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RESUMO

A Retocolite Ulcerativa Inespecifica (RCUI) € um processo crbnico, de etiologia
desconhecida que acomete o trato gastrintestinal, principalmente na mucosa do célon.
Sua incidéncia vem aumentando mundialmente e estudos demonstram a participacao de
aspectos inflamatérios e de estresse oxidativos. A prevencdo e o tratamento com
nutrientes imunomoduladores é uma modalidade terapéutica que apresenta
perspectivas interessantes e promissoras. Na RCUI existe uma alteragdo na microbiota
bacteriana normal e aumento de patdégeno, assim a utilizacdo de probidticos tem
resultado no prolongamento da fase de remissédo. Além disso, a utilizacdo de acidos
graxos poliinsaturados n-3, presentes no Oleo de peixe, apresenta resultados favoraveis
na diminuicdo dos sintomas e a no uso de corticoesteroides, promovendo melhora
colénica, histologica e endoscopica. Assim, objetivou-se avaliar o efeito prévio da
associacdo de acidos graxos n-3, Lactobacillus plantarum (Lp-115) e sulfassalazina,
sobre o estresse oxidativo e o processo inflamatério da RCUI induzida com &cido trinito-
benzeno sulfénico (TNBS) em 50 ratos Wistar machos. Para isso, os animais foram
divididos em cinco grupos que sofreram indugcdo da colite no 14° dia apés o inicio do
tratamento, sendo o Grupo A denominado de controle, Grupo B recebeu a administracao
de sulfassalazina diariamente, o Grupo C, D e E recebeu, além da sulfassalazina,
Lactobacillus plantarum, 6leo de peixe e a associacdo destes, respectivamente. Todos
os grupos foram alimentados com agua e racdo ad libitum e as condicbes ambientais
foram controladas. Obtiveram-se amostras de sangue e tecido para a realizacdo dos
testes de estresse oxidativo (produtos avancados de oxidacdo proteica (AOPP),
capacidade antioxidante total (TRAP) e hidroperdxidos lipidicos) e marcadores da
resposta inflamatéria (mieloperocidase, fosfatase alcalina, Gama-GT, albumina e
proteinas totais). Os dados foram submetidos a andlise estatistica pelo teste de
Kruskall-Wallis com post teste de Dunn, adotou-se p<0,05. Observou-se que no Grupo C
e Grupo D houve a diminuicdo da atividade de mieloperoxidade no tecido quando
comparada ao Grupo A. Ao comparar o Grupo B versus os tratamentos auxiliares pode-
se observar que diminuicdo da atividade de mieloperoxidase ao administrar o n-3. Sobre
0 estresse oxidativo, a diferenca esta relacionada & AOPP, com diminuigcdo significativa
no Grupo B e no Grupo E em comparagdo ao Grupo A, no entanto, estes ndo foram
diferentes entre si. Conclui-se que a diminuicdo da atividade da mieloperoxidase foi um
efeito benéfico promovido pelo consumo de n-3, porém ao avaliar o estresse oxidativo,
0s tratamentos complementares ndo representaram melhora quando comparado ao
tratamento com sulfassalazina. Possivelmente, devido a grave lesdo causada para
inducdo da colite o periodo de intervencdo ndo foi suficiente para que o tratamento
complementar promovesse efeitos significativos sobre outros parametros.

Palavras-chave: Doenga inflamatdria intestinal. Probioticos. Terapia nutricional.
Estresse oxidativo. Aspectos inflamatérios.
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ABSTRACT

The Ulcerative Colitis (UC) is a chronic inflammatory disease with unknown etiology
that affects the gastrointestinal tract, specially the colonic mucosa. The incidence
worldwide is increasing, and studies have shown the association of inflammation and
oxidative stress on UC occurrence. Besides that, this disease is accompanied by an
alteration in normal bacterial flora and the increase of specific pathogenic
microorganisms. Thus, the use of immunomodulatory nutrients and probiotics has
resulted in prolongation of the remission phase and considered promising strategies
for prevention and treatment of UC. The use of long chain n-3 fatty acids from fish oil
has shown favorable results in UC decreasing symptoms, corticosteroids use, and
improving colonic histology and endoscopy. This study aimed to evaluate the previus
effect of n-3 fatty acids from fish oil and/or the probiotic Lactobacillus plantarum (Lp-
115), combined with sulfasalazine, on oxidative stress and inflammatory markers on
trinitro-benzene sulfonic acid (TNBS)-induced colitis in male Wistar rats. All animals
suffered induction of colitis and then were divided into five groups: control group (A),
daily administration of sulfasalazine group (B), daily administration of sulfasalazine
plus Lactobacillus plantarum fermented milk group (C), daily administration of
sulfasalazine plus n-3 fatty acids (D), and daily administration of sulfasalazine plus a
combination of n-3 fatty acids and fermented milk group (E). All groups were fed
water and food ad libitum and environmental conditions were controlled. On the 14th
day of treatment, the animals suffered induction of colitis. Blood and tissue samples
were collected to determination of oxidative stress (Advanced Oxidation Protein
Products - AOPP, Total Antioxidant Capacity - TAC and Lipid peroxidation) and
inflammatory markers (Mieloperoxidase - MPO, Alkaline Phosphatase, Gamma-GT,
Albumin and Total Protein). A Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-test was applied to
determine differences between groups. The level of significance was set at 5 %
(p<0.05). Results showed that groups C and D presented reduced tissue levels of
myeloperoxidase compared to control group. Comparing to Group B, only group D
reduced myeloperoxidase activity. Concerning oxidative stress, differences on levels
of AOPP were found between groups B and E compared with group A, with a
significant reduction. Groups B and E presented similar results. According to the
present study it is possible to conclude that the reduction of myeloperoxidase activity
was the main beneficial effect of the use of n-3 fatty acids combined to sulfasalazine
to treat UC. Regarding oxidative stress, additional treatments did not improve any
markers compared to sulfasalazine. It is suggested that the intervention period was
not enough to demonstrate significant effects of the adjuvant treatments on reducing
inflammation and oxidative stress in colitis-induced rats, possible due to the severe
damage caused by the induction with TNBS.

Keywords: Inflammatory bowel disease. Probiotics. Nutritional therapy. Oxidative
stress. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

As doencas inflamatérias intestinais (DIl) correspondem a qualquer
processo inflamatério (crénico ou agudo) que envolve o trato gastrointestinal e
dentre as principais formas tem-se: Doenca de Crohn (DC) e RCUI. Estas, apesar de
serem doencas distintas, compartiiham de aspectos clinicos semelhantes, como
diarreia, dor abdominal e sangramento retal e se caracterizam por periodos de
remissao e exacerbacdo (DE SOUZA; BELASCO; AGUILAR-NASCIMENTO, 2008).
Além disso, compartilham aspectos epidemioldgicos, pois podem ocorrer em todas
as pessoas, independente do sexo, raga e classe social e atingem, em sua maioria,
pessoas jovens (DE SOUZA; BELASCO; AGUILAR-NASCIMENTO, 2008).

A distincdo entre a DC e a RCUI é realizada por meio de colonoscopia, no
qual a principal diferenca é que a primeira caracteriza-se por uma inflamacao crénica
de uma ou mais partes do tubo digestivo, podendo acometer desde a boca ao anus
e a RCUI € uma inflamag&o da mucosa do célon (FLORA; DICHI, 2006).

O tratamento da doenca vai depender da gravidade, da extensdo e do
local envolvido, porém a forma convencional compreende o uso do &cido 5-
aminosalicilico e de corticosteréides (CATAPANI, 2009).

O tratamento e a prevencdo de doencas inflamatérias intestinais com
nutrientes imunomoduladores é uma modalidade terapéutica com perspectivas
promissoras, pois estes nutrientes modulam a resposta imunolégica da inflamacéo,
mantém a integridade da mucosa intestinal e melhoram o estado clinico e nutricional
dos pacientes. Um esquema terapéutico adequado deve incluir nutrientes com
objetivo de fornecer calorias, reduzir a indugdo do estimulo antigénico, regular a
resposta inflamatdria e imunolégica e estimular o trofismo da mucosa, como é o caso
dos probioticos e dos acidos graxos poli-insaturados n-3 derivados de 6leos de peixe
(BURGOS et al, 2008; DICHI e BURINI, 1996).

Os probioticos séo alimentos suplementados com microrganismos Vvivos
(normalmente e mais comercializados, do género Lactobacillus e Bifidobacterium)
gue, quando consumidos regularmente em quantidades suficientes, podem produzir
efeitos benéficos a saude e efeitos nutricionais habituais, beneficiando o hospedeiro
por meio da melhoria no equilibrio da microbiota intestinal (DENIPOTE; TRINDADE;
BURINI, 2010).
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A selecdo do microrganismo para ser definido como probioticos deve
atender a alguns requisitos, como estar presente normalmente no trato
gastrointestinal, ser administrado em dose suficiente para que atinja o intestino
grosso, levando em consideracdo a acdo acida do suco gastrico, ou béasica da
secrecdo biliar. Ao chegar ao 6rgédo alvo deve ainda ser capaz de aderir as células
do epitélio intestinal e coloniza-las, atuando para melhorar a saude do hospedeiro
(BURGOS et al, 2008).

Estudos relatam que o Lactobacillus plantarum € uma bactéria que reside
no trato gastrointestinal de humanos e quando administrados em doses suficientes
pode capaz de resistir as condi¢cdes adversas impostas pelo processo digestivo,
sendo capaz de colonizar o intestino e beneficiar a saude do hospedeiro
(FIGUEROA-GONZALEZ et al, 2011).

