o capazes de modular positivamente a microbiota intestinal e o
sistema imune, além de produzirem metabodlitos com capacidade anti-inflamatoéria. O presente
trabalho se propde a reunir os diversos resultados e informagdes baseadas em evidéncias
cientificas, que estejam relacionadas aos probidticos e as doengas inflamatérias intestinais,

com énfase nos possiveis mecanismos envolvidos nessa acao.

Palavras-chave: doenca inflamatdria intestinal, colite ulcerativa, probidticos, microbiota

intestinal
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PROBIOTICS: THE SCIENTIFIC EVIDENCE IN THE CONTEXT OF
INFLAMMATORY BOWE DISEASE

ABSTRACT

Inflammatory bowel disease (IBD) generally comprises Crohn's disease (CD) and idiopathic
ulcerative rectocolitis (UC), and their main characteristic is an inflammation of the intestinal
mucosa. Although its origin is not yet fully known, there is growing evidence linking genetic
factor, the composition of the intestinal microbiota and immune system factors as precursors
for the initiation and progression of intestinal conditions. The use of certain probiotic
microorganisms has been touted as a possible and promising therapeutic approach in reducing
the risk of inflammatory bowel disease, specifically ulcerative colitis. Several mechanisms
have been proposed to explain the benefits of probiotics, indicating that some bacterial strains
are able to positively modulate the intestinal microbiota and the immune system, and produce
metabolites with anti-inflammatory capacity. This current paper aims to bring together the
various results and information based on scientific evidence that are related to probiotics and
the inflammatory bowel disease, with emphasis on the possible mechanisms involved in this

action.

Keywords: inflammatory bowel disease, ulcerative colitis, probiotics, intestinal microbiota
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1. Introducio

Doenga inflamatdria intestinal (DII) é o termo genérico utilizado para designar um
grupo de patologias - que inclui a doenca de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa idiopatica
(RCUI) - que afetam a mucosa intestinal. A patogénese das DII envolve, provavelmente,
susceptibilidade genética, associada a alteragdo na resposta imune da mucosa intestinal em
relacio a microbiota entérica, resultando em uma inflama¢do cronica do intestino
(HANAUER, 2006). Frequentemente, individuos acometidos por DII apresentam disbiose,
com aumento de bactérias potencialmente patogénicas e reducdo de Bifidobacterium spp. e

Lactobacillus spp. (GUARNER et al., 2002; NEUT et al., 2002).

A microbiota intestinal exerce um importante efeito na resposta imune do hospedeiro,
dessa forma, a manutencdo da homeostase dessa populacdo de microrganismos pode refletir
positivamente na evolugcdo das DII. Atualmente, diferentes cepas de microrganismos
probidticos, em particular as pertencentes ao grupo das bactérias acido-laticas (BAL), tém
sido estudadas como uma alternativa para o alivio dos sintomas das DII, e os resultados
obtidos sdo promissores (GEIER et al., 2007; NANDA-KUMAR et al., 2008; OSMAN et al.,
2006; URONIS et al., 2011).

A grande maioria das BAL potencialmente probioticas pertence ao filo Firmicutes, um
grupo bastante diverso de bactérias com baixo conteudo G+C em seu genoma e que inclui os
géneros Aerococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Carnobacterium, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella
(STOLAKI et al., 2012). O género Bifidobacterium ¢ considerado por muitos cientistas como
membro do grupo das BAL, uma vez que compartilha algumas caracteristicas tipicas deste
grupo como, por exemplo, a producdo de acido latico. No entanto, esse género pertence ao
filo Actinobacteria, um grupo de bactérias que apresenta um elevado contetdo G+C no seu
genoma e um modo de fermentacdo de aglcares distinto se comparado as BAL pertencentes
ao filo Firmicutes (STOLAKI et al., 2012). Para fins didaticos, nesse artigo o género
Bifidobacterium seréd considerado como membro do grupo das BAL.

A maioria dos estudos conduzidos com o objetivo de verificar o efeito de probidticos
no desenvolvimento de DII utilizou cepas de BAL liofilizadas, pertencentes aos géneros
Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. Entretanto, os microrganismos probidticos podem

ser veiculados em alimentos e consumidos diariamente como parte da dieta usual. Dessa
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forma, tais alimentos também poderiam atuar na reduc¢do do risco de desenvolvimento da

patologia em individuos susceptiveis.

O objetivo desse capitulo ¢é revisar os resultados de trabalhos que utilizaram diferentes
modelos de estudo para avaliar o uso de probioticos no controle de DII, verificando a relagao
entre microbioma intestinal e o desenvolvimento da patologia, com énfase nos possiveis

mecanismos associados.

2. Revisao Bibliografica
2.1 Doencas inflamatorias intestinais

A doenga de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI), também
conhecida como colite ulcerativa (CU) sdo as formas mais comuns das doencas inflamatorias
intestinais (DII), caracterizando-se por uma inflamag¢do cronica do intestino, podendo
apresentar recidivas frequentes e formas clinicas graves (JEWEL, 1998; KRONBLUTH et al.,
1998; SOUZA et al., 2002).

Considerando as alteracdes histopatoldgicas, existem diferencas significativas entre a
colite ulcerativa e a doenca de Crohn. A CU ¢é uma reacao inflamatoria difusa, caracterizada
pela presenca de abscessos nas criptas intestinais e infiltrados de neutrofilos, plasmocitos e
eosinofilos, que acometem a mucosa do colon e do reto de forma continua (BULLER et al.,
2002, OLIVEIRA et al, 2010; PODOLSKY, 2002). A doenca apresenta periodos de
remissoes e recidivas, que ocorrem, geralmente, na mesma regido anteriormente afetada. Os
sintomas mais comuns apresentados por individuos acometidos por CU sdo: diarréia,
sangramento retal, tenesmo, eliminagdo de muco e dor abdominal (BIONDO-SIMOES et al.,
2003, OLIVEIRA et al., 2010). Por outro lado, a DC ¢ uma inflamacao cronica que pode
acometer todo o segmento intestinal, caracterizando-se por apresentar regides afetadas,
intercaladas por zonas saudaveis (BULLER et al.,, 2002, OLIVEIRA et al., 2010;
PODOLSKY, 2002). Acomete, com maior frequéncia, o ileo terminal e o colon, iniciando-se
tipicamente com crises de diarréia, febre, dor abdominal recorrente e emagrecimento. Na
evolucdo do quadro clinico podem surgir complicagdes locais e sist€émicas (BIONDO-

SIMOES et al., 2003, OLIVEIRA et al., 2010).
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As DII atingem pessoas de todas as faixas etarias, apresentando um pico de incidéncia
entre 15 e 30 anos de idade, e um segundo pico ocorrendo em individuos idosos (HANAUER,
2006). Esse tipo de patologia ¢ mais comum no norte da Europa e nos Estados Unidos (BSG,
2003), sendo considerada rara nos paises da América do Sul (D'OLIVEIRA et al., 1984;
SONNENBERG, 1986). No entanto, pesquisas realizadas nas ultimas décadas indicam um
aumento na incidéncia das DII em paises cujas condi¢des socioecondmicas estdo em ascensao
(APPLEYARD et al., 2004, EKBOM et al., 1991; IRVINE et al., 2001; SOUZA et al., 2002;
STEINWURZ, 1998).

O aumento dos casos de DII pode ser parcialmente explicado pela evolugdo nos
métodos de diagnostico da doenca. Além disso, o maior acesso da populagdo a ambientes
limpos e com controle higi€nico-sanitario vem contribuindo para a diminui¢do de infec¢des
comuns na infancia, o que pode de certa forma, influenciar na susceptibilidade de doencas
associadas a fatores genéticos, como ¢ o caso das doencas inflamatérias intestinais

(BLOOMFIELD et al., 2006; KOLOSKI e al., 2008; LUTHER et al., 2010).

Apesar da etiologia pouco conhecida, individuos com histdrico familiar parecem estar
mais susceptiveis ao desenvolvimento das DII e a associacdo de fatores genéticos e
ambientais ¢ fundamental para a manifestacdo da doenca. Os fatores ambientais envolvidos
nas DII incluem: uso de tabaco e de medicamentos anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINE),
grau de exposi¢do aos patogenos intestinais € composi¢do da dieta e da microbiota intestinal

(OLIVEIRA et al., 2010; SHANAHAN, 2002).

Os estudos que relacionam a composicao da dieta com o desenvolvimento das DII sdo
inconclusivos, porém, evidéncias sugerem que dietas ricas em acidos graxos € a ingestdo
frequente de alimentos do tipo “fast food” aumentam o risco de manifestacdo da doenca
(KRISHNAN & KORZENIK, 2002; PERSSON, AHLBOL & HELLERS, 1992). Outros
estudos indicam que essas patologias estdo frequentemente associadas a distirbios
nutricionais significativos como, por exemplo, desnutricdo protéico-calorica, deficiéncia de

vitaminas e de elementos-tragco (OLIVEIRA et al., 2010).

Considerando que a DC e a RCUI sdo doencas inflamatorias, a composi¢ao da
microbiota intestinal ¢ um fator fundamental para o desenvolvimento dessas patologias, por

afetar diretamente a resposta imune do hospedeiro. Estudos realizados em modelos animais
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indicam que roedores “germ free” ndo desenvolvem DII. Logo, acredita-se que a
manifestagdo da doencga pode envolver complexas respostas imunologicas da mucosa aos
antigenos de bactérias entéricas (DUCHMANN et al., 1995, 1999; MATSUMOTO et al.,
1998, 2005; SADLACK et al., 1993).

2.2 Microbiota e doencas inflamatorias intestinais

Estudos utilizando técnicas de biologia molecular mostram que apenas de sete a nove
filos de bactérias estao presentes em amostras de fezes ou de mucosa intestinal humana. Entre
esses filos, Bacteroidetes e Firmicutes sdo os encontrados em maior propor¢do, seguidos por
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria ¢ Verrucomicrobia. Os géneros de bactérias mais
abundantes na microbiota humana s3o Bacteroides spp., Faecalibacterium spp. e
Bifidobacterium spp., sendo que a maior variacdo individual ocorre em niveis taxondmicos

inferiores (espécies e cepas) (ARUMUGAM et al., 2011; ECKBURG et al., 2005).

Caporaso e colaboradores (2011) constataram que a microbiota humana apresenta um
fenomeno conhecido como resiliéncia, ou seja, sofre variacdes em funcdo da dieta, tempo de
transito intestinal, uso de medicag¢des e outros fatores ambientais, porém tende a retornar a
composicdo inicial. Um estudo metagendmico, conduzido com voluntdrios adultos da
América do Norte, Europa e Japdo, concluiu que a composi¢do da microbiota pode ser
dividida em trés “enterotipos” identificados pela variagdo na populacao de Bacteroides spp.
(enterotype 1), Prevotella spp. (enterotype 2) e Ruminococcus spp. (enterotype 3)
(ARUMUGAM et al., 2011).

Diversos estudos estdo sendo conduzidos com o objetivo de verificar possiveis
relacdes entre enterdtipos/composicdo da microbiota e a prevaléncia de certas patologias
(ARUMUGAM et al., 2011; BRON, VAN BAARLEN & KLEEREBEZEM, 2011; QIN et
al., 2010).

A microbiota de pacientes acometidos por colite ulcerativa apresenta modificagdes
quantitativas e qualitativas em sua composi¢do, com expressiva reducao na diversidade de
espécies. Um estudo conduzido por Norr e colaboradores (2010) observou uma diferenca

significativa na composicao da microbiota entre pacientes saudaveis e pacientes portadores de
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colite ulcerativa ou sindrome do intestino irritdvel. Em ambas as patologias, ao contrario do
que se esperava, houve uma diminuicdo de espécies de Bacteroides spp., e tal fato pode estar
associado a uma perda da fungdo protetora desse género de bactérias durante a inflamagao
(NORR et al., 2010; OTT et al., 2004). Apesar deste género ser comumente associado a
inflamacdes intestinais, estudos recentes indicam que determinadas espécies, como B.
vulgatus e B. ovatus, vem mostrando uma acdo protetora em casos de colite ulcerativa. No
entanto, estudos mais detalhados sao necessarios para compreender o mecanismo de a¢ao que
indica tal beneficio (NORR et al., 2010; CONTE et al., 2006; HUDCOVIC et al., 2009;
SYDORA et al., 2005; TAKAISHI et al., 2008; WAIDMANN et al., 2003).

Lepage e colaboradores (2011) verificaram que pacientes com colite ulcerativa
apresentam uma expressdao genética diferente na mucosa intestinal, menor diversidade de
bactérias, ¢ maior quantidade de bactérias aerdbias comparados aos seus irmaos gémeos
saudaveis. O perfil genético da mucosa parece interagir com a microbiota intestinal, porém
essa interacdo ndo foi vista em pacientes com colite ulcerativa, indicando que algumas
funcdes bacterianas como, por exemplo, produ¢do de butirato, podem afetar a expressao
genética da mucosa. Além disso, os irmaos saudaveis do estudo apresentaram uma populacao
maior de Faecalibacterium prausnitzii em relagao aos portadores de colite ulcerativa, e este
microrganismo vem recebendo destaque por suas propriedades anti-inflamatorias (SOKOL et

al., 2009).

Diversos estudos relacionam microbiota intestinal, resposta imune e fator genético
como os trés fatores principais para o desenvolvimento de doengas inflamatdrias intestinais.
Contudo, a maneira como esses fatores interagem ainda ndo foi completamente elucidada e

representa um grande desafio aos pesquisadores (LEPAGE et al., 2011).

Os individuos com doenca de Crohn, outro tipo de doenga inflamatoria intestinal,
também apresentam disbiose frequentemente (TAMBOLI et al., 2004). Um estudo clinico
feito por Manichanh e colaboradores (2005) sugere que pacientes com doencga de Crohn t€ém
uma menor diversidade de bactérias do filo Firmicutes em relagdo a pacientes saudaveis. Tal
observagdo foi feita no periodo de remissdo da doenca, e pode ser resultado de uma
modificacdo primdria da microbiota, ou seja, antes das tipicas mudangas causadas pelo

processo de inflamacao.
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Alguns estudos foram conduzidos com o objetivo de verificar as diferencas na
microbiota de pacientes saudaveis e portadores da doenca de Crohn. Os resultados mostram
que enquanto individuos saudaveis apresentam uma maior populagdo de Faecalibacterium
prausnitzii, em individuos com a doenca, a espécie Escherichia coli era mais representativa

(MONDOT et al., 2011; WILLING et al., 2009).

2.3 Patogénese das doencas inflamatorias intestinais

O mecanismo envolvido no desenvolvimento das DII ¢ complexo e ainda ndo foi
completamente elucidado. Porém, estudos indicam que DC e a RCUI podem ser resultado de
uma resposta imune anormal em relagdo a microbiota intestinal, em individuos geneticamente

predispostos (KASER et al., 2010).