Além de cepas probioticas observa-se um grande numero de doencgas
que podem ser prevenidas com o consumo regular de Gleos vegetais, peixes e 6leos
de peixes, cujos componentes funcionais incluem os acidos graxos poli-insaturados
(FLORA; DICHI, 2006). Estes, por sua vez, sdo acidos graxos com duas ou mais
duplas ligacdes, que podem ser do tipo n-3 e n-6. A utilizacdo de &cidos graxos n-3,
presentes em peixes de &guas profundas, possui efeitos anti-inflamatérios
importantes que podem auxiliar no combate a inflamacéo da mucosa, que ocorre
também na RCUI (ANDRADE; CARMO, 2006).

A utilizacdo de acidos graxos n-3 apresenta influéncia no metabolismo
dos triacilglicerois e interferem na agregacdo plaquetaria reduzindo o risco de
doencas cardiovasculares (SUAREZ-MAHECHA et al, 2002) e também na
inflamacé&o causada na RCUI (NIETO et al, 1998).

Assim, este estudo visa avaliar a influencia que a utilizacdo prévia de
Lactobacillus plantarum (Lp-115) e &cidos graxos n-3 derivados de 6leo de peixe
podem exercer na RCUI induzida com TNBS em ratos Wistar machos em uso de

sulfassalazina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar o uso de &cidos graxos poli-insaturados n-3 derivados de 6leo
de peixe e probidtico Lactobacillus plantarum (Lp-115), isolados ou em combinacao
sobre a colite induzida com TNBS em ratos Wistar machos tratados com

sulfassalazina.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar a acdo dos nutrientes imunomoduladores acidos graxos n-3
derivados de 6leo de peixe, Lactobacillus plantarum (Lp-115) e a combinacgao
destes sobre a doenca avaliada sobre a lipoperoxidagéao, produtos avancados
de oxidacgéao proteica e capacidade antioxidante total do plasma;

e Verificar a agdo dos nutrientes imunomoduladores isolados ou combinados
sobre parametros inflamatérios avaliados pela mieloperoxidase, fosfatase

alcalina e Gama-glutamil transferase.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Doenca Inflamatéria Intestinal (DII)

A doenca inflamatoria intestinal corresponde a qualquer processo
inflamatorio que envolve o trato gastrointestinal, podendo ser agudo ou crénico.
Pode ser classificada como DIl com causa conhecida, como as infeccdes,
parasitoses, enterocolite, isquemia e DIl com causa nao totalmente esclarecida, que
correspondem de 80 a 90% dos casos diagnosticados como a RCUI e a DC. O
restante é representado principalmente pelas colites linfocitica e colagena e pela
bolsite ou pouchitis, uma inflamacédo da bolsa ileal p6s colectomia realizada em
pacientes com RCUI refratarios ao tratamento clinico (DAMIAO; SIPAHI, 2004).

Estas doencas acometem pessoas de diferentes classes
socioeconbmicas, idade, sexo e nacionalidades, atingindo cerca de 1,4 milhdes de
pessoas s6 nos Estados Unidos, podendo ser considerada como uma doenca de
alta frequéncia (LOFTUS, 2004). Porém, quando comparado com os Estados
Unidos, Reino Unido e Australia, a América Latina é considerada uma regido de
baixa prevaléncia (BRASIL, 2002).

Portanto, o Brasil ainda € considerado uma area com baixa prevaléncia
de DII, apesar do aumento significativo de sua incidéncia. Uma das suposicdes a
serem feitas € que as DIl ndo estejam sendo diagnosticadas, ja que h4 um numero
muito grande de prontuarios médicos que registram altas taxas de diarreias com
etiologia bacteriana ou parasitaria (SOUZA; BELASCO; AGUILAR-NASCIMENTO,
2008).

Souza, Belasco e Aguilar-Nascimento (2008) realizaram um estudo
visando conhecer o perfil epidemioldgico de pacientes portadores de DIl no estado
de Mato Grosso. Estes avaliaram 220 pacientes, destes 54% apresentavam
retocolite ulcerativa, 39% DC e 7% colite indeterminada; a maior parte dos pacientes
analisados (57%) era do sexo feminino de cor branca (43,2%) e ao comparar com
outros estados do Brasil, concluiram que os dados obtidos para o estado do Mato
Grosso apresentam caracteristicas epidemiolégicas semelhantes ao restante do

pais.
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Assim, as doencas inflamatorias intestinais podem ocorrer no mundo todo
e acabam representam um grande problema de salde, j& que atingem pessoas
jovens preferencialmente, além de cursarem com recidivas frequentes, podendo
assumir formas clinicas de alta gravidade. A doenca inflamatéria intestinal refere-se,
tradicionalmente a RCUI e a DC (SOUZA; BELASCO; AGUILAR-NASCIMENTO,
2008).

Segundo Fonseca et al (2003), a RCUI pode ser definida como uma
doenca inflamatoria, caracterizada pela presenca de ulceracdes na mucosa do reto e
em parte ou em todo o colon (Figura 1), apresentando evolu¢do crénica, com

periodos de remissdo e exacerbacao.

-

Figura 1 - Local de acometimento da RCUI

Em contrapartida, a DC, que apresenta este nome em homenagem ao
meédico que a descreveu em meados de 1932, caracteriza-se por inflamacéo crénica
de uma ou mais partes do tubo digestivo e pode acometer desde a boca até o reto e
anus, passando pelo esodfago, estbmago, intestino delgado e intestino grosso

(VERONESI, 2003). O acometimento pode ser analisado na Figura 2.



Figura 2 - Local de acometimento da DC
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A distincdo entre as duas doencas € realizada por meio de exames de

colonoscopia (VERONESI, 2003) e apresentam diferencas macros e microscopicas,

conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Principais diferencas entre RCUI e Doencga de Crohn

Achados macroscopicos RCUI DC
Predominio de envolvimento: colon distal Comum Incomum
célon proximal Incomum Comum
Reto poupado Raro Comum
LesOes segmentares Nao Sim
Ulceras aftosas N&o Sim
Ulceras profundas Incomuns Comuns
Aspecto pavimentoso Raro Comum
Pseudopdlipos Comum Incomum
Mucosa atréfica Comum Incomum
Achados microscopicos RCUI DC
Inflamacéao Difusa, mucosa  Segmental, focal
Abscessos de criptas Frequentes Ocasionais
Distorgéo de criptas Leves a intensas Leve
Atrofia de mucosas Comum Rara
Deplecao de células calciformes Pronunciada Discreta
Células gigantes de Langhans Ausente Presente (30-
60%)
Ulcerag¢des com pouca inflamagéo Em casos Tipicas
fulminantes
Metaplasia pilorica no ileo Ausente Tipica

Fonte: Adaptado de DAMIAO; SIPAHI (2004).
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Assim, enquanto a RCUI é limitada ao acometimento da mucosa do célon,
a DC se caracteriza por uma inflamagéo com maior frequéncia na regiao terminal do
ileo. Além disso, também diferem de acordo com os sintomas apresentados: a
diarreia sanguinolenta € a manifestacdo mais dominante na RCUI, enquanto na DC
0s sintomas principais sao diarreia, dor abdominal e perda de peso (FLORA; DICHI,
2006).

3.2 Retocolite Ulcerativa Inespecifica (RCUI)

A RCUI nédo apresenta etiologia conhecida, porém a etiopatogenia
multifatorial compreende os fatores genéticos, ambientais, microflora intestinal e
resposta imune (FIOCCHI, 2005). Destes, os dois ultimos fatores séo as categorias
selecionadas para terapéutica e tratamentos, ja que os fatores genéticos e
ambientais sdo mal definidos (KANAUCHI et al, 2005).

O diagndstico da doenca é estabelecido pela avaliagdo da histéria clinica,
exames de fezes, exames endoscopicos e achados histopatolégicos (BRASIL,
2002). Deve ser realizado o mais rapidamente possivel por se tratar de doenca
cronica, sem tratamento clinico de carater curativo e caso ocorra demora
terapéutica, pode levar a sequelas graves, como por exemplo, baixa estatura em
criancas, desnutricdo, transtornos psicossociais e cancer intestinal (FIGUEIREDO et
al, 2004). Conforme a Figura 3, o diagndstico pode ser obtido através da analise dos

sinais e sintomas previamente a confirmacéo da doenca.
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Sinais e Sintomas:
* Manifestaces extra-intestinais
* Diarréia com muco e sangue
* Urgéncia na evacuacéo

Confirmacao do diagnéstico por:
* Colonoscopia

* Bidpsia

* Exame de fezes

Determinacéo da extenséo Determinacédo da severidade:
anatémica: * Leve

» Distal * Moderada

» Extensa * Severa

Figura 3 - Diagnéstico da RCUI
Fonte: Associagao Brasileira de Colite Ulcerativa e Doenca de Crohn, 2014.

Figueirédo et al (2004) realizaram uma andlise casuistica em 29 criancas
e adolescentes com diagnéstico de colite ulcerativa inespecifica e nestes, a perda de
peso estava presente como sintoma em 55,2% dos pacientes, ressaltando a
importancia de rapido diagnostico e boa avaliacdo antropométrica.

A forma leve é a mais frequente (50%), a moderada atinge 25% e a grave
ocorre em 15% dos casos. Os ultimos 10% séo indeterminados (FONSECA et al,
2003). Para a determinagédo da severidade da RCUI em leve, moderada e severa

analisam-se os critérios apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Critérios de severidade da RCUI

Clinica Leve Moderada Severa
Frequéncia de evacuacao em 24 horas <4 4-6 > 6
Pulso (batimentos/minuto) <90 90 - 100 > 100
Hematocrito (%) Normal 30-40 <30
Perda de peso (%) Normal 1-10 > 10
Temperatura (°C) Normal 37,2-38 > 38
VHS (mm/hora) Normal 20 -30 > 30
Albumina (g%) Normal 3-35 <3

Fonte: FONSECA et al (2003).
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Além de sintomas intestinais, a maior parte dos pacientes apresenta
manifestacbes extra-intestinais, que chegam a ser mais graves que a propria RCUI e
pode levar ao Obito (TEIXEIRA et al, 2001).

Costa e Chaves (2006) realizaram um estudo para investigar as formas
de enfrentamento do estresse e a presenca de sintomas depressivos em 100
individuos portadores de RCUI. Aplicou-se o Inventario de Depressdo de Beck e
obtiveram como resultado que, no aspecto transtorno de humor, 20% dos pacientes
apresentaram sintomas de depressao, dificultando ainda mais o tratamento da
patologia. Flora e Dichi (2006) ressaltam que o tratamento deve-se iniciar
primeiramente por um diagndstico preciso, jA que, muitas vezes é realizado de
maneira errénea.

O tratamento cirdrgico torna-se a Unica op¢ao para 0S casos onde ja
houve o acometimento colbnico total e pode ser realizado em trés opcgdes:
proctocolectomia total com ileostomia definitiva, colectomia total com anastomose
ileo-retal e retocolectomia total com preservacdo esfincteriana, reservatorio ileal e
anastomose ileo-anal. Ainda assim, o tratamento cirdrgico apresenta uma série de
riscos e muitos pacientes mantém esses sintomas ou apresentam manifestacdes

extra-intestinais apos a cirurgia (TEIXEIRA et al, 2001).

3.2.1 Tratamento medicamentoso na RCUI

O tratamento medicamentoso é realizado de maneira a tratar a fase
aguda e, posteriormente, manter a remissdo da doenca; compreende
aminossalicilatos orais e por via retal, corticoides e imunossupressores, com 0O
principal objetivo de evitar a sintomatologia (GHOSH; SHAND; FERGUSON, 2000).

Segundo Reis e Pedruzzi (2007), a sulfassalazina € um medicamento
utilizado no tratamento farmacoldgico de doencas inflamatdérias intestinais. Trata-se
de um anti-inflamatorio intestinal, da classe dos aminossalicilatos, administrado via
oral.

A sulfassalazina mostrou-se eficaz no tratamento da retocolite ulcerativa

leve a moderada em ensaio clinico randomizado desde a década de 60. A partir dai,
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metanalises estudando esse medicamento no tratamento da retocolite ulcerativa
ativa mostrou a sua eficacia (SUTHERLAND; MAY; SHAFFER, 1993).

A sulfassalazina € composta pela sulfa piridina e acido 5-aminossalicilico
(5-ASA, mesalamina) ligados por uma ponte diazo (PEPPERCORN; GOLDMAN,
1973).

Seu mecanismo de acdo estd relacionado as propriedades
imunossupressoras, afinidade com o tecido conjuntivo e/ou com a concentracao
relativamente elevada encontrada nos fluidos plasmaticos, no figado e nas paredes
intestinais. A sulfassalazina também tem sido descrita como um excelente veiculo, ja
que transporta seus principais metabolitos até o célon, local de sua acado (BIONDO-
SIMOES et al, 2003).

Apresenta pouca absorcdo, cerca de 10% da dose ingerida, no trato
digestivo alto, e sua clivagem é realizada por bactérias colbnicas e apds chegar ao
cOlon direito, séo liberados seus dois fragmentos, sendo que a 5-ASA é a parte ativa
e anti-inflamatdria da molécula e a sulfa piridina € a parte com baixa atividade
terapéutica que auxilia no transporte da 5-ASA e impede a sua absorcéo no intestino
delgado, possibilitando a sua chegada a mucosa colénica. O 5-ASA atua na
modulacdo da secrecdo de citocinas pré-inflamatérias, inibindo a producdo de
leucotrienos e prostaglandinas e ativando o0s receptores nucleares PPAR
(“Peroxisome Proliferator-Activated Receptor”), envolvidos no controle da
inflamac&o, na proliferacéo celular e na apoptose (CATAPANI, 2009).

Souza-Junior et al (2000) realizaram um estudo no qual se analisou o
cllon de ratos com colite experimental induzida e tratados com 5-ASA e verificaram
gue este promoveu menor escore de gravidade das lesdes na mucosa coldnica,
menores complicagdes cavitarias e melhora clinica mais precoce.

Segundo a Portaria n° 861 de 12 de novembro de 2002, a sulfassalazina
deve ser apresentada em comprimidos de 500 e 800 mg e antes do inicio do uso do
medicamento, deve ser realizado hemograma, testes hepaticos, creatinina e exame
gualitativo de urina. Estes exames devem ser repetidos quinzenalmente nos
primeiros trés meses e mensalmente no segundo e terceiro meses e, apos,

trimestralmente ou quando clinicamente indicado (BRASIL, 2002).
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3.2.2 Terapia nutricional na RCUI

As pesquisas relacionadas as DIl e em especial a RCUI apresentam
opcOes terapéuticas que objetivam aumentar a eficacia do blogueio seletivo de
mediadores inflamatérios e também um incremento da imunidade inata (DAMIAO:;
SIPAHI, 2004). A terapia nutricional tem se mostrado como um destes recursos
terapéuticos auxiliares muito Uteis, além disso, pode ser iniciada em todos os
pacientes independentemente do estado nutricional, como também naqueles com
estado nutricional comprometido, como medida terapéutica nos casos de ma
evolucdo clinica e nas diferentes fases de atividade da doenca (BURGOS et al,
2008).

A eficacia da terapia nutricional no que diz respeito a diminuicdo da
atividade inflamatoria na DC é conhecida hd mais de 20 anos. Porém, na RCUI a
terapia nutricional com a utilizacdo dos probioticos e acidos graxos n-3 de 6leo de
peixe vem se destacando recentemente por meio da diminuicdo da atividade
inflamatéria (FLORA; DICHI, 2006).

A desnutricdo agrava 0 prognéstico do paciente, com consequente
reducdo da competéncia imunoldgica e aumento das infec¢des (TEIXEIRA NETO;
GOMES, 2003).

O tratamento da RCUI com nutrientes imunomoduladores € uma
modalidade terapéutica que vem apresentando perspectivas promissoras, ja que,
estes nutrientes atuam modulando a resposta imunoinflamatéria, mantendo a
integridade da mucosa intestinal e melhorando o estado clinico e nutricional dos
pacientes. Desta forma, um esquema terapéutico adequado deve incluir nutrientes
para fornecer calorias, reduzir a inducéo do estimulo antigénico, regular a resposta
inflamatoria e imunoldgica e estimular o trofismo da mucosa (CAMPOS et al, 2002).

As doencas inflamatorias intestinais acometem o trato gastrointestinal e
normalmente sdo associadas a desnutricAo proteico-energética. As alteragbes
nutricionais dependem da extensao e da gravidade com que se manifesta a doenca,
podendo agravar o prognéstico do paciente em tratamento clinico e daqueles
submetidos a cirurgias, podendo diminuir ainda mais a resisténcia imune (BURGOS
et al, 2008).
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Segundo Flora e Dichi (2006) o tratamento de RCUI, quando associado a
utilizacdo de fibras dietéticas sollveis desempenham um papel importante na
diminuicao da atividade da patologia, além disso, pesquisas com acidos graxos n-3 e
probidticos tem mostrado resultados benéficos e prolongamento do tempo de

remisséo das DI, respectivamente.

3.3 Probidticos

Os probidticos (“pro-vida®) podem ser definidos como preparagdes ou
produtos que contem microrganismos viaveis, definidos e em quantidades
adequadas, que apresentam a capacidade de alterar a microbiota propria das
mucosas e, por consequéncia, produzem efeitos benéficos para a saulde
(SCHREZENMEIR; DE VRESE, 2001).

Este fato ocorre, pois o trato gastrointestinal possibilita o desempenho
fisiologico das suas funcbBes, a menos que microrganismos prejudiciais e/ou
patogénicos dominem. Assim, para se assegurar a manutencdo de um equilibrio
apropriado da microbiota tem-se a suplementacdo da dieta com tal alimento
funcional (BIELECKA; BIEDRZYCKA; MAJKOWSKA, 2002). Porém estes, além de
apresentarem a capacidade de prevenir certas doencas, também podem ser
utilizados como terapéuticos (SAAD, 2006).

Na figura a seguir (Figura 4), notam-se as possiveis reagfes dos

probioticos sobre a saude.
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PROBIOTICOS

\ 4

FERMENTAGAO NO
INTESTINO

\

METABOLITOS DOS CARBOIDRATOS (ACIDOS

MODIFICACAO DA ATIVIDADE MICROBIANA GRAXOS DE CADEIA CURTA E GASES)
E DA COMPOSICAO DA MICROBIOTA
NATIVA v

EFEITOS FISIOLOGICOS LOCAIS NO COLON E
EFEITOS SISTEMICOS

——

EFEITOS POSITIVOS NO
COMBATE A RCUI

Figura 4 - Reacdes dos probidticos sobre a microbiota intestinal
Fonte: Adaptado de SAAD (2006).

Logo no inicio do século XX, o bacteriologista russo llya Metchnikoff
observou que os camponeses bulgaros tinham uma vida média de 87 anos. Assim,
comecou a investigar os beneficios que as bactérias laticas presentes no leite
fermentado apresentavam e relacionou o consumo habitual destes alimentos a
longevidade destes (VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Apds a observacdo do bacteriologista, outros cientistas iniciaram suas
pesquisas e cada vez mais foi possivel demonstrar a influencia positiva que algumas
linhagens das bactérias laticas exercem, surgindo entdo o0s probidticos
(VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Os probidticos sdo bactérias ndo patdégenas que, quando ingeridas,
promovem reducdo da proliferacdo de bactérias mais agressivas e patogénicas,
tornando o ambiente intestinal menos antigénico, diminuem citocinas pro-
inflamatodrias, incrementam citocinas anti-inflamatérias e normalizam a
permeabilidade intestinal (SEKSIK; MARTEAU, 2004).