A modificacdo na tolerancia em relagdo a microbiota intestinal resulta em ativacao de
macrofagos e de células T, com produgdo de citocinas, aumento de moléculas de adesdo e
quimiocinas, seguido por recrutamento de neutréfilos, eosinofilos e monocitos. Essas células
efetoras transitam através da mucosa e formam abscessos nas criptas, com interrup¢do da
funcdo normal da barreira epitelial. Esse processo aumenta o acesso de bactérias & mucosa,
ampliando ou perpetuando o processo inflamatdério. Em adigdo, alteragdes na regulagdo da
producdo de citocinas pro e anti-inflamatorias também colaboram para a falha da fungdo da
barreira epitelial (DIONNE et al., 1999; SHANAHAN, 2000; VAN HEEL et al., 2001 e
2002). Na DC ocorre aumento na resposta mediada pelas células T-helper 1 (THI1), com
aumento na producdo de IFN-y, TNF-a e IL-2, enquanto na RCUI verifica-se ativagdo
excessiva das células T-helper 2 (TH2), e aumento na producao de IL-4, IL-5, IL-13, IL-1p,
entre outras. A inflamacao da mucosa também ¢ influenciada pela redugdo de citocinas anti-
inflamatoérias, como a IL-10 e TGF-f, que resulta em perda da tolerancia a antigenos comuns,
colaborando para a perpetuacdo do processo inflamatério (BOUMA & STROBER, 2003;
HANAUER, 2006; SHANAHAN, 2000).
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2.4 Tratamento das doengas inflamatorias intestinais

As DII s3o consideradas um dos grandes problemas da populagdo moderna, pois
influenciam diretamente a qualidade de vida de seus portadores, acarretando alteragdes no
ambito social, psicolégico e profissional. Estudos também mostram uma alta incidéncia de
problemas adversos durante a gestacdo de mulheres portadoras de DII. Foi observado que
mulheres com DC ou CU apresentavam maior chance de parto prematuro e de ter filhos com
baixo peso ao nascer (CORNISH et al., 2007, MAHADEVAN et al., 2007; SCHNITZLER et
al., 2011). Outro fator que agrava a situacao dos pacientes portadores de DII em alguns paises
¢ a falta de estudos e a divulgagdo restrita desse grupo de doengas, contribuindo para o atraso
no diagndstico e aumento da morbidade (OLIVEIRA ef al., 2010; PONTES et al., 2004).
Nesse sentido, a escolha de um tratamento adequado ¢ essencial para melhorar a qualidade de

vida dos pacientes portadores de DII.

O tratamento convencional com o uso de farmacos vem sendo cada vez mais
pesquisado e tem por objetivo a diminui¢cdo dos sintomas e do processo inflamatorio. Sao
recomendados antiperistalticos, antidiarréicos e sedativos para que o intestino inflamado
descanse e se recupere (SMELTZER et al., 2002). Os aminosalicilatos sdo considerados uma
boa opgao aos pacientes portadores de DII, principalmente o dcido S-aminosalicilico (5-ASA)
(GREEN et al., 1998; PEARSON, 2004). Os corticosterdides, especialmente prednisona,
hidrocortisona e budenisonide, tém trazido bons resultados no tratamento das DII, inibindo
rapidamente a inflamagao e, consequentemente, reduzindo os seus sintomas. Porém, o uso
prolongado desse tipo de medicamento pode desenvolver outras doengas, como hipertensao
arterial, diabetes e osteoporose, comprometendo o sucesso do tratamento (BIONDO-SIMOES
et al., 2003, OLIVEIRA et al., 2010; PEARSON, 2004). Em 20% dos pacientes portadores de
DII as terapias anteriormente citadas nao respondem positivamente, sendo necessaria a
instituicdo de terapia imunossupressora, com administragdo de azatioprina, metotrexato e

ciclosporina (PEARSON, 2004).

Novas abordagens terpéuticas para DII estdo sendo pesquisadas, entre elas merecem
destaque o uso anticorpos monoclonais anti-TNF-a e a administragdo de microrganismos
probidticos capazes de modular a microbiota intestinal e interferir na resposta imune do

hospedeiro (HOWARTH, 2008; JUILLERAT et al., 2008; OSMAN et al., 2006).
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2.5 Probiéticos e doencas inflamatorias intestinais

“Probidticos sdo microrganismos vivos que quando administrados em doses
apropriadas conferem beneficios a saude do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002). Nos ultimos
anos houve um avango significativo na compreensao dos mecanismos de acdo das diferentes

cepas probidticas e como elas se relacionam com as DI (FEDORAK et al., 2004).

Sabe-se que as DII se manifestam em individuos com uma certa predisposi¢ao
genética e representam uma resposta inflamatoria anormal, em relagdo a bactérias patogénicas
presentes no limen intestinal. Além disso, essas bactérias presentes no lumen parecem fazer
parte ndo sé do inicio, mas também da perpetuagcdo do processo inflamatorio. Em diversas
pesquisas com modelo animal, observa-se que a inflamacao intestinal ¢ iniciada e perpetuada
na presenca de diferentes bactérias entéricas, enquanto animais da categoria "germ free"
diminuem o risco ou atenuam drasticamente o desenvolvimento da doenga. Além disso,
estudos adicionais sugerem que as bactérias presentes no lumen intestinal sdo capazes de
penetrar a mucosa e intensificar a inflamacao do epitélio intestinal (CLAVEL & HALLER,
2007; DARFEUILLE-MICHAUD et al., 2004, HALLER et al., 2010; SARTOR, 2006;
SWIDSINSKI et al., 2002).

Neste contexto, a funcdo das bactérias probidticas inclui a alteracdo positiva da
composi¢do da microbiota intestinal, modulacdo da resposta imune e producao de substincias
envolvidas na regeneracdo da mucosa intestinal (HALLER et al., 2010; FEDORAK et al.,
2004).

A dose de probioticos necessaria para que esses microrganismos possam desempenhar
efeitos benéficos a satide pode variar em funcdo da cepa e do produto. Em geral, produtos que
contenham microrganismos probioticos devem, portanto, apresentar um numero minimo de
células viaveis, com eficacia comprovada (por meio de ensaios em humanos), estimado entre
10°-10® UFC/g de produto final ou 10°-10'"° UFC/dia (considerando 100 g ou 100 mL de
alimento) (CHAMPAGNE et al., 2011). No entanto, poucos sdo os estudos dose-resposta
para se determinar a ,,dose efetiva minima“ necessaria para promover, por exemplo, a reducao
do risco de DII. Esses estudos poderiam explicar algumas discrepancias encontradas nos

resultados obtidos em diversos estudos in vivo (CHEN et al., 2013).
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Nessa linha, Chen e colaboradores (2013) avaliaram a administragdo de diferentes
doses (10%, 10°, 10°, 10" ou 10® UFC/10g de peso corpéreo) de L. acidophilus SCM-S095 em
camundongos com colite induzida por DSS. Os autores concluiram que a dose de 10° UFC/g
de peso corpéreo fornece um efeito terapéutico satisfatorio em colite experimental, sendo que
o alivio dos sintomas de CU foi correlacionado a uma modulagdo da composi¢do da

microbiota do colon distal.

A compreensdo dos mecanismos de acdo das bactérias probioticas, especialmente no
caso do DII, permitira o desenvolvimento de critérios para a selecdo da cepa probidtica
adequada a cada tipo de doenga, a determinacdo das doses ideais ¢ do tempo de
administracdo, além de possibilitar combina¢des sinérgicas entre diferentes espécies

bacterianas (FEDORAK et al., 2004).

Diferentes mecanismos tém sido propostos para explicar o efeito benéfico dos
probidticos em pacientes com doencgas inflamatdrias intestinais, os quais incluem: redugao de
microrganismos patogénicos por competi¢do e por producdo de substincias antimicrobianas
(4cidos latico e acético, perdxido de hidrogénio e bacteriocinas); imunomodulagdo e/ou
estimulacdo do sistema imune associado as células epiteliais, com producao de interleucinas
anti-inflamatodrias, como a IL-10; manutencdo ¢ melhora da fun¢do da barreira intestinal; e
producdo de AGCC e de poliaminas (FEDORAK et al., 2004; HOWARTH, 2008; O*"HARA
etal.,2007).

O funcionamento do sistema imunoldgico, tanto sistémico quanto na mucosa
intestinal, pode ser modulado por algumas cepas bacterianas (FEDORAK et al., 2004). Vérios
estudos indicam que diferentes espécies de Lactobacillus spp. € Bifidobacterium spp. possuem
naturalmente propriedades anti-inflamatorias, sendo capazes de aumentar a proliferacdo de
linfocitos, melhorar as respostas imune inata e adaptativa e estimular a produgao da citocina
anti-inflamatoria IL-10 (ROLFE, 2000). Segundo Medina e colaboradores (2007), a cepa de
Bifidobacterium longum ATCC 15707 induz a producao de IL-10, podendo ser utilizada no
controle de DII. Rachmilewitz e colaboradores (2004) constataram que uma mistura de
microrganismos probioticos (VSL#3: L. paracasei, L. plantarum, L. acidophilus, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, B. longum, B. breve, e B. infantis) foi eficaz na diminui¢do do
risco de colite induzida em animais. Outros trabalhos evidenciaram a eficicia da mesma

mistura de probidticos na reducao da inflamacgao e na remissao da RCUI em adultos e criangas

31



(BIBILONI et al., 2005; MIELE et al., 2009). Em outro estudo, a administra¢do de cepas de
Bifidobacterium infantis (DSM 15158 e DSM 15159), associadas ou ndo a substancias
prebidticas (inulina e oligofrutose), resultou em melhora no quadro de colite aguda induzida

por dextran sulfato de sddio, com redugdo na produgao de IL 1-B e aumento na produgdo de

AGCC (OSMAN et al., 2006).

Os AGCC (acetato, propionato e butirato) sdo formados no codlon, através da
fermentagdo bacteriana anaerdbica de carboidratos nao digeridos e ndo absorvidos pelo
intestino delgado (ASSUMPCAO, 1999). Estudos relacionando AGCC com colite ulcerativa
ainda sdo controversos. No entanto, sabe-se que os AGCC — em especial o butirato - exercem
importante papel na fisiologia normal do célon, pois constituem a principal fonte de energia
para o enterocito, estimulam a proliferacdo celular do epitélio, o fluxo sanguineo visceral e
aumentam a absor¢do de dgua e sodio (CAMPOS, 1999; HOVE, 1995; ROEDIGER, 1980;
SEGAIN et al., 2000; SHEPPACH, 1992).

Outras substancias produzidas por algumas cepas de bactérias probidticas e que estdo
relacionadas a reducdo do risco de DII sdo as aminas bioativas putrescina, espermidina,
espermina ¢ cadaverina. As aminas sdo amplamente distribuidas no organismo e estdo
envolvidas na sintese e estabilizagdo de proteinas, DNA e RNA, ajuste da atividade

enzimadtica e proliferacdo e diferenciagdo celular (MATSUMOTO et al., 2001).

Estudos indicam que as aminas bioativas sdo de extrema importdncia para a
regeneragdo da mucosa intestinal. Kaouass e colaboradores (1996) verificaram que a mucosa
intestinal de ratos foi totalmente regenerada 48 horas ap6s a administragdo oral de
espermidina. Outros estudos também concluiram que a administragdo de espermina a ratos
jovens promove uma maturacdo precoce das células da mucosa intestinal (DORHOUT et al.,

1997; DUFOUR et al., 1988).

Um estudo realizado em individuos idosos constatou eleva¢do na concentragdo fecal
de poliaminas, apos a ingestdo didria de um iogurte probidtico contendo B. lactis LKM512.
Considerando que as poliaminas de origem alimentar sao rapidamente absorvidas no intestino
delgado, o aumento na concentragdo fecal dessas substincias deve-se, provavelmente, ao
metabolismo do microrganismo probiotico (B. lactis LKM512) no intestino (BARDOCZ et
al., 1993; MATSUMOTO et al., 2001). Os autores ainda observaram que a ingestdo do
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iogurte probidtico promoveu redugdo significativa nos niveis de mutagenicidade (p<0,05) e
que esses resultados se correlacionam negativamente com a concentragdo de poliaminas fecais

(MATSUMOTO et al., 2001).

Matsumoto e colaboradores (2011) utilizaram o mesmo microrganismo, B. lactis
LKMS512, para estudar a longevidade em camundongos. Os resultados mostraram um
aumento da longevidade no grupo tratado com o probidtico, possivelmente devido a supressao
da inflamagdo crdnica no célon, sugerindo que a ingestdo de alguns probioticos especificos

pode melhorar substancialmente a satde intestinal e aumentar o tempo de vida dos animais.

Um produto a base de soja, fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus helveticus 416, tem sido intensamente investigado e entre os efeitos positivos
decorrentes da sua ingestdo regular merecem destaque: modulacdo da microbiota intestinal,
com aumento na populacdo de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. ¢ redugdo de
enterobactérias (CAVALLINI et al., 2011); modulacdo do sitema imune (VENDRAMINI,
2002) e redugdo no desenvolvimento de cancer de colon (SIVIERI et al, 2008). 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
dextran sulfate sodium (DSS), em ratos 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 indugdo da colite e se estendeu por 16 dias apos o
periodo de inducdo (sete dias), totalizando 30 dias de tratamento (CAVALLINI et al, 2013;
CELIBERTO et al., 2013). A adi¢dao da cepa de Bifidobacterium longum ATCC 15707 ao
produto se justifica face a suas propriedades imunomoduladoras, associada a reconhecida
capacidade do género Bifidobacterium spp. de aumentar a produgdo de AGCC (MEDINA et
al., 2007).

Os resultados mostraram que a bebida fermentada de soja (contendo E. faecium CRL
183 e B. longum ATCC 15707) alterou positivamente a microbiota de ratos, pois aumentou a
populacdo de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp, que sdo géneros de microrganismos
importantes na manutencao e integridade das células epiteliais no célon. Além disso, o grupo
de animais que consumiu a bebida probiodtica também apresentou redu¢do nos sintomas da
colite em relagdo ao grupo controle, exibindo um menor indice de atividade da doenca (IAD).

Os intestinos dos animais que receberam a bebida fermentada apresentaram um infiltrado de
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células referentes a inflamagdo do tecido, contudo, ndo foram evidenciadas altera¢des nas
criptas e no epitélio, e regides de ulceracdo, sugerindo que o probidtico pode ter amenizado a

gravidade da inflamag¢ao (CAVALLINI et a/, 2013; CELIBERTO et al., 2013).

A tabela 1 apresenta alguns estudos em modelo animal mostrando o efeito de

probioticos em doencas inflamatodrias intestinais, em particular a colite ulcerativa.

Diversas cepas de B. longum foram submetidas a testes in vitro por Medina e
colaboradores (2007), com o objetivo de conhecer seus respectivos efeitos na atividade
imunomodulatéria e suas aplicagdes na pratica clinica. Os resultados indicam que a produgdo
de citocinas pr6 ou anti-inflamatorias ¢ particular de cada cepa, sugerindo que as diferentes
linhagens de B. longum podem ter aplicagdes distintas em determinadas condi¢des
patoldgicas. Algumas das cepas utilizadas (ATCC15707, NCC2705, BIF53, NCIMBS8809,
BB536) foram capazes de modular postivamente o sistema imune, aumentando a producdo de

IL-10, e sugerindo assim um papel protetor nas defesas do organismo.

Apesar de diversos estudos suportarem a hipdtese de que os probidticos apresentam
um efeito positivo nas DII, outros estudos apresentam resultados controversos (Tabela 2).
Wildt e colaboradores (2011) verificaram, a partir de um estudo duplo-cego randomizado e
controlado por placebo, que pacientes que consumiram capsulas contendo L. acidophilus LA-
5 e Bifidobacterium animalis BB-12 durante 52 semanas apresentaram menos relapsos e
periodos de remissdo mais longos. No entanto, essas diferencas ndo foram estatisticamente
significativas quando comparadas ao grupo placebo. De acordo com os autores, os resultados
observados poderiam ser mais expressivos com a utilizacdo de outras cepas probiodticas ou

doses diarias.

Nessa linha, Shen e colaboradores (2009) sugeriram, baseados em uma meta-analise,
que a administracdo de Lactobacillus johnsonii LA1 e Lactobacillus rhamnosus LGG na
terapia de manutencdo da doenca de Crohn ndo foi eficiente na reducdo da incidéncia de
relapsos. Adicionalmente, comparados com o placebo, a administragdo de LGG como terapia
de manutengdo pode aumentar as taxas de relapsos na DC. De acordo com os autores,
nenhuma evidéncia sugeriu um beneficio significativo de LGG e LA1 para a terapia de

manuten¢do tanto em adultos quanto em criangas com DC.
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Fujimori e colaboradores (2009) realizaram um ensaio randomizado controlado por
placebo a fim de avaliar a eficacia do consumo de B. longum (10° UFC/dia) e psyllium (8
g/dia) administrados aos voluntarios isoladamente ou associados no tratamento da CU. Os
autores verificaram que apenas o grupo que consumiu o probidtico + psyllium apresentou
uma melhora significativa dos escores dos questionarios de DII, sugerindo que a associagdo ¢
mais efetiva do que B. longum ou psyllium isolados na manutenc¢ao da remissdo em pacientes

com CU.

Em um estudo crossover realizado por Ahmed e colaboradores (in press) nao foi
evidenciada mudang¢a na composicao da microbiota intestinal de pacientes com CU e DC que
consumiram capsulas contendo probioticos (L. acidophilus LA-5, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus LBY-27, B. animalis subsp. lactis BB-12 e Streptococcus thermophilus
STY-31; 4x10° UFC/capsula) e oligofrutose (15g/dia) durante 1 més. Os autores destacaram,
ainda, que esse estudo apresentou algumas limitagdes que envolveram o ntimero limitado de
voluntarios, o periodo curto de administragao do probidticos e a falta de um periodo wash out

no protocolo experimental.

Tabela 1 - Publica¢des mostrando resultados com o uso de probidticos em doengas
inflamatorias intestinais em modelo animal

Patologia Produto Cepa e dose Resultados Referéncias
Colite Cultura probiotica L. acidophilus NCFM e | - Ndo houve | DANIEL et al.,
ulcerativa L. plantarum Lp-115 | diferenca 2006.

(10"°UFC: 1xdia por 5 | significativa em
dias antes da indugo). | relacdo ao grupo
ndo tratado
Colite Cultura  probiotica | Lactobacillus - Modulagio da | PERAN et al,
ulcerativa veiculada por leite | fermentum 5716 | microbiota 2006.
desnatado (10°UFC: 1xdia por 3 | intestinal
semanas, iniciando 2 | - Recuperagdo do
semanas antes da | tecido inflamado
indugdo). - | TNF-a, ON e
MPO
Colite Cultura  probidtica | Lactobacillus - | IAD e 1 ganho | GEIER et al., 2007.
ulcerativa veiculada por leite | fermentum BRI11 | de peso
desnatado (10°UFC: 2xdia por 2 | - Prevengdo do
semanas, iniciando 1 | encurtamento do
semana  antes da | colon e
indugdo). hiperplasia da
cripta
Colite Cultura probiodtica L. acidophilus (10 -V IAD ABDIN et al., 2008
ulcerativa UFC; 1xdia por 14 -4 CRP, TNF-a e
dias). 1L-6
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Patologia Produto Cepa e dose Resultados Referéncias
Colite Cultura probidtica Lactobacillus -V IAD LIU et al., 2011
ulcerativa veiculada por solugdo |  plantarum K68 (10° - Scores

salina UFC; 1xdia por 1 histopatologicos
semana, iniciando 1 - citocinas pro-
semana antes da inflamatorias
indugio). (TNF-q, IL-1p,
IL-6)
-4 dos niveis de
expressao de
RNAm de TNF-a,
COX-2, FOXp3,
SOCS3 e TLR4
Colite Cultura probidtica | VSL#3 (10°UFC: 1xdia | - | severidade da | URONIS et al,
ulcerativa veiculada por agua por 18 semanas, | colite cronica 2011
iniciando 1 semana
antes da indugdo)
Colite Cultura  probidtica | Lactobacillus - 1 atividade anti- | GIRISHKUMAR et
ulcerativa veiculada por leite | fermentum CFR 2195 | inflamatéria al.,2012.
desnatado (10°UFC: 1xdia por 3 | - | IAD e MPO
semanas, iniciando 2 | - ! dano
semanas antes da | histologico no
indu¢do). tecido
Colite Cultura probiotica Bifidobacterium breve | - | severidade da | NATIVIDAD et al.,
ulcerativa NCC2950 (10"UFC: | colite cronica 2012.
Ixdia por 3 semanas, | - 1 da fungdo da
iniciando 2 semana | barreira intestinal
antes da indug¢do).
Colite Cultura  probiodtica | Lactobacillus crispatus | - 1 da severidade | ZHOU et al., 2012.
ulcerativa veiculada por solugdo | M206119 (10°UFC: | da doenga
salina Ixdia por 2 semanas, | - T encurtamento
iniciando 2 dias antes | do colon
da indugdo). - 1 diarréia e
sangue nas fezes
- 1 danos
histologicos
Colite Cultura probidtica Bifidobacterium - 1 atividade anti- | OCON et al., 2013.
ulcerativa longum BB536 inflamatoria

(10°UFC: 1xdia por 1
semana, iniciando 1
semana antes da
indu¢do).

- 1 ganho de peso
e | encurtamento
do célon

- JON e MPO

ON= 6xido nitrico, MPO= enzima mieloperoxidase; [AD=indice de atividade da doenca
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Tabela 2 - Publicacdes mostrando resultados com o uso de probidticos em doengas
inflamatorias intestinais em modelo humano

Patologia Produto Cepa e dose Resultados Referéncias
Colite Cultura  probiotica | VSL#3 (10"UFC; | - Modulagdo | VENTURI e al.,
ulcerativa liofilizada Ixdia por 12 meses) positiva da | 1999.
micrbiota
- Diminui¢do do
risco de recidiva
da doenga
Colite Cultura probidtica BIFICO (combinagéo - Modulag¢do | CUI et al., 2004.
ulcerativa de Bifidobacterium, positiva da
Lactobacillus e microbiota
Enterococcus) (1,26g; - |TNF-q, IL-1B e
1xdia por 8 semanas) 1 IL-10
Colite Leite fermentado com | Bifidobacterium breve | - Diminui¢do do | KATO et al., 2004.
ulcerativa probidticos Yakult, risco de recidiva
Bifidobacterium da doenga
bifidum Yakult,
Lactobacillus
acidophilus  (10°UFC;
Ixdia por 12 semanas)
Colite Cultura probiodtica | VSL#3 (10°UFC; 2xdia | - | IAD MAKHARIA et al.,
ulcerativa liofilizada por 12 semanas) - | na frequencia | 2008.
de evacuagdo e no
sangramento retal
Colite Cultura probiodtica | VSL#3 (lOIOUFC; - Diminui¢do do | MIELE et al., 2009.
ulcerativa liofilizada 1xdia por 12 meses) risco de recidiva
da doencga
Colite Cultura  probidtica | VSL#3 (3,6 x 10'%; -LIAD na sexta | SOOD et al., 2009
ulcerativa liofilizada 2xdia por 12 semanas). | semana
- Remissdo da
doenca na 12°
semana
Colite Cultura  probidtica | VSL#3 (10"UFC; | - Melhora clinica | NG e al., 2010.
ulcerativa liofilizada 2xdia por 8 semanas) dos pacientes
tratados com
VSL#3
-1 IL-10 e | IL-
12, p40 e TLR-2
Colite Céapsulas contento L. acidophilus La-5 e - Nao houve WILDT et al., 2011
ulcerativa cultura probidtica B. animalis Bb-12 diferenga

liofilizada

(2,5x10" ; 3xdia por

52 semanas)

significativa em
relag@o ao grupo
ndo tratado

TIAD= indice de atividade da doencga

Apesar das limitagdes envolvendo os estudos clinicos, parece haver um consenso, cada

vez mais presente entre os especialistas nessa area, de que algumas cepas probidticas podem

ser eficazes no tratamento de DII, embora os efeitos benéficos apresentem graus varidveis e
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possam estar limitados a dose e ao tempo de duracdo de administragdo dos probidticos aos
pacientes.

Paralelamente, estudos utilizando voluntarios saudaveis tém apresentado resultados
menos claros no que diz respeito aos efeitos benéficos de probidticos, e tal fato também pode
ser atribuido aos diferentes regimes de administragdo e dosagem do microrganismo, além da
diferencga entre cepas de uma mesma espécie bacteriana. Também ¢é importante ressaltar que
ensaios clinicos com individuos saudaveis nao dispoem de biomarcadores devidamente
validados e confiaveis para quantificar um “status de saude”, representando assim um grande
desafio na avaliacdo dos efeitos dos probiodticos em seres humanos saudaveis. Outro fator a
ser considerado, ¢ que a resposta ao consumo de probidticos vai depender do estado de satde
inicial do consumidor, e este pode ser pessoa-dependente ou até afetar o impacto
imunomodulatério das intervencdes causadas pelo microrganismo, pois tudo indica que o
efeito dos probidticos nos individuos ¢ também influenciado pelas caracteristicas genéticas

dos mesmos (BRON, VAN BAARLEN & KLEEREBEZEM, 2011).

Consideradas em conjunto, as evidéncias cientificas sobre os efeitos dos probidticos
sdo mais convincentes no caso da colite ulcerativa, enquanto que para a doenca de Crohn os
resultados ainda sdo escassos. Adicionalmente, o numero de estudos clinicos que avaliam o
efeito dos probidticos sobre as doencas inflamatdrias intestinais ainda ¢ limitado, o que
justifica a necessidade da condugdo de novos estudos nessa area de pesquisa (LYRA et al.,

2012).

2.6 Probioticos no contexto da individualidade humana

Os avangos nas técnicas de biologia molecular e a sua aplicagdo em diferentes
abordagens e experimentos t€ém levado a uma rapida proliferagdo da era “~-6mica” (genomica,
nutrigendmica, protedmica, transcriptomica, metabolomica, etc.). Pesquisadores e
profissionais da satde utilizam cada vez mais essas novas tecnologias a fim de analisar a base
molecular especifica em que determinados componentes da dieta exercem seus efeitos

(RIMBACH et al., 2008).

A nutrigendmica busca estudar a influéncia da nutricdo no ser humano de forma

individualizada. Em outras palavras, visa entender como os nutrientes modulam o
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funcionamento do genoma e como as caracteristicas do genoma influenciam a resposta a
alimentacdo, necessidade de nutrientes e risco para doengas cronicas relacionadas a dieta,
compreendendo assim os mecanismos subjacentes a estas predisposi¢cdes genéticas. Nesse
contexto, a promogdo da saude serd possivel através do estabelecimento de recomendagdes

nutricionais personalizadas (DEBUSK et al., 2005; MULLER & KERSTEN, 2003).

A genética tem um papel fundamental na determinag¢@o do risco de um individuo de
desenvolver uma certa doenga. Diferencas populacionais em polimorfismos de nucleotideo
unico (PNUs) podem ter um efeito importante sobre o risco da doenga, e a variagdo genética
inter-individual pode ser um determinante para diferencas em relacdo as exigéncias

nutricionais (GRODY, 2003; MULLER & KERSTEN, 2003).

Diversos estudos apontam efeitos benéficos dos probidticos em determinadas doengas,
como: colite ulcerativa, diarréia causada por antibioticos e hipercolesterolemia (ALFALEH et
al., 2010; CAVALLINI et al, 2009a, 2009b, 2011; DESHPANDE et al., 2010; HOLUBAR et
al, 2010; KALE-PRADHAM et al, 2010). Contudo, algumas pesquisas ndo observam
resultados positivos consistentes em outras situagdes (BOYLE et al, 2009; MOAYYEDI,
2010), indicando que os efeitos probioticos sdo cepa especificos e proporcionam efeitos
benéficos mais significativos em individuos imunocomprometidos ou com um problema de

satde pré existente (BRON, VAN BAARLEN & KLEEREBEZEM, 2011).

Um dos mecanismos propostos pelo qual os probidticos agem ¢ através de moléculas
bacterianas que modulam o sistema imunologico do hospedeiro. Os sistemas imune inato e
adaptativo estdo estreitamente integrados com outras func¢des do intestino, pois mais de 80%
das células epiteliais intestinais estdo envolvidas na absorcdo de nutrientes € em funcdes
metabolicas. A camada epitelial tem uma fung¢do bimodal, maximizando a absor¢do de
nutrientes, enquanto impede a passagem de componentes indesejados tais como determinadas

bactérias (BRON, VAN BAARLEN & KLEEREBEZEM, 2011; O*"HARA et al, 20006).

Estudos indicam que nem todas as pessoas apresentam consequéncias fisiologicas
semelhantes com as intervengdes probioticas, uma vez que essas respostas dependem
fortemente de interagdes moleculares do organismo de cada individuo. Esta informacao pode
ser um dos motivos pelo qual alguns voluntarios ndo respondem a intervengdo com

microrganismo probidtico, indicando que a aplica¢do serd mais eficaz em uma abordagem
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personalizada onde os individuos sdo divididos em grupos de fenotipos ja pré definidos
(BRON, VAN BAARLEN & KLEEREBEZEM, 2011; DE ROSS & KATAN, 2000;
MULLER & KERSTEN, 2003; SZAJEWSKA, RUSZCZYNSKY & RADZIKOWSKY,
2006).

Em relagdo as pesquisas envolvendo probioticos e doencas inflamatdrias intestinais,
existe uma variedade de estudos mostrando efeitos positivos (CAVALLINI et al, 2013;
CELIBERTO et al, 2013; NATIVIDAD et al, 2012; OCON et al, 2013). Contudo, outros
trabalhos ndo apresentam resultados promissores (ZHOU et al, 2012), indicando que o efeito
de microrganismos ¢ cepa especifico e, em alguns casos, pode exacerbar processos
patoldgicos, pois as bactéricas probidticas nem sempre tém efeitos terapéuticos similares,
reforcando a importancia de se estudar a agdo de probidticos de forma individualizada

(GEIER et al., 2007; RIOUX & FEDORAK, 2006).

A individualidade molecular do tecido da mucosa intestinal ainda nao foi
completamente elucidada, mas fica cada vez mais evidente que as respostas podem depender
de uma multiplicidade de fatores potencialmente interligados, como o genotipo do hospedeiro,
estilo de vida e habitos alimentares, bem como a composi¢cdo da microbiota enddgena
(ARUMUGAN et al., 2011; BRON, VAN BAARLEN & KLEEREBEZEM, 2011; QIN et al.,
2010).

3. Conclusao

Evidéncias cientificas indicam que uma microbiota intestinal desequilibrada pode
contribuir para o desenvolvimento de diversas doencas, dentre elas, as DII. Os probioticos
podem dar suporte a homeostase intestinal, uma vez que podem influenciar a microbiota
intestinal, a barreira intestinal e a resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro. Diversos
estudos in vivo tém destacado os efeitos benéficos advindos do consumo de probiodticos no
tratamento de DII, em particular da colite ulcerativa. Vale ressaltar que os efeitos, bem como
os mecanismos de a¢do envolvidos, sdo considerados cepa-especificos. A selecdo de cepas
probioticas deve ser direcionada aos efeitos desejaveis apresentados pelos microrganismos de
interesse, comprovados através da realizacdo de testes in vitro e in vivo, isoladamente e

quando incorporados ao alimento ou a uma formulacao farmacéutica de interesse. E de grande
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importancia que novas pesquisas sejam realizadas, no sentido de se compreender melhor as
interagdes entre microbiota intestinal e hospedeiro, contribuindo para o entendimento do
potencial terapéutico dos probioticos nas doengas relacionadas ao desequilibrio da microbiota
intestinal. Nesse sentido, estudos clinicos radomizados e controlados por placebo, que
utilizem, por exemplo, um niimero maior de participantes, devem ser realizados a fim de se

esclarecer a eficacia da terapia com probidticos contra as DII.
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CAPITULO I



INFLUENCIA DO CONSUMO DE UMA BEBIDA PROBIOTICA (Enterococcus
faecium CRL 183 e Bifidobacterium longum ATCC 15707) NA COLITE
QUIMICAMENTE INDUZIDA EM RATOS

RESUMO

Algumas cepas de microrganismos probidticos apresentam potencial para auxiliarem no alivio
dos sintomas das doencas inflamatorias intestinais (DII). Esse trabalho teve como objetivo
estudar o efeito da ingestao diaria de um produto a base de extrato aquoso de soja, fermentado
com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus 416 e com adi¢ao de
Bifidobacterium longum ATCC 15707, na colite induzida quimicamente em ratos e investigar
0s possiveis mecanismos associados. A colite foi induzida quimicamente, pela administracao
de dextran sulfato de sodio (DSS) a 4%, que foi dissolvido na 4gua fornecida diariamente aos
animais e administrado durante um periodo de sete dias. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em cinco grupos (n=10): 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). Grupo CLS: Animais com
colite quimicamente induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina). Ao longo do periodo
experimental de 30 dias foram monitorados os seguintes parametros: peso corporeo dos
animais, ingestao hidrica e alimentar, consisténcia e presenca de sangue oculto nas fezes,
composicao da microbiota fecal, sobrevivéncia gastrintestinal dos microrganismos probioticos
e concentragdo de poliaminas e dcidos graxos de cadeia curta (AGCC) nas fezes. No final do
protocolo, os animais foram eutanasiados e o intestino grosso foi removido para realizagdao
das analises macroscopica e histoldgica, assim como a determinagao de citocinas no colon. De
acordo com os resultados obtidos os animais que consumiram o produto probiodtico (CLF)
apresentaram reducdo dos sintomas da colite durante o periodo de indu¢do e menor grau de
inflamacao e ulceragdo no coélon e no reto, em relagdo aos animais dos grupos CL (p<0,01),
CLS (p<0,01) e CLP (p<0,05). As analises histologicas mostraram que o intestino grosso dos
ratos dos grupos CL e CLS apresentaram areas de ulceragdo e hiperplasia nas criptas, ausentes

nos animais que receberam o produto probidtico e o placebo. A investigacdo da composicao
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da microbiota fecal revelou que somente a ingestao do produto fermentado probiotico resultou
em aumento significativo na populagdo de Lactobacillus spp. (0,84 log,y UFC/g) e
Bifidobacterium spp. (1,35 log;o UFC/g) ao final do protocolo. O grupo CLF também
apresentou um aumento da amina espermidina e dos AGCC propionato e acetato, ao longo do
protocolo experimental. Em adi¢do, andlises bioquimicas e moleculares confirmaram a
sobrevivéncia intestinal da cepa Enterococcus faecium CRL 183 no grupo de animais que
ingeriu o produto fermentado. Os resultados obtidos neste estudo indicam que a ingestao
regular do produto fermentado probiodtico e, em menor grau do produto ndo fermentado

(placebo), podem reduzir o risco de desenvolvimento de colite ulcerativa em ratos.