Além das propriedades mencionadas, os probidticos devem, ainda, ser
inGcuos, manter-se viaveis por longo tempo devido a estocagem e transporte, tolerar
0 baixo pH do estbmago, resistir & acdo da bile, das secrecdes pancreatica e

intestinal, além de néo transportar genes transmissores de resisténcia a antibioticos
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e anticarcinogénicas (COPPOLA; TURNES, 2004).
Coppola e Turnes (2004) afirmam que varios microrganismos sdo usados
como probidticos, entre eles as bactérias acido lacticas, bactérias nédo acido lacticas

e leveduras, como pode ser analisado na tabela a seguir (Tabela 2).

Tabela 2 - Microrganismos com propriedades de probiéticos

Lactobacillus Bifidobacterium  Outras bactérias Bactérias néo
acido lacticas acido lacticas

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus Bacillus cereus var.

L. amylovorus B.animalis faecalis toyoi

L. casei B. bifidum Enterococcus Escherichia coli

L. crispatus B. breve faecium cepa nissle

L. delbrueckii B. infantis Lactococcus lactis Propionibacterium

subsp. bulgaricus B. lactis Leuconstoc freudenreichii

L. gallinarum B. longum mesenteroides Saccharomyces

L. gasseri Pediococcus cerevisiae

L. johnssonii acidilactici Saccharomyces

L. paracasei Sporolactobacillus boulardii

L. plantarum inulinus

L. reuteri Streptococcus

L. rhamnosus thermophilus

Fonte: Adaptado de COPPOLA; TURNES (2004).

O género Lactobacillus foi isolado e classificado em 1901, por Otto
Kandler e Norbert, sendo conhecidas quarenta e quatro espécies sendo que a
maioria fermenta glicose, lactose e frutose. Posteriormente, 0 género
Bifidobacterium foi isolado e classificado em 1924, por Orla-Jensen. Sdo conhecidas
vinte e quatro espécies e estas se diferenciam pela capacidade de fermentacdo de
diferentes tipos de acgucar (SILVA; STAMFORD, 2000).

As bactérias do género Lactobacillus podem ser definidas
morfologicamente como Gram-positivas, ndo formadoras de esporos, catalase
negativa, anaerobicas ou aerotolerantes, acidoduricas, homofermentativas ou
heterofermentativas, possuindo uma complexa necessidade nutricional
(carboidratos, aminoacidos, peptideos, acidos graxos, sais, acidos nucleicos e
vitaminas) (LEE; SALMINEN, 2009).

Adicionalmente, a espécie Lactobacillus plantarum foi a primeira do
género a ter seu genoma sequenciado (KLEEREBEZEM et al, 2003), embora esta

ndo seja considerada probidtico pela legislacdo brasileira, é caracterizada como tal
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em outros paises no qual € utilizada em produtos e apresenta historico de
seguridade na utilizacédo (VRIES et al, 2006).

L. plantarum apresenta um consideravel numero de genes relacionados
ao transporte e utlizacdo de carboidratos e para producdo de agentes
antimicrobianos, este conteddo de genes e o genoma relativamente grande, indicam
uma boa adaptacdo a diversos ambientes e condi¢des diferentes, incluindo o trato
gastrointestinal humano (KLEEREBEZEM et al, 2003).

Estudos recentes tém atribuido a L. plantarum habilidades para modular o
sistema imune (PAOLILLO et al, 2009), reduzir o risco de doencgas cardiovasculares
(NARUSZEWICZ et al, 2002), atenuar desordens intestinais (YEN et al, 2006),
atividade antimicrobiana contra patdgenos (Helicobacter pylori, Listeria
monocytogenes, Clostridium difficile) (BUJALANCE et al, 2007), entre outros
beneficios a saude como a producado de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) que
inibem produtos carcinogénicos por meio da reducdo da atividade enziméatica
(FIGUEROA-GONZALEZ et al, 2011).

Em um estudo realizado por Barreto et al (2014) pode-se constatar que a
ingestdo de um leite fermentado por L. plantarum reduziu dois importantes fatores de
riscos cardiovasculares, como o teor de glicose no sangue e homocisteina, em

mulheres na pds-menopausa e com sindrome metabdlica.

3.3.1 Aplicagao dos probioticos

As cepas normalmente sdo comercializadas em formas lacteas, podendo
ser em po ou liguidas, capsulas ou até misturadas aos suplementos alimentares com
intencao de regularizacdo da microbiota intestinal (FULLER, 1992).

Indmeros lacticinios probidticos sao disponiveis comercialmente e a
variedade desses produtos continua em expansao (STANTON et al, 2003). Saad
(2006) realizou um levantamento de pesquisas sobre os probiéticos e concluiu que
grande parte destas, encontra-se voltadas para produtos como leites fermentados e
iogurtes, sendo estes os principais produtos comercializados no mundo, contendo

culturas probiéticas. Outros produtos comerciais contendo essas culturas incluem
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sobremesas a base de leite, leite em p6 destinado a recém-nascidos, sorvetes,
sorvetes de iogurte e diversos tipos de queijo, produtos na formula de cdpsulas ou
em po para serem dissolvidos em bebidas frias, alimentos fermentados de origem
vegetal e maionese. Além disso, diversos tipos de queijo foram testados como
veiculos para cepas probioticas de Lactobacillus e de Bifidobacterium, revelando-se

apropriados.

3.3.2 Mecanismo de ac¢éo dos probioticos

Vérios processos tem sido sugeridos como modo de ac&o dos probioéticos,
podendo atuar independentemente ou associados. Um dos processos é a exclusédo
competitiva, onde o probidtico compete com o0s patdgenos por sitios de fixacdo e
nutrientes, impedindo sua acao transitoriamente (CROSS; WILSON, 2003). Esta
exclusdo competitiva sugere a necessidade da administracdo continuada para
manifestar seus efeitos. Além disso, Saad (2006) relata que os probiéticos podem
também afetar os patégenos através da sintese de bacteriocinas, de acidos
organicos volateis e de peroxido de hidrogénio.

Rolfe (2000) realizou estudos in vivo e in vitro, utilizando diferentes cepas
de Lactobacillus, que confirmaram que os probiéticos promovem a saude intestinal
alterando o balanco ecoldgico intestinal mediante a exclusdo competitiva de
bactérias patdgenas.

Os probidticos séo utilizados na prevencao e tratamento de doencas, na
regulacdo da microbiota intestinal, em distirbios do metabolismo gastrointestinal
como imunomoduladores e na inibigdo da carcinogénese (SAAD, 2006).

Na figura a seguir (Figura 5), tem-se 0s principais mecanismos de atuacao

e beneficios a saude atribuidos a ingestdo de culturas probidticas.
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Probiéticos
provenientes
da dieta
bifidobactéria |
lactobacilos
Célon Intestino delgado
¢ bifidobactérias endégenas ® lactobacilos endégenos
¢ bifidobactérias da dieta ¢ lactobacilos da dieta
Efeitos probiéticos
¢ Modulagido da microbiota intestinal
competi¢io por sitios de adeséo
compelicio por nutrientes

produgdo de compostos antimicrobianos
¢ Alteragio do metabolismo microbiano
aumento ou diminuicio da atividade enzimética

¢ Estimulo da imunidade do hospedeiro
aumento dos niveis de anticorpos
aumento da atividade dos macréfagos

e Estimulo na absorgdo de determinados nutrientes
como o célcio

o Outros possiveis efeitos probiéticos

Figura 5 - Principais mecanismos de atuacdo dos probioticos
Fonte: Adaptado de SAAD (2006).

Além disso, o efeito dos probidticos também é importante no que se refere
a resposta imune, ja que grande parte das evidéncias de sistemas in vitro e de
modelos animais e humanos sugere que os probibticos apresentam capacidade de
estimular tanto a resposta imune especifica quanto a ndo especifica. Acredita-se que
esses efeitos sejam mediados por uma ativacdo dos macrofagos, pelo aumento nos
niveis de citocinas e pelo aumento da atividade das células destruidoras naturais
(“natural killers”), sem que ocorra o desencadeamento de uma resposta inflamatéria
prejudicial (VAN DE WATER, 2003).

A microbiota intestinal humana é importante para a imunorregulacéo e
possiveis diferencas qualitativas na composi¢ao desta podem alterar a homeostase
imunolégica (ISOLAURI, SALMINEN, OUWEHAND, 2004).
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A acdo de microrganismos durante o processamento de produtos
contendo culturas ou no trato digestivo influencia favoravelmente a quantidade,
biodisponibilidade e digestibilidade de alguns nutrientes da dieta, pois a fermentacao
de produtos lacteos por bactérias laticas pode aumentar a concentracdo de
vitaminas do complexo B (KOPP-HOULIHAN, 2001).

Ainda, as bactérias laticas caracterizam-se pela liberacdo de diversas
enzimas no lumen intestinal, e estas exercem efeitos sinérgicos sobre a digestao.
Esta liberacdo enzimética pode aumentar a biodisponibilidade de proteinas e de
gorduras, ja que favorecem a digestdo. Além disso, também aumentam a
disponibilidade de acidos graxos de cadeira curta, principalmente propiénico e
butirico (KOPP-HOULIHAN, 2001).