Palavras-chave: produto fermentado de soja, probiodticos, microbiota intestinal, colite

ulcerativa, Enterococcus faecium, Bifidobacterium longum.
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INFLUENCE OF A PROBIOTIC BEVERAGE CONSUMPTION (Enterococcus
faecium CRL 183 AND Bifidobacterium longum ATCC 15707) ON CHEMICALLY
INDUCED COLITIS IN RATS

ABSTRACT

Some strains of probiotic microorganism have the potential to assist in relieving the
symptoms of inflammatory bowel disease (IBD). The aim of this study is to determine the
effects of daily ingestion of a product based on an aqueous extract of soybean, fermented by
Enterococcus faecium CRL 183 and Lactobacillus helveticus 416 with the addition of
Bifidobacterium longum ATCC 15707, on chemically induced colitis in rats and to investigate
the possible associated mechanisms. Colitis was induced chemically by 4% dextran sulfate
sodium (DSS), dissolved in the drinking water supplied to the animal, which was ingested
daily for a period of seven days. The animals will then be assigned randomly to four groups
(n=10): Group C: healthy animals that do not receive the products under study; Group CL:
animals with chemically induced colitis that do not receive the products under study; Group
CLF: animals with chemically induced colitis that receive the fermented product; Group
CLP: animals with chemically induced colitis that receive the non-fermented product
(placebo); Group CLS: animals with chemically induced colitis that receive sulfasalazine.
Throughout the trial period of 30 days the following parameters were monitored: body weight
of animals, daily water and food intake, consistency and presence of fecal occult blood, fecal
microbiota composition, gastrointestinal survival of probiotic microorganisms and
concentrations of polyamines and short-chain fatty acids in the faeces. At the end of the
treatment period the animals were euthanized and the intestine removed to perform
histological analysis of the colon and rectum, and determine the concentration of cytokines in
the colon. Animals that consumed the probiotic product (CLF) decreased symptoms of colitis
during the induction period and showed lower degree of inflammation and ulceration in the
colon and rectum compared to animals in groups CL (p < 0.01), CLS (p <0.01) and CLP (p>
0.05). Histological analyzes showed that large intestine of rats in groups CL and CLS showed
areas of ulceration and crypt hyperplasia, and this was absent in animals receiving the
probiotic product and placebo. The investigation fecal microbiota composition showed that

only ingestion of probiotic fermented product resulted in a significant increase in the
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population of Lactobacillus spp. (0.84 logl0 CFU/g) and Bifidobacterium spp. (1.35 logl0
CFU/g) at the end of the protocol. The CLF group also showed an increase in spermidine
amine and SCFA propionate and acetate, throughout the experimental protocol. Furthermore,
the intestinal survival of Enterococcus faecium CRL 183 in the group that ingested the
fermented product was confirmed by biochemical and molecular analyzes. This study
suggests that regular intake of probiotic fermented product and to a lesser extent the non-

fermented product (placebo) may reduce the risk of developing ulcerative colitis in rats.

Key-words: fermented soy product, probiotics, intestinal microbiota, ulcerative colitis,

Enterococcus faecium, Bifidobacterium longum.
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1. Introducio

As doencas inflamatorias intestinais (DII) apresentam um grande impacto na area de
saude, afetando aproximadamente 4 milhdes de pessoas no mundo inteiro. Elas englobam um
grupo de patologias complexas que afetam a integridade da mucosa intestinal, e as suas
formas mais comuns sdo a doenca de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI).
A origem das DII ainda nao foi completamente elucidada, mas acredita-se que fatores como
susceptibilidade genética, disbiose intestinal e sistema imunolédgico estejam envolvidos tanto

na iniciacao quanto na progressao da doenca (HANAUER, 2006; SHAHIDI et al., 2012).

Atualmente, diferentes cepas de microrganismos probidticos t€m sido estudadas como
uma alternativa para o alivio dos sintomas das DII, e os resultados obtidos sdo promissores
(GEIER et al., 2007; NANDA-KUMAR ef al., 2008; OSMAN et al., 2006; URONIS et al.,
2011). Os mecanismos envolvidos nos efeitos benéficos dos probidticos em relacdo as DII
incluem: reducdo de microrganismos patogénicos, modulacdo do sistema imune e producdo
de substancias envolvidas na proliferagdo e maturagdo celular, como AGCC e poliaminas,
entre outras. Medina e colaboradores (2007) concluiram que a cepa Bifidobacterium longum
ATCC 15707 ¢ capaz de modular beneficamente o sistema imune, através da producao de IL-
10, podendo ser utilizada no controle de DII. Um estudo recente mostrou que uma proteina
soluvel derivada de Lactobacillus rhamnosus GG (LGQ) foi capaz de melhorar a apoptose de

células epiteliais intestinais (YAN; POLK, 2012).

Diversos estudos relacionando DII e probioticos obtiveram resultados positivos
utilizando cepas de bactérias laticas liofilizadas, principalmente dos géneros Lactobacillus
spp. e Bifidobacterium spp. (CUI et al., 2004; PERAN et al., 2006; GIRISHKUMAR ef al.,
2012; OCON et al., 2013). Contudo, os microrganismos probidticos podem ser veiculados em
alimentos e consumidos diariamente como parte da dieta usual. Dessa forma, tais alimentos
também poderiam atuar na redu¢do do risco de desenvolvimento da patologia em individuos

susceptiveis.

Estudos anteriores mostraram que um produto desenvolvido em nosso laboratorio, a
partir do extrato aquoso de soja e fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e

Lactobacillus helveticus 416, apresenta propriedades funcionais importantes, merecendo
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destaque a capacidade de modulacdo do sistema imune, a alteracdo positiva da microbiota
intestinal e a reducdo no desenvolvimento do cancer de colon em ratos (CAVALLINI et al.,

2011; SIVIERI et al., 2008; VENDRAMINI, 2002).

Apoiados nos resultados anteriormente obtidos, hipotetizamos que o extrato aquoso de
soja, fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus 416 e com
adi¢dao de Bifidobacterium longum ATCC 15707, pode apresentar potencial para atuar na
reducdo do risco de desenvolvimento de DII. Nesse contexto, o presente trabalho propde a
investigacdo do efeito desse produto na colite induzida em ratos e a monitoragdo de

parametros importantes para a regeneracdo da mucosa, como concentracdo de poliaminas, de

AGCC e de citocinas.

2. Material e métodos
2.1 Material

Foram utilizadas amostras de extrato hidrossolivel de soja fermentado com indculo
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 (cedida pela
Universidade Federal de Vigosa).

2.2 Métodos
2.2.1 Obtengdo do Produto fermentado

O produto fermentado foi processado nas dependéncias da Unidade de Producdo e
Desenvolvimento de Derivados de Soja (UNIVERSOJA), do Departamento de Alimentos e
Nutricdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP, de acordo com a metodologia
descrita por Rossi et al. (1984). O indculo 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 (coadjuvante tecnologico). A fermentagdo foi realizada a 37°C até o produto

atingir pH 4,5. A cepa de Bifidobacterium longum ATCC 15707 foi adicionada apds o
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término do processo fermentativo, em quantidade calculada para alcancar 10° UFC/g de
produto. As células foram inoculadas em meio leite (10% leite em po, 1% de glicose, 0,5%
extrato de levedura), sendo a incubagao feita a 37°C/overnight, antes de serem adicionadas ao

produto.

A viabilidade das cepas Enterococcus faecium CRL 183, Lactobacillus helveticus 416
e Bifidobacterium longum ATCC 15707 foi determinada imediatamente apds o preparo (TO0) e
com sete dias de armazenamento a temperatura de refrigeragdo (5°C) (T1). Para a contagem
de Lactobacillus spp., Enterococcus spp. € Bifidobacterium spp. foram utilizados os meios
Lactobacilli Man Rogosa Sharpe Agar (Difco, Franca), M17 Agar (Difco, Franca), ¢ BIM-25
(Reinforced Clostridium Agar - Difco, Franga - com adigdo de acido nalidixico, sulfato de
polimixina B, sulfato de canamicina, acido iodoacético e cloreto trifenil tetrazolio),
respectivamente. As placas de MRS e M17 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 (SILVA
etal.,2007).

2.2.2 Obtencgdo do produto ndo fermentado (placebo)

O produto considerado placebo apresentou constitui¢do 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 adig¢do direta de acido latico, 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 utilizagdo.

2.3 Estudo em modelo animal

Foram utilizados ratos machos procedentes do Biotério Central da Unicamp (CEMIB),
“Specific Pathogen Free” (SPF), da linhagem Wistar, pesando, em média, 200g. Os animais
foram mantidos em caixas de polipropileno, em estante com sistema de filtracdo de ar e

controle de temperatura e umidade relativa do ar (23 £ 2°C; 60-70% umidade) e ciclos de 12
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horas com e sem luz (Alesco, Brasil) (Anexo 1). Todos os animais do protocolo receberam

agua e racdo (Presence, Brasil) ad libitum.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=10):

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 nio
fermentado (placebo).

Grupo CLS: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam o farmaco

sulfassalazina.

2.3.1 Inducdo e medida da colite

A colite foi induzida quimicamente, pela administracdo de dextran sulfato de soédio
(DSS - MP Biomedicals, EUA; PM= 36.000 — 50.000). O DSS (4%) foi dissolvido na agua

fornecida diariamente aos animais, € administrado durante um periodo de sete dias.

A severidade da colite foi medida, diariamente, seguindo metodologia proposta por
Murthy e colaboradores (1993) que leva em consideracdo trés parametros: perda de peso
corporal, consisténcia das fezes e presenca de sangramento oculto nas fezes (Tabela 1). Para a
determinagdo da presenga de sangue oculto nas fezes foi utilizado o kit comercial Hemoplus

(Newprov, Brasil).

Tabela 1 - Indice de atividade da doenca

Pontuacio do indice de atividade da doenca (IAD)

5 Perda de peso Consisténcia das
Pontuacao Sangue oculto/aparente
(%) fezes
0 Nenhuma Normal Negativo
1 las
2 5a10 Fezes pastosas Positivo
3 10220
4 > 20 Diarréia Sangue aparente

Adaptado de MURTHY e colaboradores (1993)
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2.3.2 Administragdo dos produtos

Os animais dos grupos fermentado probidtico (CLF) e placebo (CLP) receberam
diariamente, por gavagem, no periodo da manha, 2,0mL dos produtos em estudo (quantidade
suficiente para garantir a ingestdo diaria de 10UFC dos microrganismos probidticos). A
administracao dos produtos foi iniciada sete dias antes da indugdo da colite e se estendeu por
16 dias apds o periodo de indugdo (sete dias), totalizando 30 dias de tratamento. Os animais
do grupo Sulfassalazina (CLS) receberam o farmaco (Sigma, EUA) diariamente, por gavagem
(100mg/kg/peso, dissolvido em 2,0mL de agua esterilizada), ap6s a indugdo da colite, ou seja,
a partir do 14° dia (Figura 1). Os animais dos grupos Controle (C) e Colite (CL) receberam

diariamente, por gavagem, a mesma quantidade de dgua esterilizada (2,0 mL) (Anexo 2).

Figura 1 - Esquema de indugdo da colite e administracio dos produtos durante o periodo
experimental.

Administragdo Administragdo dos produtos
dos produtos ¢ sulfassalazina
—
" ~ ]
0 07 14 21 30
1 | | | | |
] ! | | 1 1
TO Tl T2 T3 T4
Eutanasia
Adaptagiio 10 dias Indugdo e

administrag¢do
dos produtos

2.3.3 Avaliacdo do colon

Apo6s 30 dias de experimento, os animais foram eutanasiados em camara de CO,. Foi
realizada laparotomia e o colon e o reto foram removidos e abertos longitudinalmente para

posterior analise macroscopica e histologica.

2.3.4 Avaliagdo Macroscopica

As amostras do intestino grosso dos diferentes grupos experimentais foram
fotografadas para andlise macroscopica e analisadas segundo metodologia adaptada de Bell e

colaboradores (1995) e Camuesco e colaboradores (2005), que leva em consideragdao a

60



extensao e severidade do dano no tecido. Cada amostra recebeu uma pontuacao de 0 a 10 de

acordo com o dano macroscépico visivel (Tabela 2).

Tabela 2 - Critério para avaliagdo macroscopica de dano no célon.

Pontuacao Critério
0 Sem dano
1 Hiperemia, sem ulceras
2 Ulcera linear sem inflamagao significativa
3 Ulcera linear com inflamagéo em um local
4 > 2 locais de inflamagao/ulceracao
5 > 2 locais de inflamagdao e ulceragdo ou um

local de inflamag¢ao/ulceracao com mais
de 0,1cm ao longo do cdlon

6a10 Se o dano for maior que 2cm ao longo do
c6lon, considerar 1 ponto a mais para cada

cm em questao.
Adaptado de Bell e colaboradores (1995)

2.3.5 Avaliagdo Histologica

Para a avaliacdo dos achados histologicos, as amostras foram fixadas por imersao em
formaldeido 10%, lavadas em agua corrente por 24 horas e armazenadas em alcool 70° GL.
Posteriormente as amostras foram rotineiramente processadas e embebidas em parafina.
Cortes de aproximadamente Sum foram montados em laminas de vidro, corados com

hematoxilina/eosina e analisados em microscopio optico (NANDA-KUMAR et al., 2008).

2.3.6 Avaliagdo Microbiologica

A composi¢dao da microbiota fecal foi analisada no inicio do experimento (TO - antes
da administracdo dos produtos); uma semana apos a ingestdo dos produtos (T1); apds a
inducdo da colite (T2), uma semana ap6s o término da inducdo da colite (T3) e no final do
experimento (T4). 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 para analise posterior.
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A analise da composicdo da microbiota fecal foi baseada na determinagdo da
populagdo de bactérias pertencentes aos gé€neros: Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
enterobactérias, Bacteroides spp., Clostridium spp. e Enterococcus spp. As amostras de fezes
foram diluidas e inoculadas em meios de cultura seletivos: Lactobacillus spp. - dgar Man
Rogosa Sharpe, 37°C/48h, anaerobiose (YOSHIOKA, ISEKI & FUIJITA, 1983);
Bifidobacterium spp. - BIM-25; 37°C/72h, anaerobiose (MUNOA & PARES, 1988);
enterobactérias - dgar MacConkey; 37°C/48h (BRIGIDI et al., 2001); Bacteroides spp. - agar
Bacterdides Bile Esculina; 37°C/72h, anaerobiose (LIVINGSTON, KOMINOS & YEE,
1978); Clostridium spp. - Reinforced Clostridium Agar, 37°C/48h, anaerobiose (MARZOTTO
et al., 20006); Enterococcus spp. - agar KF Streptococcus; 37°C/48h (EDLUND et al., 2000).

2.3.7 Determinacdo de aminas bioativas

As aminas (cadaverina, putrescina, espermina e espermidina) foram extraidas com
acido tricloroacético a 5%, separadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por
parcamento de ions em coluna de fase reversa e quantificadas por fluorimetria, apos
derivatizacdo pds-coluna com o-ftalaldeido. Condi¢des cromatograficas: coluna C18 (300 mm
x 3,9 mm x 10um), fluxo de 0,8mL/minuto, volume de injecdo de 10uL, detector
fluorimétrico a 340 nm de excitacdo e 445nm de emissdo. Foram empregadas duas fases
moveis: A=acetato de sodio 0,2M e octanossulfonato de sodio 15mM (pH 4,9); B=acetonitrila

(CIRILO et al., 2003; GLORIA et al., 2005).

2.3.8 Determinacdo de citocinas

As amostras de colon foram pesadas, homogeneizadas por um minuto em tampao
fosfato e centrifugadas (10.000g x 4°C x 5 minutos). A concentra¢do de IL-1p, IL-6 IL-10,
TGF-B e TNF-a foi determinada no sobrenadante, utilizando kits comerciais (OSMAN et al.,
2006).
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2.3.9 Determinacdo de dacidos graxos de cadeia curta (AGCC)

A concentragdo de 4acidos graxos de cadeia curta nas fezes foi determinada por
cromatografia gasosa (CG), segundo metodologias descritas por Van de Wiele e
colaboradores (2004) e Zhao, Nyman e Jonsson (2006), com modificagdes e expressa como
total de acetato, butirato e propionato. Condi¢des cromatograficas: coluna DB-FFAP; taxas de
fluxo de hidrogénio, ar e nitrogénio como gas de maquiagem foram 30, 300 e 20 mL/minuto,
respectivamente; fluxo de 20mL/minuto e volume de inje¢do de 1uL. O tempo de execugdo de

cada analise foi de 17,5min (VAN DE WIELE et al.

2.3.10 Determinacgdo da sobrevivéncia intestinal dos microrganismos probioticos

A confirmacao do género Enterococcus spp. foi feita em meio agar bile esculina azida,
para todas as colonias com morfologias distintas. Para a identificagdo das espécies de
Enterococcus spp. e Bifidobacterium spp. foram utilizados os kits API-20 Strep e API

50CHL, respectivamente (Biomérieux, Franca).

Colonias com identifica¢do positiva para E. faecium e B. longum foram submetidas a
confirmacao de espécie por PCR. A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando-se o

Kit DNeasy Blood & Tissue (Quiagen, EUA).

PCR Enterococcus faecium

Primers: Enf 1 (5-ATTACGGAGACTACACACTTTG-3) e Ent 2 (5%
TAGCCATAGAAGTTACATCAAG-3%), referentes a regido 16S-23S rRNA. Condicdes de
reagiio: 1,5mmol.L"' de MgCL,, 100pmoL de desoxiribonucleotideos, 1pumol de cada primer,
2 ng de DNA genomico e 2U de enzima Taq DNA polimerase, em um volume final de 50 pL.
Parametros para a amplificacido: 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 30 segundos a 53°C e 1
minuto a 72°C. O programa também incluiu a pré-incubagdo a 94°C por 1 minuto, 1 minuto a

72°C e extensao final a 72°C por 5 minutos (LANGA et al., 2003; CANO et al., 2007).
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PCR Bifidobacterium longum ATCC 15707

Primers:  BiLON-1  (5“TTCCAGTTGATCGCATGGTC-3*) e BiLON-2 (5
GGGAAGCCGTATCTCTACGA-3%) - 16S rRNA. Condi¢des de reaciio: 1,5 mmol.L" de
MgCL,, 200 pumoL de desoxiribonucleotideos, 0,25mM de cada primer, 2 ng de DNA
genomico ¢ 0.9 U de enzima Taqg DNA polimerase, em um volume final de 25 pL.
Parametros para a amplificacido: um ciclo de 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de 20 segundos a
94°C, 20 segundos a 55°C, 30 segundos a 72°C e, finalmente, um ciclo de 5 minutos a 72°C
(MATSUKI et al., 1999).

Os produtos finais foram separados utilizando gel de eletroforese com 1,5% de agarose
em tampao TAE (Tris 40mM, acido acético glacial 0,11% e EDTA 1mM), corados com

brometo de etidio e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.

3. Analise Estatistica dos Resultados

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e teste de médias
de Tukey. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa para andlise estatistica

Biostat 5.0, sendo adotado o nivel minimo de 5% de significancia (p<0,05).

4. Resultados e Discussao

O produto probidtico administrado aos animais do grupo CLF foi fermentado com um
in6culo misto de Lactobacillus helveticus 416 e Enterococcus faecium CRL 183, no entanto,
apenas este ultimo teve suas propriedades funcionais comprovadas em estudos in vivo e in
vitro (SHIGUEMOTO et al., 2007; REDONDO, 2008; BEDANI et al., 2011; CAVALLINI et
al., 2011, SIVIERI et al., KINOUCHI et al., 2012). A utilizacdao de Lactobacillus helveticus
416 se justifica, at¢ o momento, por razdes tecnologicas. A cepa de Bifidobacterium longum
ATCC 15707 foi adicionada ao produto devido as suas propriedades imunomoduladoras

(MEDINA et al., 2007).
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Durante as quatro semanas do protocolo, o produto fermentado probidtico apresentou

8
populagdo superior a 10 UFC/g (8 log;0UFC/g) dos trés microrganismos analisados, nimero
considerado adequado para que os mesmos exer¢am seus efeitos probidticos (ANVISA, 2008;

ROBERFROID, 1999).

4.1 Estudo em modelo animal
4.1.1 Inducdo e medida da colite

O comportamento dos animais dos diferentes grupos foi comparado para constatagao
do desenvolvimento da patologia, durante os sete dias de indugdo (T2). Nao houve diferenga
estatistica (p<0,05) entre os grupos em relacdo a ingestdo hidrica e alimentar (dados ndo
apresentados). Os grupos de animais que receberam dextran sulfato de soédio (CL, CLP, CLF e
CLS) apresentaram sinais de presenca de retocolite, indicada, principalmente, pelo aumento
do indice de atividade da doenga (IAD) durante o periodo de inducao (Tabela 3).

A determinagdo do indice de atividade da doenga foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Murthy et al. (1993), que leva em consideragcdo peso corporal dos
animais, consisténcia das fezes e presenca de sangue oculto nas fezes, durante o periodo de
indugdo (Tabela 1).

Os animais do grupo controle ndao apresentaram perda de peso, alteragdo na
consisténcia das fezes e presenga de sangue oculto nas fezes, durante os sete dias de
tratamento. Por outro lado, os animais dos grupos que recebiam agua com adicdo de 4% de
DSS apresentaram perda de peso corporal e/ou fezes com consisténcia alterada (pastosa e
diarréia) e/ou presenca de sangue oculto e aparente nas fezes a partir do terceiro dia da
indugdo. Esses resultados sdo compativeis com o de outros autores que utilizaram o mesmo
método de indugdo (GEIER et al., 2007; MALAGO & NONDOLI, 2008; OSMAN et al.,
2006; OZAKI et al., 2012).

Vale destacar que o grupo de animais que consumiu o produto a base de soja
probidtico (CLF) apresentou menor alteragdo nos parametros avaliados durante o periodo de
indugdo, caracterizado pela menor perda de peso, consisténcia normal das fezes até o 4°dia e
presenca de sangue oculto ou aparente nas fezes somente nos dias 6 e 7. Esses resultados

indicam um possivel efeito protetor da bebida probiotica em estudo.
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Tabela 3 - indice de atividade da doenga por grupo durante o periodo de indugio

Periodo C CL CLF CLP CLS
de
inducio C(;)ns. SO/ Cons. SO/ C(;)ns. SO/ Cons. SO/ C(;)ns. SO/
(dias) Perda das Perda d Perda 9as Perda d Perda das
de fezes ¢\ IAD (e . a8 gA IAD ge fezes ¢, IAD e . a8 go IAD e fezes ¢, IAD
peso peso czes peso peso ezes peso
(%) (%)* (%) (%) (%)
0 0 N - 0 0 N - 0 0 N - 0 0 N - 0 0 N - 0
1 0 N - 0 0 N - 0 0 N - 0 0 N - 0 0 N - 0
2 0 N - 0 0 P - 2 0 N - 0 0 N - 0 0 P - 2
3 0 N - 0 0,05 P - 2 1,29 N - 1 1,33 P - 3 0 P SA 6
4 0 N - 0 0 P SA 6 0 N - 0 0 P - 2 0 P SA 6
5 0 N - 0 0 P SA 6 0 P - 2 2,33 P SA 7 0,23 P + 4
6 0 N - 0 0,14 D SA 8 0 P SA 6 0 P SA 6 1,24 D SA 9
7 0 N - 0 0 D SA 8 0,05 P + 4 0,83 P + 4 1,19 D + 7
Total 0 32 13 22 34

*Percentual de perda de peso medido em relagdo ao dia anterior.

Consisténcia das fezes: N=normal, P=pastosa, D=diarréia. SA: sangue aparente, SO: sangue oculto. (+): presenca de sangue oculto, (-): auséncia de sangue oculto.
Grupo C: Animais sadios que ndo receberam os produtos em estudo. Grupo CL: Animais com colite quimicamente induzida e que nio 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). Grupo CLS: Animais com colite quimicamente induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).
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4.1.2 Avaliagdo Macroscopica

Através da analise macroscopica, ilustrada na Figura 2, foi possivel constatar que o
colon e o reto dos animais dos grupos CL e CLS apresentaram areas edemaciadas e ulceradas
ao longo do intestino. No grupo que recebeu o produto placebo (CLP) foram constatadas areas
edemaciadas, sem a presenga de ulceragdes. Os intestinos dos animais dos grupos controle e
CLF nd3o apresentaram areas edemaciadas ou ulceras visiveis como nos outros grupos
induzidos a colite, indicando que o consumo do produto fermentado de soja em estudo

auxiliou na manutencdo da integridade da mucosa intestinal.

Figura 2 - Analise macroscopica do célon e reto dos diferentes grupos de animais.

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 nido fermentado (placebo). Grupo CLS: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).

1 e 3: regides com edema; 2 e 4: regides com ulceragdes.
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O efeito benéfico do probidtico fica evidente na andlise macroscopica dos tecidos
utilizando a escala proposta por Bell e colaboradores (1995). De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 4, o grupo de animais que consumiu a bebida probiotica apresentou
um menor grau de inflamagdes e/ou ulceragdes em relagdo aos demais grupos induzidos,
diferindo significativamente dos grupos CL e CLS (p<0,01). A relagdo peso/comprimento do
intestino grosso também ¢ um parametro usualmente avaliado para verificar a severidade da
colite, pois a doenca geralmente resulta em um coélon edemaciado e encurtado por conta dos
danos causados. Nao foram verificadas alteragdes na relagao peso/comprimento do intestino
grosso entre os diferentes grupos experimentais (p<0,05), porém ¢ possivel observar que a
relacdo no grupo CL foi a mais elevada em ntimero absoluto, indicando um dano maior nos
tecidos desse grupo. Vale ressaltar ainda que o grupo CLF apresentou uma relacio muito
proxima ao grupo controle, o que pode estar relacionado ao efeito protetor da bebida

probidtica.

Tabela 4 — Andlise macroscopica dos danos ao longo do coélon e do reto

Grupo Pontuacio Célon (mg/cm)
C 0 127,06*£14,62
CL 3,44*+0,73 142,03%+18,85
CLF 0,80°+0,63 128,90%£15,74
CLP 1,20°+0,87 135,93%15,03
CLS 2,20°+0,97 127,39°49,09

Pontuagdo de cada grupo foi determinada segundo critério descrito por Bell e colaboradores (1995)
(Tabela 2). Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo. Médias com letras iguais na
mesma coluna ndo diferem entre si. A andlise estatistica foi feita entre os grupos induzidos a colite.
Grupo C: Animais sadios que nio 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). Grupo CLS: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).

Os danos na mucosa do intestino grosso sdo frequentemente avaliados como
indicadores do grau de inflamacdo do tecido, e a hiperplasia das criptas pode ser um
mecanismo compensatorio para a perda de criptas causada pelas ulceragdes (GEIER et al.,

2007; HOWARTH et al., 2008; VOWINKEL et al., 2004,).
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4.1.3 Avaliacdo Histologica

A andlise histologica confirmou o efeito benéfico do produto probidtico, uma vez que,
foram encontradas no material proveniente dos grupos CL e CLS, regides de ulceragao,

inflamacao e criptas alteradas, ausentes nos animais dos grupos C e CLF.

Os intestinos dos animais que receberam o produto fermentado (CLF) apresentaram
um infiltrado de células decorrentes da inflamacdo do tecido, ndo sendo evidenciadas
alteracdes nas criptas e no epitélio e regides de ulceragdo, sugerindo que o probiodtico pode ter

amenizado a gravidade da inflamag¢do induzida quimicamente com dextran sulfato de sodio.

Um estudo comparou o efeito de quatro microrganismos com potencial probidtico na
colite induzida quimicamente (DSS) em ratos, ¢ os resultados mostraram que Lactobacillus
fermentum BRI11, foi capaz de atenuar uma colite moderada nos animais induzidos. O
microrganismo reduziu o indice de atividade da doenga, preveniu o encurtamento do célon,
aumentou o ganho de peso dos animais e diminuiu o risco de hiperplasia nas criptas (GEIER

et al.,2007).

Outros estudos ndo foram capazes de mostrar o efeito positivo de probidticos no
desenvolvimento da colite. Estudo conduzido por Zhou e colaboradores (2012) verificou o
efeito da cepa probiotica Lactobacillus crispatus M206119 no desenvolvimento de colite em
camundongos, induzida pela administracdo de DSS. Os animais tratados com a suspensdo do
microrganismo apresentaram maior gravidade da colite em relacdo ao grupo controle, maior
perda de peso, diarréia, sangue nas fezes, diminuicdo do comprimento do colon, maior dano
histologico e infiltrado de neutrofilos (ZHOU et al., 2012). Tal fato indica que o efeito de
microrganismos probioticos € cepa especifico e, em alguns casos, pode exacerbar processos
patologicos. Logo, sdo necessarios diferentes estudos da eficacia das cepas bacterianas em

modelos animais, antes de serem testadas em seres humanos (GEIER et al., 2007).

No presente estudo, a andlise histologica mostrou que o intestino grosso dos animais
que consumiram o produto ndo fermentado (placebo), ndo apresentou areas de ulceragdo ou
criptas alteradas, sugerindo um efeito protetor do produto a base de soja em relagdo ao
desenvolvimento da colite. Os efeitos positivos observados nos animais do grupo placebo
podem ser, parcialmente, explicados pela composi¢do do produto a base de soja, e

consequentemente, pela presenca de componentes bioativos dessa leguminosa, com especial
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destaque para as isoflavonas, que possuem acdo anti-inflamatéria bem documentada

(GARCIA-LAFUENTE et al., 2009; MOUSSA et al., 2012).

Um estudo conduzido por Jiang e colaboradores (2011), utilizou camundongos para
verificar o efeito da dieta contendo caseina, proteina de soja ou proteina de soro de leite e da
cepa de Lactobacillus rhamnosus GG, na colite induzida por DSS. Os resultados obtidos
indicam que a proteina da soja atenuou o grau de inflamag¢do e a expressdo de TNFa,
independentemente da presenca do probidtico. A lunasina, um peptideo bioativo presente na

proteina da soja foi relacionada ao efeito anti-inflamatorio observado.