3.3.3 Terapia nutricional na RCUI com probidticos

A terapia nutricional nos casos de DIl tem se mostrado como um recurso
terapéutico auxiliar muito util, ja que atua diretamente sobre o estado nutricional,
podendo manté-lo e/ou recupera-lo, com beneficio na evolucao e tratamento das DI|
(BURGOS et al, 2008).

A microbiota nativa do trato gastrointestinal € de grande importancia, ja
que é responsavel pela regulacado imunofisiolodgica, sendo considerado também uma
barreira defensiva da mucosa. A utilizacdo de probidticos, em especial Lactobacillus,
Bifidobactérias e Saccharomyces, demonstra ser capaz de reduzir o crescimento
bacteriano intestinal (KLARIN; WIMO; FASTBOM; 2005).

Saad (2006) afirma que os probidticos vem sendo amplamente utilizados
como alimento funcional, além de serem utlizados como tratamento de varias
doencas. No caso de doencga inflamatéria crénica do intestino, o uso de cepas de
Saccharomyces boulardii e Lactobacillus casei € bastante promissor. Relatam ainda,
que as alteracdes das propriedades da microbiota residente devido ao tratamento
com probioticos é capaz de reverter algumas alteracbes da resposta imune do
intestino, observada principalmente na doenca inflamatéria intestinal.

A regulacdo imunofisiolégica no trato gastrintestinal depende do

estabelecimento da microbiota nativa, um componente importante da barreira
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defensiva da mucosa. Assim, novos meétodos de tratamento baseados no consumo
de monoculturas e de culturas multiplas de microorganismos vivos que atuam como
probioticos foram introduzidos (ISOLAURI, 2001).

Isolauri (2001) demostrou que probidticos apresentam a capacidade de
reforcar diferentes linhas de defesa do intestino, como por exemplo através da
regulacdo imune. Estes microorganismos estimulam a resposta imunologica humoral
e por consequencia, promovem a funcdo do intestino de ser uma barreira
imunologica.

Burgos et al (2008) descreveram que a utilizacdo de probidticos em
pacientes com RCUI apresenta resultado no que diz respeito ao prolongamento do

tempo de remissao.

3.4 Acidos Graxos n-3

O papel que os acidos graxos poli-insaturados exercem sobre o sistema
imune vem sendo bastante estudado nos ultimos anos com objetivo de elucidar sua
modulacdo das respostas inflamatérias e imunoldgicas. O interesse atual maior se
relaciona aos acidos graxos poli-insaturados n-3 que podem atuar inibindo a sintese
dos mediadores inflamatoérios (ANDRADE; CARMO, 2006).

Segundo Din, Newby e Flapan (2004), cada vez mais se observam
doencas que podem ser prevenidas com o consumo de certos Oleos vegetais e
Oleos de peixes; dentre seus componentes destacam-se o0s acidos graxos poli-
insaturados, que podem ser definidos como acidos graxos com duas ou mais duplas
ligacdes, que podem ser do tipo n-3 e n-6, como se observa na figura a seguir
(Figura 6).
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Figura 6 - Estrutura dos acidos graxos poli-insaturados n-3 e n-6
Fonte: Din, Newby, Flapan (2004).

As familias de acidos graxos 6mega-3 (n-3) e 6mega-6 (n-6) consistem de
acidos graxos poli-insaturados (PUFAs ou “Polyunsaturated Fatty Acids”) contendo
de 18 a 22 carbonos. A designacdo de Omega tem relagdo com a posicdo da
primeira dupla ligacédo, contando a partir do grupo metilico final da molécula de &cido
graxo. Os &cidos graxos n-3 apresentam a primeira dupla ligacéo entre o terceiro e 0
quarto atomo de carbono (SUAREZ-MAHECHA et al, 2002).

Os PUFAs n-3 sao pertencentes a forma cis, chamados de acido alfa-
linolénico (ALA, 18:3 n-3), acido eicosapentaenoico (EPA) e acido
decosahexaenioco (DHA), sendo que ALA é encontrato em 0leos vegetais como
linhaca e canola e o EPA e DHA sao encontrados, principalmente nos peixes e nos
6leos de peixe (SUAREZ-MAHECHA et al, 2002).
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3.4.1 Biossintese

Na figura a seguir (Figura 7), observa-se que 0s n-6 geram eicosanoides
das séries 2 e 4 e converte-se em longas cadeias como o acido y-linolénico (GLA) e
o0 acido araquidénico (AA), enquanto 0os n-3 geram eicosanoides das séries3e5e é
convertido em EPA e em DHA (SUAREZ-MAHECHA et al, 2002). Como a taxa de
conversdo € muito baixa em humanos e diminui ainda mais a medida que a
guantidade de n-6 aumenta, pois os dois substratos competem pelo mesmo sistema
enzimatico, torna-se muito importante o consumo de alimentos fontes de n-3
(FAO/WHO, 2001).

Cadeia natural alimentar Metabolismo nos mamiferos

Acetil-Coa

Acidooléico
18:1 (n-9)

|

Acido linoléico alimentos Acido araquiddnico Prostaglandina G,
. . —h -~ =
18:2 (n-6) vegetals 20:4(n-6) o~ \\

=

o
l l PGI, TXA,

Acido ctlinolénico Leucotrienos,
18:3(n-3)

Algas marinhas
Zoopldncion Leucotrienos, PG, TXA,
Pescados T K\ ;‘

. L ) A /
Acido eicosapentacnoico alimentos Acido elcosapentacnoico
EEE—

(EPA) 20:5(n-3) marnnhos (EPA) 20:5(n-3)
Algas marinhas

Zoopldncion
Pescados

— % Prostaglandina G,

Acido docosahexaendico (DHA)
22:6(n=3)

Figura 7 - Biossintese de 4cidos graxos n-3
Fonte: Ward (1995)

Os acidos graxos poli-insaturados n-3 atuam atraves da competicdo entre
os acidos EPA e DHA e o acido aracdodnico na vias ciclooxigenase e lipooxigenase.
Assim, diminuem a sintese das prostaglandinas da série 2 (PGE2) e dos
leucotrienos da série 4. Os leucotrienos sdo agentes quimiotaxicos neutrofilicos, ou

seja, atraem o0s neutrofilos durante a inflamacdo. Na via da lipooxigenase, a
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formacdo dos leucotrienos da série 4 é diminuida e favorece-se a producdo de
séries com menor potencial inflamatério, como o leucotrieno B5 (DICHI; BURINI,
1996; CAMPOS et al, 2002).

3.4.2 Alimentos fonte

Os &cidos graxos n-3 podem ser encontrados, principalmente, nos 6leos
de peixes de aguas frias e profundas como no salmao, arenque, atum e sardinhas,
conforme demonstrado na Tabela 3 (VISENTAINER et al, 2000).

Tabela 3 - Concentracdo de n-3 em pescados e frutos do mar

Alimento g de n-3/ 100g de alimento
Cavala 1,8-5,1

Arenque 12-3,1

Salméo 10-1,4

Atum 0,5-1,6

Truta 0,5-1,6
Camarao 0,2-0,5

Lagosta 0,3-04
Bacalhau 0,2-0,3
Linguado 0,2

Fonte: Adaptado de Visentainer et al, 2000.

Os Oleos provenientes de peixes marinhos contém grandes quantidades
de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, denominados n-3. Estes sdo
oriundos de sua alimentacédo, ja que as plantas contem &cido graxo linolénico. Os
principais acidos graxos da classe n-3 sdo os EPA e DHA, chegando a representar
até 26% dos acidos graxos presentes em 6leos de peixe (SUAREZ-MAHECHA et al,
2002).

A utilizagdo de acidos graxos n-3 apresenta influéncia no metabolismo
dos triacilgliceréis e interferem na agregacdo plaquetaria reduzindo o risco de
doencas cardiovasculares (SUAREZ-MAHECHA et al, 2002). Na tabela abaixo,
verificam-se o0s principais beneficios e recomendacdes para a utilizacdo de acidos

graxos n-3 (Tabela 4).
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Tabela 4 - Alimento fonte, componente-chave, beneficios potenciais a salde,
evidéncias cientificas e referéncias

Alimento encontrado Pescados
Componentes-chave Acidos graxos poli-insaturados n-3
Beneficios a saude Reduz risco de doenca coronariana
Evidencias cientificas Estudos epidemioldgicos (peixe), ensaios clinicos (n-3)
Classificacéo regulatoria Alegacdo de saude nao submetida a peticao

ADA Report, 1999; Connor, 1997
Gibson & Makrides, 2000

Adaptado de: ADA Reports, 1999; retirado de Anjo, 2004.

Referencias

Simopoulos (1999) descreveu o papel protetor dos acidos graxos n-3 em
doencas cronicas como o diabetes, doencas cardiovasculares, renais e infamatorias
e concluiu que o papel protetor destes esta relacionado a substituicdo de PUFAs n-6
na membrana de plaquetas, eritrocitos, neutrofilos, mondcitos e células hepaticas.
Os PUFAs n-6 e n-3 possuem efeitos biologicos diferentes, pois quando sé&o
metabolizados pela ciclooxigenase e lipooxigenase produzem compostos com

diferentes atividades como nota-se na figura a seguir (Figura 8).

Arachidonic Eicosapentaenoic
acid acid

20:406 20:5w3
cyclooxygghase ligoxygenase  cyc Ioowygyé Nﬁm‘mao
Prostanoids  Leukotrienes Prostanoids  Leukotrienes
PGE, LT8, PGE, LTB,
PG, LTC, PGl; LT,
TXAs LTE, TXA, LVE;

T - ‘nn-_v_J

CGROUP 2 :ﬁil DANFLAMMATORY GROUP 3—=ANTEINFLAMMATORY

Figura 8 - Efeitos biolégicos dos acidos graxos n-6 e n-3

Fonte: Simopoulos, 1999.