A sulfassalazina, composta pela unido do 4acido 5-aminosalicilico (molécula
biologicamente ativa) e do radical sulfapiridina, ¢ um farmaco analgésico anti-inflamatério-
nao-esteroidal (AINE), da classe dos salicilatos, amplamente utilizado para o tratamento de
retocolite ulcerativa média e moderada (TRAVIS et al, 2008). O aparecimento de efeitos
colaterais e reagdes alérgicas sdo comuns com o uso desse medicamento ocorrendo em mais
de um terco dos pacientes que recebem dose de manutencdo do farmaco e em metade dos que
recebem doses terapéuticas (GISBERT, 2002). O mecanismo de agdo da sulfassalazina inclui
reducdo na produgcdo de interleucina 1f, inibigdo da migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares, da lipoxigenase das células e da producdo dos leucotrienos pro-
inflamatérios (LTB4 e 5-HETE) pelos macrofagos da parede intestinal e de prostagladinas
(MAHIDA et al., 1991; PODOLSKI, 2002). No presente estudo a sulfassalazina nao foi capaz
de controlar o processo inflamatorio caracteristico da colite ulcerativa, uma vez que o
intestino dos animais que receberam esse farmaco apresentou caracteristicas semelhantes ao
grupo induzido com DSS e que ndo recebeu tratamento (CL). Uma possivel explicacdao para o
resultado obtido seria o curto periodo de tratamento (16 dias), uma vez que a administragao

do farmaco ocorreu somente ap6s a indugdo da colite.

Na figura 3 estdo apresentadas as imagens microscopicas do colon e reto dos animais

em estudo.
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Figura 3 - Fotomicrografias representativas do colon dos animais dos diferentes grupos
experimentais, corados com hematoxilina/ eosina.

Gl

CLE

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 ndo fermentado (placebo). Grupo CLS: Animais com colite quimicamente
induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina). Aumento de 100x e 400x.

1: Epitélio sem alteragdes; 2 e 5: epitélios com interrupgdo da cripta, caracterizando uma regido de ulceragéo; 3 e
4: regides com um infiltrado de células inflamatorias, porém sem alterag@o na cripta.
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4.1.4 Avaliacdo Microbiolégica

Estudos clinicos e experimentais em diferentes modelos indicam que ¢ de extrema
importancia conhecer a composicao da microbiota intestinal caracteristica da patologia, pois
tal fato pode contribuir para um melhor entendimento da etiologia da colite ulcerativa
(NEMOTO et al., 2012). A patogénese da doenca ainda ndo foi completamente elucidada,
contudo pesquisas indicam que ocorre uma intolerancia a determinadas bactérias comensais
da microbiota, provocando assim um desequilibrio na resposta imunoldgica que resulta no
desenvolvimento das doengas inflamatorias intestinais (ETTREIKI et al., 2012; SEKSIK et
al., 2003).

Uronis e colaboradores (2011) verificaram o efeito de uma mistura de diversos
microrganismos probiodticos (VSL#3) na microbiota intestinal de ratos induzidos a colite por
acido 2,4,6-tri-nitro-benzeno-sulfonico (TNBS). O estudo mostrou uma reducao significativa
no grau de colite cronica em ratos que recebiam os probiodticos em relagdo ao grupo controle.
Além disso, os resultados indicam uma correlacdo negativa entre o grau de inflamagdo da

colite e a diversidade dos microrganismos da microbiota intestinal.

No inicio do protocolo a composicdo da microbiota dos animais pertencentes aos
diferentes grupos experimentais mostrou-se significativamente diferente (p<0,05) para a
maioria dos géneros estudados. Dessa forma, a comparacdo entre tempos mostrou-se mais
relevante para acompanhar possiveis modificagdes na composi¢cdo da microbiota durante o
experimento. Apesar de ter sido realizada a andlise estatistica dos dados obtidos da
composi¢ao da microbiota fecal (p<0,05), consideramos que variacdes menores que meio
ciclo logaritmico (0,5 log;oUFC/g) ndo apresentam significado do ponto de vista
microbioldgico (BEDANI et al., 2013). Diferencas menores que meio ciclo logaritmico

podem ser decorrentes de variagdes na propria analise.

Na tabela 5 estdo apresentados os resultados da populagcdo de Enterococcus spp.

presente nas fezes dos diferentes grupos experimentais ao longo do protocolo.
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Tabela 5 - Populagido de Enterococcus spp. (log;gUFC/g)

Grupos T0 T1 T2 T3 T4
C 5,67+£0,03*  5,0840,04° 5,76+0,01° 5,30+0,04° 5,83+0,16"
CL 6,34+0,06"  4,66+0,08° 5,98+0,08" 5,18+0,10% 5,56+0,04°

CLF 6,04£0,01°  6,06£0,06° 6,40+0,11°  5,72+0,11° 5,59+0,10°
CLP 5,56£0,04°  4,13+0,00° 4,80+0,45° 5.81+0,04* 6,04+0,02°
CLS 5,90+£0,01°  6,03+0,06° 5,81+0,09° 4,73+0,02° 5,85+0,06"

Meédias com letras iguais da mesma linha ndo 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). Grupo CLS: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).

TO0= antes da administragdo dos produtos (periodo de adaptagdo), T1= uma semana apos a ingestdo dos
produtos, T2= periodo de indugdo da colite, T3=uma semana apds o término da indu¢do da colite, T4=
final do experimento.

Os resultados mostram que o grupo controle (C) manteve uma populacdo na ordem de
10°UFC/ g durante todo o experimento, enquanto os grupos restantes que receberam o indutor
DSS variaram a ordem de grandeza. A populagdo de Enterococcus spp. do grupo que recebeu
o produto fermentado contendo microrganismo probidtico Enterococcus faecium CRL183
(CLF) manteve-se estavel até o final do periodo de inducdo (T2, variacdo de 0,36
log9)UFC/g). No entanto, no final do protocolo (T4) observou-se uma pequena redugdo na
populagdo desse género no mesmo grupo experimental, apesar dessa redugao ter sido inferior

a meio ciclo logaritmico (0,45 log;0UFC/g).

A redugdo da populacao de Enterococcus spp. no grupo que recebeu o produto
fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 (CLF), apesar de baixa, ndo era esperada.
Porém, o género Enterococcus spp. compreende varias espécies de microrganismos, algumas
delas sendo inclusive consideradas patogénicas (FRANZ et al., 2011) e as alteragdes
observadas ndo significam, necessariamente, reducdo da espécie probiodtica. A confirmagao
dessa hipotese sera possivel através da realizagdo de testes bioquimicos e moleculares,

propostos na proxima etapa do estudo.

Em 2010, Bedani e colaboradores verificaram aumento da populagdo de Enterococcus
spp. em ratos alimentados com um produto a base de soja, fermentado com E. faecium CRL
183 ou com a cultura pura de E. faecium CRL 183. No entanto, os animais que consumiram o

produto fermentado de soja esterilizado também apresentaram um aumento do género
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Enterococcus spp., indicando que, provavelmente, o processo fermentativo produz

determinados metabdlitos que influenciam na populagdo deste género de microrganismos.

Um estudo feito por Cavallini e colaboradores (2011) utilizou o mesmo produto
fermentado de soja (Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus 416) para
verificar a relagdo entre a microbiota fecal de coelhos ¢ fatores de risco de doengas
cardiovasculares. Apos 60 dias de experimento, verificou-se, através de andlises
microbioldgicas e de testes bioquimicos e moleculares, um aumento na populacdo de
Enterococcus faecium nos animais que receberam o produto fermentado de soja, indicando

assim, uma persisténcia do microrganismo probiotico na microbiota durante esse periodo.

Enquanto existem géneros bacterianos potencialmente patogénicos, outros sao
considerados benéficos para o hospedeiro, como Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.,
que tém sido apontados como importantes microrganismos com atividades
imunomoduladoras e anticarcinogéncias (BEDANI et al., 2010; BOURLIOUX et al., 2003;
CAVALLINI et al., 2011; KAUR et al., 2002).

Os resultados apresentados na Tabela 6 indicam que a variagdo na populagdo de
Lactobacillus spp., em todos os grupos, ao longo do protocolo experimental foi inferior a um
ciclo logaritmico. Durante o periodo de indugdo (T2) os grupos CLF, CLP e CLS
apresentaram um aumento na populag¢do de Lactobacillus spp., em relacdo ao periodo anterior
(T1), indicando que o indutor dextran sulfato de sodio ndo influencia negativamente a
viabilidade desse género de microrganismo nos grupos que receberam tratamento. E
interessante observar que, no final do protocolo (T4), o grupo que recebeu o produto
fermentado probiodtico (CLF) exibiu o maior aumento na populacdo de Lactobacillus spp.
(0,84 log;oUFC/g) em relacao ao inicio do experimento (T0), sugerindo um efeito benéfico do
produto em questdo. Essa variacdo pode ser explicada, ao menos parcialmente, pela presenca

de Lactobacillus helveticus 416 no produto fermentado.
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Tabela 6 - Populagio de Lactobacillus spp. (log;UFC/g)

Grupos T0 T1 T2 T3 T4

C 6,83+0,08°  6,09+0,09° 6,43+0,05° 5,78+0,02¢ 6,45+0,02°
CL 6,65+0,00° 6,47£0,05° 6,76+0,01° 5,95+0,08° 6,41+0,01°
CLF 6,04+0,01¢  5.86+0,04° 6,62+0,01° 6,52+0,01° 6,88+0,02°
CLP 6,45+0,05% 5,79+0,05° 6,56+0,07° 6,4240,02° 6,86+0,04°
CLS 6,47+0,02°  6,03+0,06° 6,80+0,08" 6,45+0,02° 6,81+0,10°

Meédias com letras iguais da mesma linha ndo 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). Grupo CLS: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).

TO0= antes da administragdo dos produtos (periodo de adaptagdo), T1= uma semana apos a ingestdo dos

produtos, T2= periodo de indugdo da colite, T3=uma semana apds o término da indu¢do da colite, T4=

final do experimento.

Estudo anterior, utilizando coelhos como modelo animal, mostrou que a ingestao
regular do produto probiotico a base de soja, fermentado com Enterococcus faecium CRL183
e Lactobacillus helveticus 416, sem adi¢ao de Bifidobacterium longum ATCC 15707, também
provocou aumento (1,27 log;oUFC/g) na populagao fecal de Lactobacillus spp. (CAVALLINI

etal., 2011).

Estudo conduzido por Peran e colaboradores (2006) verificou o efeito da
administracdo de Lactobacillus fermentum 5716, uma cepa isolada do leite materno, na
microbiota intestinal de ratos com colite induzida pelo 4cido trinitrobenzenosulfénico. No
final do experimento, os animais com colite induzida e que receberam o probidtico
apresentaram populagdo de Lactobacillus spp. superior a do grupo de animais com colite e
sem tratamento. Nao foram verificadas alteragdes significativas na populagdo de
Bifidobacterium spp. e de bactérias potencialmente patogé€nicas como as pertencentes ao

grupo coliformes e enterobactérias.

O uso de probidticos para diminuir ou tratar infec¢des bacterianas ¢ uma area de
pesquisa bastaste explorada nos tempos atuais (VENTURA et al.,, 2009). Bullock e
colaboradores (2004) concluiram que pacientes com colite ulcerativa ativa ou em remissao
apresentavam redu¢@o na populacdo de Lactobacillus spp. Em 2009, Wine e colaboradores
realizaram um estudo in vitro para avaliar a capacidade de cepas do género Lactobacillus spp.
reduzirem a invasao de células epiteliais pelo microrganismo Campylobacter jejuni, uma vez

que tal espécie ¢ a causa bacteriana mais comum de enterocolite em seres humanos. Os
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resultados do estudo indicam que a cepa L. helveticus R0052 foi eficiente em reduzir a
invasdo de células epiteliais por duas cepas de C. jejuni. Embora essas condi¢des nao ilustrem
o cenario de modelos in vivo, este resultado oferece uma oportunidade valiosa para estudar a
interacdo entre um patdogeno entérico € um microrganimo potencialmente benéfico,

contribuindo assim para estudos posteriores em diferentes modelos.

Estudos apontam que o aumento da populagdo de Bifidobacterium spp. no cédlon
geralmente traz beneficios ao seu hospedeiro, como a modulagio do sistema imune, a
produg¢do de AGCC e redug¢do do pH intestinal. Além disso, esse género também estd
relacionado com a inibicdo da multiplicacdo de microrganismos patogénicos (MITSUOKA,
1990). Por outro lado, Mylonaki e colaboradores (2005) verificaram reducdo na populacio de
Bifidobacterium spp. associada ao epitélio retal de pacientes portadores de colite ulcerativa,

em comparagdo com pacientes controle.

De acordo com os resultados da Tabela 7, é possivel observar que os grupos C, CL e
CLS apresentaram reducdo de aproximadamente um ciclo logaritmico na populacdo de
Bifidobacterium spp. ao longo do protocolo experimental, enquanto o grupo CLP ndo
apresentou variagdo relevante durante o mesmo periodo. O grupo que consumiu o produto
probidtico (CLF) apresentou um aumento significativo na populacao de Bifidobacterium spp.
de mais de um ciclo logaritmico (1,35 log;oUFC/g) durante o protocolo, provavelmente

decorrente da adi¢ao deste género no produto.

Tabela 7 - Populacdo de Bifidobacterium spp. (log,0UFC/g)

Grupos T0 T1 T2 T3 T4

C 7,02+0,00°  6,58+0,05°  6,36+0,10°  6,34+0,08°  5,99+0,02°
CL 6,92+0,01*  5,96+0,05° 6,52+0,02° 5,92+0,01° 5,75+0,09°
CLF 5,11+0,01°  6,00+0,20°  6,53+0,08"  6,40+0,03"  6,46+0,05
CLP 5,90+0,01° 5,37+0,07° 5,9240,04° 6,39+0,04° 6,17+0,10
CLS 6,78+0,01*  6,01+0,11°  539+0,06° 5,70£0,02° 5,85+0,06™

Meédias com letras iguais da mesma linha ndo 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). Grupo CLS: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).

TO0= antes da administragdo dos produtos (periodo de adaptacdo), T1= uma semana apos a ingestdo dos
produtos, T2= periodo de indugdo da colite, T3=uma semana apds o término da indu¢do da colite, T4=
final do experimento.
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Estudos anteriores reportaram um aumento da populacdo de Bifidobacterium spp. em
animais que consumiram o mesmo produto fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus helveticus 416, sem adicao de Bifidobacterium. longum, sugerindo que os
microrganismos probioticos atuam modulando beneficamente a microbiota fecal (BEDANI et

al., 2010, CAVALLINI et al., 2011).

Em 2011, Messaoudi e colaboradores investigaram os possiveis efeitos do consumo de
probidticos em animais ¢ humanos que sofriam de ansiedade, depressdo e estresse, pois
estudos anteriores deste mesmo grupo de pesquisa relacionaram esses sintomas com casos de
distarbios ou doengas inflamatorias intestinais. Foi verificado que o consumo de uma
formulagdo probiotica (L. helveticus R0052 e B. longum RO175), combinado ao tratamento
psicologico, foi capaz de reduzir os sintomas estudados e, indiretamente, reduzir a incidéncia
de DII. Tal fato pode ser atribuido a diminui¢do de microrganismos patégenos na microbiota
intestinal, diminuic¢ao de citocinas pro-inflamatérias € da comunicagdo com o sistema nervoso
central através de fibras sensoriais vagais e neurotransmissores (FORSYTHE et al., 2010;

RAMIAH et al., 2008; YAN & POLK, 2002).

Estudos anteriores apontam que a diminui¢ao da populagdo de Clostridium spp. pode
trazer beneficios ao organismo, pois a atividade metabolica ou o carater patogénico de
algumas espécies podem ser prejudiciais a satide do hospedeiro (BEDANI et al., 2010;
MONTESI et al., 2005). Além disso, bactérias do género Clostridium spp. e Bacteroides spp.
estdo comumente relacionadas a processos inflamatérios intestinais (BEDANI et al., 2010;

GUARNER ez al., 2003).