A ingestdo de peixe ou Oleo de peixe resulta em diminuicdo da producédo
de prostaglandinas E2 e seus metabdlitos, diminuicdo das concentracdes de
tromboxana A2, que €& um importante agregante plaquetario e vasoconstritor;
diminuicdo da formacdo de leucotrienos B4, indutor da resposta inflamatoéria e
agente quimiotatico para leucocitos, aumento da concentracdo de tromboxana A3

que induz fracamente a agregacao plaquetaria e a vasoconstricdo e aumento da
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concentracdo de leucotrienos B5, que é um fraco agente indutor de inflamacéo e
com baixa acao quimiotatica (SIMOPOULOQOS, 1999).

3.4.3 Terapia nutricional na RCUI com &cidos graxos n-3

Dichi et al (2000) verificaram que o tratamento com sulfassalazina (2g/dia)
foi superior a utilizacdo de éacidos graxos n-3 de 6leo de peixe (5,4g/dia — 18
capsulas) em pacientes com RCUI leve ou moderada. Posteriormente, 0 mesmo
grupo (BARBOSA et al, 2003) verificou que ao associar acidos graxos n-3 (4,5g/dia
— 15 cépsulas) a sulfassalazina houve uma diminui¢cdo do estresse oxidativo, o que
nao ocorreu com o uso isolado de sulfassalazina. A suplementacdo com Oleo de
peixe foi, ainda, capaz de aumentar a capacidade antioxidante do plasma.

Apébs 72 horas de suplementacédo dietética com acidos graxos n-3 ja ha
alteracdo da composicdo da membrana celular e diminuicdo na sintese de
prostaglandinas, tromboxanos da série 2 e leucotrienos da série 4, de forma que
estas alteracfes podem modular a resposta inflamatdria e interferir em mecanismos
patologicos (CUKIER; WAITZBERG, 1996).

Campos et al (2002), verificaram os resultados da administracdo
parenteral de diferentes emulsdes lipidicas em colite aguda induzida em ratos Wistar
machos, e concluiram que as emulsdes contendo triglicerideos de cadeia longa com
baixa razdo n-3/n-6 ndo modificam as manifestacdes inflamatérias da colite,
enquanto que a associacao entre triglicerideos de cadeia média e de cadeia longa e
6leo de peixe determinou grande impacto benéfico.

Nieto et al (1998) realizaram um estudo com 160 ratos, destes, 80 foram
tratados com TNBS para inducdo de colite e o restante, com um volume idéntico de
NaCl 0,9% e foram aleatoriamente atribuidos a quatro subgrupos de 20 ratos cada.
Apos a inducgédo foram ofertadas diferentes dietas, tendo como componente principal
em cada uma delas: azeite de oliva, 6leo de peixe ou fosfolipidos cerebrais
purificados de porco. Os autores concluiram que os acidos graxos n-3 podem agir

beneficamente quando administrados para prevenir a inflamagéo na RCUI.
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4 MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa se trata de um experimento realizado com ratos
Wistar machos realizado no biotério do Hospital Universitario da Universidade
Estadual de Londrina. Porém, anteriormente, foi realizado um experimento in vitro
para constatar um possivel resultado in vivo, este foi realizado no Laboratério de

pos-graduacdo em Ciencia de Alimentos da mesma universidade.

4.1 Atividade Antagonica de Lactobacillus Plantarum versus Escherichia coli e
Salmonella enteretidis

Visando avaliar a atividade antagbnica in vitro de linhagens de
Lactobacillus Plantarum (Lp-115) versus Escherichia coli e Salmonella enteretidis,
realizou-se a analise microbiolégica por meio do método de difuséo.

Foram selecionados os dois microrganismos, pois Cartwricht (2003)
afirma que pacientes com DIl, em sua microbiota nativa, apresentam menor
guantidade de bactérias benéficas, como Lactobacillus e Bifidobactérias, além de
maior quantidade de bactérias nocivas (Escherichia coli) ou potencialmente danosas
(Bacteroides). Assim, sugere-se que, na DII, ocorra uma alteracdo na microbiota
bacteriana normal, ao invés do aumento de um patégeno.

Para isso, inicialmente, as colbnias foram reativadas, no qual para as
colonias de L. Plantarum utilizou-se o caldo MRS (Acumedia®) e para E. coli e S.
enteretidis, o caldo Mueller-Hinton (Acumedia®). Ambos foram preparados conforme
as descri¢cdes do rotulo, colocados em tubos de ensaio e esterilizados em autoclave
esterilizado a 121°C por 15 minutos, ap0ds atingir temperatura ambiente e inoculou-
se as colonias, armazenou-se em estufa a 37°C por 24 horas e assim, foram
realizados trés diferentes testes.

Para o primeiro teste, utilizou-se o meio de cultura Agar nutriente
(Himedia®) preparado conforme a descricdo do rétulo do produto, adicionado em
placas de Petri descartaveis com adicdo de 200uL do inéculo L. plantarum. Apos

solidificagdo do meio de cultura, foram realizados quatro pogos perfurados e



38

adicionados, respectivamente, de 0,02mL do medicamento sulfassalazina diluido em
agua destilada estéril, 0,02mL do sobrenadante obtido apds centrifugacdo do caldo
Mueller-Hinton com E. coli, 0,02mL do sobrenadante obtido ap6s centrifugacdo do
caldo Mueller-Hinton com S.enteretidis e 0,02mL de agua destilada estéril adotada
COmMo pogo controle.

Para o segundo teste também se utilizou o meio de cultura Agar nutriente
(Himedia®), porém com adicdo de 200pL do inéculo E.coli e apés a solidificacéo,
realizados trés pocos adicionados, respectivamente, de 0,02mL do medicamento
sulfassalazina diluido em &gua destilada estéril, 0,02mL do sobrenadante obtido
apos centrifugacdo do caldo MRS com L. plantarum e 0,02mL de agua destilada
estéril adotada como controle.

O terceiro teste foi realizado da mesma forma do segundo, porém, desta
vez, ao inves de inocular E.coli no meio de cultura, inoculou-se S. enteretidis. Todos

os testes foram realizados em triplicata e foram mantidos a 37°C em estufa por 24

horas. A figura a seguir apresenta o teste realizado, antes do crescimento em estufa
(Figura 9).

Figura 9 - Teste de difusdo para avaliar atividade antagdnica de microrganismos

Apés o periodo da estufa, as placas foram fotografadas e avaliou-se o
crescimento dos microrganismos, bem como, a formacéo do elo de inibicdo entre os

microrganismos.
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4.2 Modelo Experimental e Indugao da Colite nos Animais

Foram adquiridos 50 ratos da linhagem Wistar, machos, recém
desmamados, oriundos do Biotério Central do Instituto de Tecnologia do Parana
(TecPar) de Curitiba/PR e assim, ficaram vinte dias com agua e racdo comercial
normoprotéica (marca Nuvilab CRL®) ad libitum para adaptacdo ao biotério e ganho
de peso, respeitando o ciclo claro-escuro de 12/12horas, com temperatura de
22+2°C e umidade de 55%z+10.

Apés este periodo, os animais, com peso individual entre 180 e 230
gramas, foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (A, B, C, D e E), sendo
gue cada grupo foi constituido de dez animais, acondicionados em gaiolas plasticas,
permanecendo cinco animais por gaiola durante os 21 dias de experimento. No 14°
dia do experimento, os animais sofreram a indugao da colite, conforme demonstrado

na figura abaixo (Figura 10).

(20 dias) (14 dias) (7 dias)
| f ! Y Y )
Adaptacdo Intervencgao Intervencgdo
ao biotério terapéutica V  terapéutica
Indugao de
colite

Figura 10 - Divisdo das etapas ocorridas no periodo experimental

Os animais foram marcados para identificacdo da numeracdo de um a 50

por meio de perfuragéo na orelha (Figura 11).
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Figura 11 - Marcacdao realizada nos animais

Assim, os animais foram separados nos cinco grupos, no qual o grupo A
foi adotado como padrdo de referéncia, ou seja, grupo controle, sendo os animais
mantidos com a mesma rac¢do comercial e agua ad libitum pelo periodo de 21 dias.
No grupo A, a colite foi induzida, porém n&do houve intervencado terapéutica e
correspondeu ao Grupo controle positivo (CP).

Os grupos B, C, D e E receberam a mesma dieta e agua ad libitum e
sofreram inducgéo da colite, com intervencao terapéutica. O grupo B foi submetido ao
tratamento com sulfassalazina, enquanto que, os grupos C, D e E foram submetidos,
além da sulfassalazina, administracdo de leite fermentado com probidticos L.
plantarum (LP-115), &cidos graxos n-3 derivados do 6leo de peixe e a associacao

destes dois, respectivamente, conforme o esquema experimental (Figura 12).
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Figura 12- Esquema da pesquisa experimental

Diariamente, respeitando 0s mesmos horarios, antes da intervengéo
terapéutica, os animais foram pesados para avaliacdo das modificacdes de peso
corporal durante o periodo experimental. A pesagem foi realizada em balanca digital
(Helmac HM 5000) com os ratos anestesiados.

A indugdo da colite foi realizada utlizando 0,5 mL de TNBS na
concentracédo de 30 mg/mL em 50% de etanol 70% para instilacdo intracol6énica por
meio de uma sonda com 2 mm de diametro, sendo que esta sonda foi perfurada
varias vezes para que o acido fosse liberado distribuidamente no colon, evitando
uma grave leséo focal.

Este foi introduzido intrarretalmente de forma que a ponta ficasse oito

centimetros proximais ao anus, conforme demonstrado na figura abaixo (Figura 13).
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Figura 13 - Induc&o da colite por meio de instilagdo intracoldnica

Apés a instilagdo os ratos foram mantidos por 60 segundos na posi¢ao

Trendelenburg (Figura 14) para facilitar o acesso interno da solucao de TNBS.