No presente estudo observou-se pouca variagdo na populacao de Clostridium spp. em
todos os grupos induzidos ao final do experimento (inferior a meio ciclo logaritmico), ou seja,
a administragdo do produto probiodtico ndo influenciou a populagdo desse género de bactéria
(Tabela 8). Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos anteriormente por nosso grupo de

pesquisa, em estudo que utilizou coelhos como modelo animal (CAVALLINI et al., 2011).
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Tabela 8 - Populagio de Clostridium spp. (log,(UFC/g)

Grupos T0 T1 T2 T3 T4

C 6,86+0,03*  6,41+0,10°  6,37+0,16°  6,56+0,07°  6,10+0,07°
CL 6,78+0,02°  5,72+0,02°  6,8240,04°  5,99+0,02°  6,4140,08"
CLF 6,45+0,08°  5,80+0,04°  6,48+0,07°  6,39£0,06°  6,55+0,07°
CLP 6,40+0,17°  5,81+0,06°  6,71+0,09*  6,48+0,04®  6,65+0,03"
CLS 6,63+£0,04°  6,7240,03°  6,45£0,05°  6,52+0,06°  6,59+0,11%

Meédias com letras iguais da mesma linha ndo 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 nido fermentado (placebo). Grupo CLS: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).

TO0= antes da administragdo dos produtos (periodo de adaptagdo), T1= uma semana apos a ingestdo dos
produtos, T2= periodo de indugdo da colite, T3=uma semana apds o término da indu¢do da colite, T4=
final do experimento.

Outro grupo de bactérias pesquisado nas fezes dos animais em estudo foi

enterobactérias (Tabela 9), que compreende diversos gé€neros potencialmente patogénicos

como: Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Klebsiella

spp., Proteus spp. e Citrobacter spp. (BEDANI et al., 2010). Estudo conduzido por Sokol e

colaboradores (2006) constatou maior prevaléncia de E.coli em fezes de pacientes com colite

ulcerativa, em comparagdo com pacientes sadios (controle).

Tabela 9 - Populacdo de enterobactérias (log,(UFC/g)

Grupos T0 T1 T2 T3 T4

C 3,174£0,06®  2,76+0,03°  3,43+0,10°  3,05+0,04  2,91+0,19"
CL 3,63+£0,11*°  3,14+£0,03  3,24+0,06°  2,99+0,03°  3,27+0,03"
CLF 3,01+0,00™  234+0,31°  3,26£0,03"  2,85+0,06°  2,82+0,08°
CLP 2,4840,13¢  2,65+0,08¢  3,27+0,15*  2,93+0,04°  2,77+0,01%
CLS 2,85£0,02°  3,06+0,06  2,77+0,14°  2,66+£0,00°  2,65+0,02°

Meédias com letras iguais da mesma linha ndo 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). Grupo CLS: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).

TO0= antes da administragdo dos produtos (periodo de adaptacdo), T1= uma semana apos a ingestdo dos
produtos, T2= periodo de indugao da colite, T3=uma semana apds o término da indugdo da colite, T4=
final do experimento.
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Estudos anteriores mostraram que o consumo de Lactobacillus plantarum reduziu a
populagdo de enterobactérias em animais, incluindo espécies dos géneros Escherichia spp. e
Salmonella spp., diminuiu a translocagdo bacteriana através do epitélio intestinal, e foi capaz
de modular o sistema imune, controlando as respostas anti ¢ pr6 inflamatdrias. Em seres
humanos, L. plantarum foi capaz de reduzir os sintomas da sindrome do intestino irritavel,

que inclui inchaco e célicas abdominais (LAM et al., 2012; NARUSZEWICZ et al., 2002).

Apesar de um estudo anterior ter constatado reducdo de mais de trés ciclos
logaritmicos com a administracdo do mesmo produto probidtico, sem adi¢do de B. longum,
em modelo animal utilizando coelhos (CAVALLINI et al., 2011), ndo foi possivel verificar
resultado semelhante no presente estudo. De acordo com o resultado da tabela 11, constatou-
se que apesar das varia¢des na populacio de enterobactérias terem sido significativas (p<0,05)
no final do protocolo, esse efeito ndo apresenta relevancia do ponto de vista microbiologico
(<0,5 log;oUFC/g). Tal resultado pode ser justificado pelo fato do modelo animal utilizado no
estudo ser livre de patogenos especificos (SPF), ndo apresentando assim bactérias patogénicas

normalmente encontradas em animais da mesma espécie.

A populagdo de Bacteroides spp. manteve-se baixa (média de 2,65 a 3,08 log;(UFC/g)
e sem grandes alteracdes durante todo o experimento, exceto para o grupo que recebeu a
sulfassalazina, no qual verificou-se redu¢do de aproximadamente um ciclo logaritmico no

final do estudo (Tabela 10).

Tabela 10 - Populagdo de Bacteroides spp. (log;(UFC/g)

Grupos T0 T1 T2 T3 T4

C 3,02+0,02°  3,70£0,01°  2,41+0,08° 3,02+0,10° 3,01+0,09"
CL 3,03£0,03°  3,65+0,06°  2,48+0,03° 3,08+0,01° 3,18+0,02°
CLF 2,7740,01°  2,53+0,08"  2,65+0,08" 2,70+0,10* 2,59+0,02°
CLP 2,7740,07°  2,74+£0,12°  2,46£0,05° 2,60£0,02° 2,69+0,06"
CLS 3,77+0,13*  2,58+0,13°  2,56+0,22° 2.48+0,01° 2,73+0,02°

Meédias com letras iguais da mesma linha ndo 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). Grupo CLS: Animais
com colite quimicamente induzida e que receberam fairmaco (sulfassalazina).

TO0= antes da administragdo dos produtos (periodo de adaptacdo), T1= uma semana apos a ingestdo dos
produtos, T2= periodo de indugao da colite, T3=uma semana apds o término da indugdo da colite, T4=
final do experimento.
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Alguns estudos associam o género Bacteroides spp. a um aumento no fator de risco
para o cancer de colon, pois determinados metabolitos produzidos por tais microrganismos
podem ser prejudiciais. Além disso, algumas espécies, como B. fragilis, estao relacionadas a
etiologia da diarréia em animais ¢ humanos (BEDANI et al., 2010; KINGSTON et al., 1990;
KRZYZANOWSKY, 2003).

4.1.5 Determinacdo de aminas bioativas

As aminas bioativas sdo bases organicas de baixo peso molecular e componentes
indispensaveis as células vivas do organismo, pois atuam diretamente no metabolismo,
crescimento ¢ diferenciacdo celular. Elas exercem um papel importante na regulagdo e
estimulacdo da sintese de DNA, RNA e proteinas, e sdo responsaveis por mediar a acdo de

hormonios e fatores de crescimento (BARDOCZ, 1999; GUIDI, 2005).

Além disso, as aminas bioativas sdo capazes de estimular a diferenciacdo celular,
interagindo e modulando varios sistemas intracelulares. De acordo com Drolet e
colaboradores (1986) e Barddcz (1995), as poliaminas espermina e espermidina, assim como
as diaminas putrescina e cadaverina, sdo eficientes sequestrantes de radicais livres em
diversos sistemas enzimaticos, quimicos e in vitro. As aminas espermidina € espermina
também sdo importantes na renovagao e funcionalidade do trato gastrintestinal e na maturagao

da mucosa intestinal (BARDOCZ et al., 1993; MOINARD et al., 2005).

Os teores das aminas putrescina, cadaverina e espermidina encontrados nas fezes dos
animais em estudo estdo apresentados na Tabela 11. As andlises foram realizadas em

triplicata, por grupo de animais.
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Tabela 11 - Teores de aminas bioativas detectadas em amostras de fezes dos animais

Grupos TO T2 T4
Putrescina (mg/100g)
C 0,13+£0,02*%  0,11£0,01*°  0,15+0,02°"
CL 0,18+0,01°*  0,91£0,02°®  0,20+0,03°P
CLF 0,18+0,02°*  0,65+0,03%¢  0,24+0,02°¢
CLP 0,15+0,03°*  0,68+0,03°C  0,48+0,02°*
CLS 0,13£0,01°*  1,41+0,00™  0,33+0,04°®
Cadaverina (mg/100g)
C 0,2940,04**  0,16+0,02°°  0,25+0,03"
CL 0,31£0,02**  0,25+0,02°¢  0,2640,02°8
CLF 0,30+0,04°*  0,13£0,03®  0,44+0,05**
CLP 0,35+0,02°*  0,4440,04**  0,42+0,04°*
CLS 0,31£0,04**  0,34+0,03*8  0,25+0,04*®
Espermidina (mg/100g)
C 4,65+0,06°  6,11+0,02°F  6,26+0,07°F
CL 4,77+0,04°C  6,96+£0,13°°  6,76+0,03°°
CLF 2,62+0,04°  10,78+0,03**  7,17+0,01°C
CLP 6,16+0,04°*  8,71+0,04°¢  9,22+0,03%"
CLS 5,93+£0,04°®  9.2310,01°®  9,76+0,02*4

Letras mintsculas iguais indicam que ndo houve diferenca na comparagdo entre tempos. Letras maitsculas
iguais indicam que ndo houve diferenga na comparagdo entre grupos (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 ndo fermentado (placebo). Grupo CLS: Animais com colite quimicamente
induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).

TO0= antes da administrag¢do dos produtos (periodo de adaptagdo), T2= periodo de indugdo da colite, T4= final do
experimento.

O grupo C manteve os teores da amina putrescina praticamente constantes durante

todo o periodo experimental (p<0,01). A concentragdo de cadaverina diminuiu
significativamente no final do periodo de inducao (T2), enquanto o de espermidina aumentou
apos o mesmo periodo (T2 e T4).

No grupo CL houve um aumento de putrescina e espermidina logo apds a indugdo da
colite e os teores de cadaverina foram reduzidos no mesmo periodo.

Os grupos CLF, CLP e CLS também exibiram um aumento significativo (p<0,01) de
putrescina e espermidina apos o periodo de indu¢do. Em relagdo a cadaverina observou-se um
comportamento distinto entre os grupos experimentais: os animais que receberam o produto
placebo (CLP) apresentaram aumento dessa amina apos a indugdo da colite e esse efeito
persistiu até o final do experimento; no grupo CLF houve uma diminui¢ao de cadaverina apds

a indugao da colite, e um aumento no final do protocolo em relagdo ao tempo inicial (p<0,01);
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no grupo tratado com o farmaco (CLS) ndo houve variacdo significativa na concentragdo
dessa amina bioativa.

O grupo CLF apresentou o maior aumento de espermidina durante o protocolo
experimental, comparado aos grupos restantes. Este resultado pode ser explicado pelo fato de
dois dos géneros de microrganismos administrados no produto (Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp.) terem atividade descarboxilante sobre os aminodcidos de origem
alimentar, sendo essa uma das formas de origem das aminas biogénicas (MARINO et al.,
2000).

No presente estudo também foi realizada a pesquisa de espermina, no entanto, os
teores dessa amina ficaram abaixo do limite de deteccdo do método utilizado (HPLC). A
baixa concentracao dessa amina pode ser explicada pelo préprio metabolismo das poliaminas,
podendo ocorrer uma retro conversdo de espermina a espermidina pela acdo da enzima
espermina oxidase (SMO) (HONG et al., 2010).

Na comparagdo entre grupos, os animais induzidos a colite, tratados ou ndo,
apresentaram teores de putrescina superiores ao do grupo controle uma semana ap6s o periodo
da inducdo (T2). Em relacdo a amina cadaverina, o grupo que ingeriu o produto fermentado
exibiu uma diminuicdo dessa amina apds o periodo de indugdo (T2), ficando com teor
proximo ao grupo de animais nao induzidos a colite, contudo, os grupos CLF e CLP exibiram
aumento nessa amina, diferindo dos demais no final do experimento. Considerando que os
teores de espermidina foram estatisticamente diferentes (p<0,01) no inicio do protocolo
experimental (T0), a comparagdo entre tempos forneceu informagdes pouco relevantes em
relagdo a essa amina. No entanto, ¢ possivel observar que o grupo CLF apresentou os maiores
valores dessa amina logo apos o término da indugao (T2).

Um estudo conduzido por Matsumoto e Benno (2007) comparou a microbiota fecal e
os teores de poliaminas entre individuos saudaveis e idosos hospitalizados. Foi demonstrado
que os voluntarios saudaveis apresentaram teores mais elevados de aminas nas fezes,
principalmente de putrescina. Também foi indicado que essas aminas eram originadas através
de microrganismos do género Clostridium spp., sugerindo uma relagdo entre a concentragao
de poliaminas e a composi¢ao da microbiota fecal.

Em 1992, Obayahi e colaboradores investigaram o metabolismo de poliaminas na
mucosa de pacientes com colite nas fases aguda e de remissao, assim como em voluntarios

saudaveis. Os resultados mostraram uma maior concentra¢do da amina espemidina na fase
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aguda da doenga, comparada a fase de remissdo ou ao grupo controle. Contudo, a atividade
das enzimas responsaveis pela sintese das poliaminas foi mais baixa, mostrando que o
aumento de espermidina durante a fase aguda pode nao ter sido devido a uma maior sintese ou
degradacao das poliaminas, € sim ao aumento da absor¢do de espermidina exogena.

As poliaminas podem apresentar atividade anti-inflamatdria inibindo a produgdo de
citocinas inflamatorias nos macrogafos, bem como regulando a ativacio de NF-kB.
Matsumoto e colaboradores (2011) verificaram o efeito da cepa probidtica Bifidobacterium
lactis LKM512, na concentracdo de poliaminas no intestino de camundongos. O protocolo
experimental teve 11 meses de duracdo e os animais receberam uma solug¢ao contendo a cepa
probiodtica trés vezes por semana. O grupo que recebeu B. lactis LKM512 apresentou uma
maior concentragdo de poliaminas nas fezes, especialmente de espermina. No entanto, a
sequéncia gendmica do microrganismo B. lactis LKM512 mostrou que essa cepa nao possui a
capacidade de sintetizar espermina, mas pode alterar a microbiota colonica induzindo,

indiretamente, a produ¢do de aminas bioativas.

4.1.6 Determinacdo de citocinas

Apesar de ndo ter a origem completamente desvendada, dados da literatura sugerem
que as doengas inflamatorias intestinais costumam se manifestar em decorréncia de fatores
diversos, sendo um deles o desequilibrio no sistema imunoldgico. Acredita-se que a
inflamacdo seja, em muitos casos de DII, uma resposta aos antigenos produzidos pelas
bactérias presentes na microbiota entérica (JURJUS et al., 2004; HANAUER, 2006; BENTO,
2012).

Foram investigadas citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatdrias, com o objetivo de
melhor compreender o processo inflamatdério decorrente da administracdo de DSS nos
animais, bem como o efeito dos produtos em estudo na patogénese da doenga. As amostras de
colon utilizadas nesta analise foram coletadas no final do experimento, logo representam a

fase cronica ou de remissao da colite ulcerativa.

Nao houve diferenca estatistica (p<<0,01) entre os grupos na concentracao das citocinas

IL-1B, IL-6, TNF-a ¢ TGF- B (Figura 4). Conforme mostrado na Figura 4, o grupo CL
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apresentou a maior concentracao da citocina IL-10, diferindo significativamente (p<0,01) dos

grupos CLF e CLP.

Figura 4 - Concentragdo de citocinas no colon dos diferentes grupos ao final de 30 dias de protocolo
experimental.
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Meédias com letras iguais da mesma coluna ndo 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). Grupo CLS: Animais com colite quimicamente
induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).

A= concentragdo de IL-1B, B = concentrac¢ao de IL-6, C= concentra¢do de TNF-a, D = concentragdo de TGF-f,
E= concentragdo de IL-10.
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Estudos indicam que um desequilibrio entre as citocinas prd e anti-inflamatorias esta
diretamente relacionado com a fisiopatologia das DII (ROGLER & ANDUS, 1998). A
citocina TNF-o atua como um importante mediador inflamatério na colite ulcerativa.
Contudo, dados da literatura sugerem que esta citocina esteja presente principalmente na fase
aguda do processo inflamatorio, e tal fato auxilia na explicacdo dos resultados encontrados
neste trabalho, uma vez que foi avaliada a fase cronica ou de remissdo da doenca (BENTO,

2012).