Figura 14 - Animal na posicao de Trendelenburg

O procedimento foi realizado com os ratos anestesiados com 0,1mL de
xilazina Anasedan® (2% de xilazina) e 0,1mL de ketamina Dopalen® (10% de
ketamina) administrado intramuscularmente (MORRIS et al,1989; ELSON et al,1995,
NIETO et al,1998; PERAN et al, 2007).

No 21° dia, ap6s o inicio do tratamento com L. plantarum (Lp-115), acidos
graxos n-3 de oOleo de peixe e sulfassalazina, os ratos foram anestesiados para
obtencdo das amostras de sangue e de tecido. Os parametros de analise foram
realizados igualmente nos cinco grupos e todos os animais foram sacrificados
devido a puncéo cardiaca realizada (exosanguinea). Este procedimento foi realizado

apo0s a administracdo intramuscular de ketamina e xilazina (0,15mL de cada,
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correspondente a 10mg/kg), conforme a Resolu¢do n°® 714 do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria de 20 de junho de 2002 (BRASIL, 2002).

4.3 Intervencdes Terapéuticas

Para as intervencdes terapéuticas, utilizou-se uma seringa com agulha
para gavagem com comprimento de sete centimetros visando a administracdo das
doses exatas para todos os animais. Portanto, diariamente, respeitando-se 0 mesmo
horério, os animais foram mantidos em caixas plasticas fechadas para anestesia via
inalatéria com éter sulfurico (NIETO et al,1998; PERAN et al, 2007).

Com excecao do grupo controle, todos 0s animais receberam, uma vez ao
dia, durante todo o periodo da experimentacdo, a administracdo do medicamento
usual para o tratamento de colite, a sufassalazina, este foi adquirido da Sigma®, na
forma em p6 visando facilitar seu manuseio, assim, em cada animal administrou-se a
dose de 100mg/kg (BYRAV et al, 2011), adotando-se a média de 25mg/animal,
sendo este diluido em solucéo salina estéril (0,9%) para administracao por gavagem.

Os animais pertencentes aos grupos de D e E receberam uma vez ao dia,
do 1° ao 21° dia do experimento, a administracdo de 1g/kg de peso corporal de
acidos graxos n-3 derivados de 6leo de peixe (NIETO et al, 1998), sendo em média
250mg. O o6leo de peixe foi adquirido no comercio varejista local da marca Sundown
naturals® e foi respeitado o prazo de validade e os critérios de armazenamento do
produto orientados pelo fabricante.

Os animais pertencentes aos grupos C e E receberam, da mesma forma,
uma vez ao dia, durante os 21 dias do experimento, a administracdo das culturas
probioticas de Lactobacillus plantarum (Lp-115), preparadas para uso direto (DVS-
Direct Vat Set).
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4.4 Preparo do leite fermentado com Lactobacillus plantarum (Lp-115)

O preparo do leite fermentado foi realizado no Laboratério de
Microbiologia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina, sob
todos os critérios de higiene para a producao, embalagem e transporte até o Biotério
do Hospital Universitario.

Os ingredientes utilizados para a producéo foram: Leite em p6 desnatado
Molico Nestlé®, acucar refinado obtido no comércio varejista local e cultura liofilizada
de L.plantarum (Lp 115), fornecido pela empresa Danisco®.

Inicialmente, em um tubo falcon adicionou-se leite em pé desnatado (10%
m/v), agucar refinado (8% m/v) e 25 mL de 4gua destilada, misturou-se e o contetudo
foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apds atingir a temperatura
proxima da ambiente foi inoculada a cultura liofilizada de L.plantarum (Lp 115) para
ativacdo. O frasco foi levado a estufa a 37°C durante oito horas.

Apés a ativacdo do indcuo, preparou-se o leite fermentado utilizando
frascos de vidro de 500 mL com tampa rosqueavel resistentes a esterilizacdo, no
qual, 250 mL de leite em p6 desnatado reconstituido (10% m/v) com adicdo de
acucar refinado (8% m/v) foram esterilizados (121°C/15min.) em autoclave e apos
atingir temperatura ambiente, adicionado do in6cuo ativado na concentragcdo de 10%
(v/v). O contetdo foi homogeneizado e foi levado a estufa a 37°C para fermentacéo
durante 18 horas. O esquema de producdo do leite fermentado segue o esquema
apresentado a seguir (Figura 15).

O processo adotado para a producgao do leite fermentado seguiu 0 mesmo
processo que o grupo de pesquisadores do departamento ja trabalha (COSTA et al,
2011; BARRETO et al, 2014).



Leite em pd desnatado (10%m/v) +
Acucar refinado (8% m/v) + 250mL de
agua destilada

Leite em pé desnatado (10%m/v) +
Actcar refinado (8% m/v) + 250mL de
agua destilada
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LEITE EM PO RECONSTITUIDO E

ADOCADO Mistura e esterilizacdo a 121°C/15min

Resfriamento e inoculagdo da cultura

Esterilizaco a 121°C/15min. liofilizada de L.plantarum (Lp 115)

Resfriamento e adi¢do do INOCUO

o
ATIVADO (10%v/v) Estufa a 37°C por 8 horas

Estufa 372/18h

Obtengdo do LEITE FERMENTADO
COM L. Plantarum (LP-115)

Armazenamento sob refrigeracao
(5+12C)

Figura 15 - Esquema de producéao do leite fermentado com L. plantarum (LP-115)

Ao final do periodo verificou-se o pH da bebida, objetivando-se obter valor
meédio de 4,3, sendo que, para esta avaliacdo utilizou-se um potencidémetro digital
devidamente calibrado com pH 40 e 7,0. E assim, o leite fermentado foi
acondicionado em refrigeracdo (5+1°C) para ser administrado nos animais por

quatro dias.

4.4.1 Analises microbioldgicas do leite fermentado

Para realizacdo das analises microbiologicas do leite fermentado, seguiu-
se o preconizado pela legislacao brasileira vigente. Assim, a Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 12 de 02 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia
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Sanitaria (ANVISA), que estabelece os parametros microbiol6gicos sanitarios a
serem avaliados em alimentos destinados a consumo humano, relata a necessidade
de avaliar a contagem de coliformes a 45°C em leites fermentados.

A ANVISA preconiza, ainda, que o leite fermentado, para ser considerado
como probidtico, deve apresentar uma contagem minima de bactérias vidveis na
faixa de 10° a 10° UFC/g no produto final. (BRASIL, 2008).

J4, a Instrucdo Normativa n° 16 de 23 de agosto de 2005, do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), que estabelece padrbes de
identidade e qualidade de bebida lactea destinada ao consumo humano, afirma que
a bebida lactea fermentada deve conter uma contagem total de bactérias lacticas
vidveis de 10° UFC/g no produto final durante todo o prazo de validade. Além dos
padrdes de higiene e contagem de coliformes totais e a 45°C.

Para a realizacdo das analises, a contagem de bactérias lacticas viaveis
foi realizada por meio de diluicbes seriadas em agua peptonada 0,1% (m/v)
previamente esterilizada (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) e plaqueamento
por pour plate em Agar MRS (de Man Rogosa e Sharpe, Difco, Diadema, BR)
preparado conforme a descricdo do rétulo do produto. A contagem de coliformes

totais e a 45°C se deu em meio caldo verde brilhante (Himidia, Munbai).

4.5 Exames Hematoldgicos e Bioquimicos

Além do registro diario de peso corporal dos animais, foram realizadas as
analises laboratoriais de acordo com cada material bioldgico. No soro, realizou-se a
analise de albumina, mieloperoxidase (MPO), fosfatase alcalina, gama-GT. No
plasma, capacidade antioxidante total (TRAP), quimiluminescéncia induzida por t-
Butil hidroperéxido (QM), produtos avancados da oxidagcédo proteica (AOPP). E no
tecido, realizou-se a avaliagdo macroscopica, MPO, fosfatase alcalina e Gama-GT.

No 21° dia ap6s o inicio do tratamento foi colhido por meio de puncédo
cardiaca na valvula atrial esquerda, 2,5mL de sangue em acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) e 3mL de sangue sem anticoagulante. Em seguida, todas as

amostras foram centrifugadas a 2.500rpm durante oito minutos.
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ApoOs o sacrificio, a parte distal do célon foi removida e submetida a
lavagem superficial com tampéao fosfato salino (PBS) 200mM pH=7,4 e com a ajuda
de um paquimetro, mediu-se aproximadamente, oito centimetros, foram fotografadas
e em seguida raspou-se 0 colon com lamina de vidro. Assim, adicionou-se 6mL de
PBS, homogeneizou-se e foram armazenados em trés tubos de crio congelamento,

para cada animal, e congeladas a -70°C.

4.5.1 Medida do TRAP

O TRAP foi avaliada por quimiluminescéncia (QL) em uma adaptacdo do
método da técnica descrita por Repetto et al (1996) utilizando o sobrenadante obtido
apos centrifugacdo do homogenato (11.000 Rpm por 15 minutos em centrifuga
refrigerada) visando a deteccédo de antioxidantes hidro e lipossolliveis presentes no
plasma.

Ao meio de reacdo (1,8 mL de tampao glicina 0,1M, pH 8,6) foram
acrescidos 100 pL de luminol em solucéo aquosa 200 uM, 5 uL de soro diluido 50%
em tampao glicina e 100 uL de solugdo aquosa de 2,2 azo-bis (2-amidinopropano)
200 mM.