A IL-1PB também ¢ considerada um potente mediador inflamatério, e costuma ter sua
expressdao aumentada em pacientes com DIl (JURJUS et al., 2004, BENTO, 2012). Esta
citocina faz uma ligagdo ao seu receptor especifico (IL-1R) e promove a migracdo de
neutro6filos para o foco inflamatoério de forma indireta (LIN ez al., 2011; BENTO, 2012). Os
resultados apresentados na Figura 4 sugerem que na fase cronica ou de remissdo da colite, a

expressao de IL-1P ¢ diferente.

Diversas pesquisas utilizando modelos in vivo de colite ulcerativa demonstraram que a
ingestao didria de determinadas cepas probioticas resultam em um aumento na expressao da
citocina anti-inflamatoria IL-10 (CUI ef al., 2004; PERAN et al., 2006; GIRISHKUMAR et
al., 2012; OCON et al., 2013). No presente trabalho, os animais que consumiram a bebida
probiotica e a bebida placebo (CLF e CLP) apresentaram uma expressao de IL-10 diminuida,
em comparagdo aos animais sem tratamento (CL), apesar dos estudos histologicos indicarem
uma melhor restauragao do tecido colonico desses animais. (Figura 3). Um estudo conduzido
por Bento (2012) utilizou camundongos com colite induzida por DSS, e observou um
aumento de IL-10 apenas nas fases de recuperagdo do processo inflamatorio intestinal. Sendo
assim, ¢ possivel que os grupos CLF e CLP tenham tido uma recuperagdo mais rapida devido
aos produtos administrados nesses tratamentos, € que o grupo CL, por ser um controle
positivo, tenha apresentado uma elevada concentracdo de IL-10 como um mecanismo

compensatorio da inflamagao.
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4.1.7 Determinacdo de dacidos graxos de cadeia curta (AGCC)

Os AGCC acetato, propionato e butirato estdo presentes em grande quantidade no
colon, e sdo decorrentes da fermentacdo bacteriana de carboidratos tipica dessa regido do
intestino (VINOLO, 2010). A quantidade desses compostos pode ser influenciada
basicamente por trés fatores: composi¢ao da dieta, microbiota intestinal e por¢do do intestino

(HOOPER et al., 2002; VINOLO, 2010).

Além de serem considerados importantes substratos para os enterocitos, os AGCC
também sdo capazes de modular a resposta inflamatéria (PERAN et al., 2006; RANGANNA
et al.,2003; WEBER & KERR, 2006).

A Figura 5 apresenta a variagdo na concentracdo dos &cidos graxos, acetato,

propionato e butirato, respectivamente, presente no célon dos animais.
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Figura 5 — Concentragdo de acidos graxos de cadeia curta (mM/g) encontrado nas fezes dos diferentes
grupos ao longo do periodo experimental.
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Letras minusculas iguais indicam que ndo houve diferenca na comparagdo entre tempos. Letras maiusculas
iguais indicam que ndo houve diferenga na comparagdo entre grupos (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 ndo fermentado (placebo). Grupo CLS: Animais com colite quimicamente
induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).

TO0= antes da administragdo dos produtos (periodo de adaptagdo), T1= uma semana apds a ingestdo dos produtos,
T2= periodo de indugdo da colite, T3=uma semana ap6s o término da indugdo da colite, T4= final do
experimento.

A= produgdo de acetato, B= producdo de propionato, C= produgdo de butirato.
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Os grupos C e CL ndo apresentaram variagdo significativa (p<0,05), ao longo de todo
o protocolo experimental, nos trés acidos graxos investigados. Tal fato indica que o reagente
dextran sulfato de sddio ndo influenciou a produgdo de acetato, propionato e butirato nestes

grupos em questao.

Os animais do grupo tratado com o produto fermentado (CLF) exibiram aumento na
concentragdo de acetato e propionato durante o periodo experimental, principalmente nas duas

ultimas semanas de estudo, ou seja, apos a indugdo da colite.

A ingestao regular do produto placebo (CLP) resultou em aumento na concentragdo de
acetato (p<0,05) somente no T3 (uma semana apo6s a inducdo da colite). Nao verificou-se

alteracdo significativa na concentra¢ao de propionato no grupo CLP ao longo do protocolo.

O grupo CLS apresentou um aumento significativo (p<0,05) na concentragdo de
acetato e propionato apos o periodo de indugao, sendo que esse efeito persistiu até o final do

experimento somente para o propionato.

Nao houve diferenca estatistica (p<0,05) na produgdo de butirato ao longo do periodo

experimental para todos os grupos estudados.

Na comparagdo entre grupos, os animais induzidos a colite, tratados ou nao,
apresentaram teores de acetato superiores ao do grupo controle uma semana apds o término da
inducdo (T3). Em relagdo ao propionato, o grupo que ingeriu o produto placebo exibiu
aumento nesse AGCC ap0s o periodo de indugdo (T2), diferindo significativamente apenas do

grupo controle.

Pesquisas recentes tém sugerido que o aumento dos AGCC, principalmente do
butirato, exerce um papel positivo na modulagdo do sistema imune, € consequentemente nas
doencas inflamatdrias. Cerca de 80% de butirato ¢ metabolizado pelos enterocitos, logo ele €
o principal substrato das células do intestino. Porém, grande parte desse acido ¢ extraida pelo
figado, deixando a sua concentracdo plasmatica relativamente baixa (COOK & SELLIN,
1998; WOLEVER et al., 2002, VINOLO, 2010). O acetato, apesar de ser o mais abundante, ¢
rapidamente absorvido e transportado pelo figado, onde serd utilizado em diferentes vias
metabolicas. J& o proprionato, permanece em baixa concentragdo na corrente sanguinea apds a

passagem pelo figado (COOK & SELLIN, 1998; WOLEVER et al., 1991).
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Segain e colaboradores (2000) avaliaram o efeito do butirato em células obtidas de
bidpsias do intestino de pacientes portadores de doenga de Crohn, e verificaram uma reducao

na expressao de citocinas pro-inflamatorias pela inibicao do fator nuclear kappa B (NFkB).

Um estudo conduzido por Peran e colaboradores (2006) utilizou a espécie
Lactobacillus fermentum em ratos induzidos a colite por (TNBS). Os pesquisadores
observaram um aumento na concentracdo de AGCC e uma maior regeneragdo da mucosa
intestinal no grupo que consumiu o probidtico, indicando uma relacdo positiva entre o

microrganismo utilizado e producdo de AGCC.

Em 2008, Nassri e colaboradores avaliaram o efeito da irrigagdo de uma solugdo de
AGCC em ratos com colite por exclusdo, doenca descrita como uma inflamagao em
segmentos do colon desprovidos do transito fecal. Os resultados mostraram uma diminui¢ao
do processo inflamatério, além de uma menor congestdo vascular e deposi¢ao de colageno, no
grupo que recebeu a solugdo de AGCC. O efeito positivo demonstrado neste estudo indica que
0os AGCC sao capazes de auxiliar a cicatrizagdo de processos inflamatdrios no colon, uma vez
que eles atuam como subtratos energéticos importantes para os colondcitos (HARIG et al.,

1989; NASSRI et al., 2008).

Apesar dos efeitos positivos observados em relacdo a inibicdo do desenvolvimento da
colite, o produto fermentado (CLF) ndo foi capaz de promover um aumento significativo de
butirato no periodo estudado. Tal resultado pode ser parcialmente atribuido pelo fato da
concentragdo desse acido ser instavel no colon, uma vez que grande parte dele serad
imediatamente utilizada pelos colondcitos, ou até mesmo pelas proprias bactérias presentes na

microbiota intestinal (TOPPING & CLIFTON, 2001).

4.1.8 Determinacdo da sobrevivéncia intestinal dos microrganimos probiéticos

Para que um microrganismo probidtico possa exercer seu efeito benéfico no
organismo, ele deve ser capaz de aderir ao epitélio da mucosa intestinal e colonizar, a0 menos
temporariamente, o intestino (MATER et al., 2005; BEDANI, 2008). Visando um melhor
entendimento dos resultados apresentados nas andlises microbioldgicas, foi feita a

identificacdo das espécies dos géneros Enterococcus spp. € Bifidobacterium spp. encontradas
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nas fezes dos animais utilizados no protocolo experimental. Colonias com morfologias
distintas dos géneros Enterococcus spp. e Bifidobacterium spp. foram selecionadas e
submetidas a testes bioquimicos com as galerias API 20-Strep e API 50 CHL,

respectivamente (Anexos 3 ¢ 4).

No inicio do protocolo experimental as espécies de Enterococcus spp. identificadas no
grupo CLF, através do sistema API 20 Strep, foram E. faecium, E. faecalis ¢ E. avium. Este
resultado mostra que as espécies encontradas ja faziam parte da microbiota intestinal dos
animais estudados, pois até o0 momento nenhum produto havia sido administrado. As mesmas
espécies foram confirmadas em amostras coletadas na metade do experimento, indicando que
o reagente usado na inducdo da colite (DSS) ndo influenciou na diversidade das espécies do
género Enterococcus spp. J4 as colonias selecionadas ao final do experimento eram
predominantemente da espécie E. faecium, sugerindo que a cepa administrada no produto
fermentado de soja foi capaz de sobreviver as condigdes do trato gastrintestinal e
possivelmente, colonizar o intestino dos animais do grupo CLF. Esta hipdtese foi confirmada
através de técnica de biologia molecular (PCR), com a utilizacdo de primer especifico para a
espécie E. faecium e, utilizando a cepa CRL 183 como controle. Apos a administragdo dos
produtos, apenas as colonias do grupo CLF foram confirmadas por PCR como sendo
pertencentes a cepa E. faecium CRL 183. Nas amostras dos demais grupos ndo houve

confirmacao da cepa estudada (Figura 6).

As colonias isoladas dos grupos restantes (C, CL, CLP e CLS) foram identificadas
como pertencentes as espécies Streptococcus uberis, E. faecalis, E. faecium., e E. avium, em
todos os tempos analisados. Cabe destacar que ndo observou-se alteragdo na diversidade das

espécies identificadas ao longo do periodo experimental.
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Figura 6. Produtos de PCR em gel de agarose obtidos a partir de colonias isoladas das fezes dos

diferentes grupos de animais.
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Coluna 1: padrdo de peso molecular; coluna 2: E. faecium CRL 183; coluna 3: TO do grupo CLF (antes da
administracdo dos produtos), coluna 4: T1 do grupo CLF (apés 2 semanas de administragdo dos produtos);
coluna 5: T2 do grupo CLF (ap6s 4 semanas de administracdo dos produtos); coluna 6: grupo C; coluna 7: grupo
CL; coluna 8: grupo CLP; coluna 9: grupo CLS.

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). Grupo CLS: Animais com colite quimicamente
induzida e que receberam farmaco (sulfassalazina).
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Em rela¢do ao género Bifidobacterium spp., foi avaliada a capacidade de fermentar
diferentes tipos de carboidratos, através do sistema API 50 CHL. Os estudos que utilizam o
sistema API 50 CHL para identificar espécies de Bifidobacterium spp. sao bastante
contraditorios, pois 0 mesmo nao € especifico para esse género bacteriano. A identificacdo de
espécies foi baseada no perfil de fermentagdo de carboidratos de cada espécie de
Bifidobacterium spp. (dados da literatura) (TOURE et al., 2003; SAKATA et al., 2002). No
presente estudo, o perfil de fermentacdo de carboidratos de uma cepa pura de B. longum

ATCC 15707 foi determinado, para efeito de comparacao.

As amostras isoladas do género Bifidobacterium spp. no grupo CLF apresentaram no
inicio do experimento, capacidade de fermentar carboidratos tipicos das espécies B. longum,
B. bifidum e B. infantis. Ja ao final do protocolo, os carboidratos utilizados na fermentacao

eram caracteristicos da espécie B. longum.

As colodnias isoladas dos grupos restantes (C, CL, CLP e CLS) foram identificadas
como pertencentes as espécies B. bifidum, B. infantis, B. longum, B. animalis, B. breve e B.
adolescentis. e nao verificou-se alteracdo na diversidade das espécies identificadas ao longo

do periodo experimental.

Os resultados apresentados neste estudo sugerem que a cepa B. longum ATCC 15707,
administrada na bebida fermentada a base de soja, pode ter sobrevivido as condi¢des adversas
do trato gastrintestinal dos animais do grupo CLF. Contudo, a confirmacao através de técnica

de biologia molecular (PCR) se faz necessdaria para afirmar tal suposi¢ao.

Até presente momento ndo foi possivel a realizagdo da confirmagdo de espécie por

PCR, uma vez que a técnica se encontra em fase de padronizagao.

5. Conclusao

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a ingestdo regular do produto
fermentado probiodtico a base de soja (CLF), e em menor grau, do mesmo produto sem a
adicao de probioticos (CLP), foi capaz de reduzir o risco de desenvolvimento da colite
ulcerativa em ratos, uma vez que constatou-se diminuicao do indice de atividade da doenca

durante o periodo de indug¢do e menor alteragdo do cédlon ao final do protocolo, em
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compara¢do com os demais grupos induzidos a colite. Em adi¢3o0, a analise da composicao da
microbiota fecal revelou que a ingestdo do produto fermentado probidtico resultou em
aumento na populacao de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., géneros considerados
importantes para a manutencao da integridade das células epiteliais do célon. O grupo CLF
também apresentou um aumento da amina espermidina e dos AGCC propionato e acetato, ao
longo do protocolo experimental. Além disso, a sobrevivéncia intestinal dos microrganismos
probioticos administrados foi confirmada através de andlises bioquimicas, e do
microrganismo E. faecium CRL 183 por testes moleculares, indicando que o mesmo ¢é capaz

de resistir as condi¢des adversas do trato gastrintestinal e exercer beneficios no colon.
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6. Consideracdes finais

Apoiados nos resultados obtidos neste trabalho, concluimos que o extrato aquoso de
soja, fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus 416 e com
adicao de Bifidobacterium longum ATCC 15707, apresenta potencial para atuar na reducao do
risco de desenvolvimento de DII. Contudo, um estudo mais aprofundado se faz necessario
para um melhor entendimento desse efeito benéfico. Nesse contexto, serdo realizados
trabalhos futuros para investigar o efeito do referido produto em diferentes estagios da colite
induzida em ratos, bem como a monitoracdo de parametros importantes para a regeneracao da
mucosa intestinal (citocinas, acidos graxos de cadeia curta, poliaminas, mieloperoxidase,
oxido nitrico, malonaldeido). Na tentativa de elucidar os mecanismos de agdo envolvidos no
efeito benéfico observado anteriormente, serdo propostas técnicas mais sofisticadas de analise
como imuno-histoquimica, que juntamente com os dados histoldgicos auxiliardo o
entendimento do processo inflamatorio, e técnicas independentes de cultivo, a fim de verificar
a relacao entre modificagdes na microbiota fecal e desenvolvimento da colite. Caso o efeito
benéfico continue a ser comprovado em estudos posteriores utilizando modelo animal, o
produto probidtico em questdo devera ser futuramente, submetido a estudos clinicos para

comprovagado do efeito em humanos.
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ANEXOS



Anexo 1 - 1) Acomodacdo de ratos Wistar em estante ventilada com sistema de filtracdo de ar e
controle de temperatura e umidade, utilizada no desenvolvimento do protocolo experimental. 2) e 3)
Animais acomodados em caixas de polipropileno, com agua e ragdo disponiveis.
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Anexo 2 - 1) Ratos Wistar momentos antes de administrar o produto. 2 e 3) Administragdo do produto
e do farmaco por gavagem com o animal imobilizado por tragdo manual.
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Anexo 3 - Galeria APl 20-Strep (Biomeriéux, Franca) utilizada na identificacdo das espécies de
Enterecoccus spp.
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Anexo 4 - Galeria 50 CHL (Biomeriéux, Franca) utilizada na identificacdo das espécies de
Bifidobacterium spp.
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