Assim, 0 2,2 azo-bis é responsavel pela geracdo de radicais peroxil
rapidamente, via interacdo com radicais centrados em carbono e oxigénio molecular,
causando a oxidacdo de lipideos e proteinas nas biomoléculas

Estes radicais livres reagem com o luminol, responsavel pela amplificacao
do sinal e produzindo QL. Esta reacdo pode ser inibida pela superéxido dismutase,
catalase e analogos da vitamina E, este ultimo, o Trolox (100 uL na concentragao de
20 yM em tampéo glicina pH 8,6), foi adotado para calibracdo da reacdo por ser o
antioxidante.

A adicdo de plasma também diminui a QL em niveis basais por um
periodo, denominado de tempo de inducdo t. proporcional a concentracao
plasmatica de antioxidantes até que os radicais do luminol sejam regenerados,

restituindo-se os niveis iniciais de QL.
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Ao comparar o tempo de inducdo apos a adicdo de concentracdes
conhecidas de Trolox e plasma, pode-se obter os valores de TRAP em equivalentes

de Trolox segundo a equacao:

TRAP (UM Trolox) =_D x t amostra
t Trolox

No qual, D € um fator de diluicho da amostra no meio de reacao (802),
tamostra € O tempo de induc&o promovido pela adicdo da amostra de plasma, trroox € 0
tempo de indugéo promovido por 1 yM de Trolox. Os resultados foram expressos em
CPM (fluxo de fétons contados por minuto). Este experimento foi conduzido em um
contador B marca Beckman® (EUA) modelo LS 6000, utilizando-se um modo de
contagem nao coincidente por 30 minutos, com uma faixa de resposta entre 300 a
620 nM.

4.5.2 Medida de QM

A QM estimulada por t-butil hidroperéxido foi empregada para analisar a
integridade dos mecanismos de defesa antioxidante ndo enzimaticos e os niveis de
lipoperéxidos. O composto t-butil hidroperéxido € um potente formador de radicais
peroxil. Nas membranas biologicas, estes atacam os lipideos gerando lipoperéxidos,
gue podem reagir com outros lipideos, oxidando-os. Assim, este teste baseia-se na
premissa de que um aumento de QM esté relacionado com um estresse oxidativo
prévio sofrido pelo tecido, levando ao consumo das defesas antioxidantes de baixo
peso molecular, tais como vitamina E e formacdo de lipoperoxidos, resultando em
aumento da emisséo de fétons, além disso, quanto mais oxidantes a amostra possui,
maior serd o tempo para que esta reacdo seja iniciada (GONZALES-FLECHA,
LLESUE; BOVERIS, 1991; OLIVEIRA; CECCHINI, 2000; BARBOSA et al, 2003).

Para a quantificacdo da formacéo de hidroperéxidos lipidicos, por QL, foi
empregado o método descrito por Gonzales-Flecha, Llesue e Boveris (1991).

A reacao foi realizada em frasco para cintilagcdo (baixo teor de potassio)
com capacidade de 20mL em local protegido da luz e consistiu de tampéo fosfato
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monobasico 20mM pH=7,4 (865uL), plasma (125uL) e tert-butil (20uL) com
concentracéo de 3mM para um volume final de reacéo de 2,0mL.

A QL foi medida pela reacédo em protocolo de quimiluminescéncia de uma
leitura por segundo, durante 60 minutos, em contador B marca Beckman® modelo
LS 6000, em um modo de contagem nao coincidente com faixa de resposta entre
300 a 620nm.

4.5.3 Medida de AOPP

Para a determinacao de AOPP utilizou-se o método de Witko-Sarsat et al
(1996), no qual foram preparados os reagentes iodeto de potassio (KI 1,16M),
padrdo estoque clora mina T, uma solucao lipidica PM= 282,69 1mM e acido acético
glacial PA.

Inicialmente, diluiu-se o padrdao com 500 pL do padréo estoque clora mina
T e 4,5mL de tampao fosfato salino (PBS) e, realizou-se diluicdes seriadas, onde no
primeiro adicionou-se 2mL da solucdo, no segundo, 1mL da solu¢édo do tubo 1 e
1mL de PBS, no terceiro tubo, 1 mL da solucéo do tubo B e 1mL de PBS, e assim,
consequentemente, até o quinto tubo. Para o branco, adicionou-se 1mL de PBS.

No momento da leitura, adicionou-se 100 pL de acido acético e 50 L de
Kl, a leitura foi realizada imediatamente a 340nm para a obtencdo da curva de
calibragcédo. A partir da curva obteve-se o fator (divisdo da concentracédo do padréo e
a média das duas absorbancias obtidas na leitura).

Para o preparo das amostras, foi realizada a diluicdo de 800 uL de PBS e
200 pL de soro, no momento da leitura, adicionou-se 100 pL de &cido acético e 50
uL de KI e realizada a leitura a 340nM. A concentracdo da amostra € obtida pela
meédia dos dois pontos multiplicada pelo fator obtido na curva de calibragcéo e o fator
de diluicdo, no qual os valores foram expressos em pmoles/L de equivalente de clora

mina.
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4.5.4 Preparacao das amostras de tecido para MPO

A parte distal do colon foi mantida em congelamento a -70°C e no
momento da realizagdo dos testes a amostra foi descongelada, centrifugada na
velocidade de 8.000rpm durante 4 minutos para ser utilizada.

Para a atividade da MPO, adotou-se o método inicialmente descrito por
Bradley et al(1982) e posteriormente modificado por Nieto et al (1998), no qual, para
a determinacdo, uma aliquota de 115uL do homogeneizado total foi adicionado a
1lmL de tampdo fosfato 80 mmol/L pH=54 com 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e 0,167 mg/mL de dihidrocloro de o-dianisidina. A
mistura foi aquecida a 37°C por 3 minutos e a reacgéao foi iniciada pela adicdo 540uL
de uma solugéo de H,0O,, originando uma concentracédo de 0,3mM de H,0, no meio,
e ao final de exatos 3 minutos a reacéo foi interrompida pela adicdo de 4,0mL de
tampéo acetato de sodio 0,2M pH=3.0 selado. Uma unidade de atividade especifica
da MPO foi definida como a quantia de enzimas que produziu uma mudanca de 0,1
de ABS a 37°C por minuto no volume final da reacéo com o tamp&o acetato. O valor

encontrado foi ajustado para U/100mg de proteinas/minuto.

4.5.5 Medida de fosfatase alcalina, gama-GT, albumina e proteinas totais

Para a medida de fosfatase alcalina e gama-GT do tecido, a parte distal
do coélon que estava mantida em congelamento a -70°C, foi descongelada,
centrifugada por 4 minutos a 4.000rpm para ser utilizada. Para a utilizacdo do soro,
este foi descongelado no momento da utilizacdo, ja& que estava mantido em
congelamento a -70°C.

A albumina As quantificacbes de albumina sérica, fosfatase alcalina e
gama-glutamiltransferase, além das proteinas totais do soro foram realizadas em um
autoanalisador bioquimico (Dade-Behring® - Dimension) utilizando-se kits Dade-

Behring®.



4.5.6 Medida de proteinas totais do tecido
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A quantificacdo de proteinas totais dos homogenatos foi determinada
utilizando albumina bovina como padrdao (LOWRY, 1951; MILLER, 1959), para

normalizag&o dos resultados.

4.6 Critério para Avaliacdo e Escore Macroscopico da Lesédo Colbnica

Para a avaliacdo macroscoépica da lesdo colbnica foram adotados os

critérios descritos por Wallace et al (1989) conforme a Tabela 6 sendo que este foi

preenchido e avaliado por um profissional médico veterinério especializado no

momento da eutanasia dos animais e obtencdo das amostras de tecido.

Tabela 5 — Critérios para escore macroscoépico da lesédo col6nica

ACHADO ESCORE
Ulceracao
Aparéncia Normal 0
Hiperemia focal, sem ulceracdo 1
Ulceracdo sem hiperemia ou parede intestinal espessa 2
Ulceragdo com inflamag&o em um local 3
Ulceragao/inflamacg&o em dois ou mais locais 4
Sitios grandes de lesdo com mais de 1 cm de extenséo ao longo do célon 5
Quando a area de lesao se estender por mais de 2cm ao longo do célon, o 6-10
escore é aumentado em 1 por cada centimetro adicional envolvido.
Adeséo
Sem adeséao
Adesbes pequenas (o colon pode ser separado de outros tecidos com
pequeno esforgo)
Ades0bes grandes (o colon pode ser separado de outros tecidos com maior >
esforco)
Diarreia
N&o 0
Sim 1

Espessura (Maximo de espessura da parede intestinal em milimetros)

Escore total

*a espessura foi medida com auxilio de um paquimetro.
Fonte: WALLACE et al (1989)
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4.7 Andlises Estatisticas

As comparagdes entre os grupos das variaveis continuas foram realizadas
pelo teste de Kruskall-Wallis com post teste de Dunn. Os dados foram expressos
como mediana e interquartis (25%-75%). Foram comparados todos 0S grupos com
colite com intervencéo terapéutica e o grupo controle positivo (Grupo 1).

Posteriormente realizou-se a comparacdo dos grupos tratado com
sulfassalazina (Grupo 2) e 0s grupos que receberam, além da sulfassalazina,
tratamentos complementares (Grupo 3, Grupo 4 e Grupo 5) utilizando o programa
estatistico Graph Pad Prism version 4.0. Foi considerada significancia estatistica

quando nivel de 5% (p <0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Atividade Antagonica de Lactobacillus plantarum versus Escherichia coli e

Salmonella enteretidis

Pode-se observar nas figuras a seguir (Figuras 16, 17 e 18), que houve
crescimento dos microrganismos nos meios de cultura, ja que todos se
apresentaram turvos, assim como nos respectivos po¢cos denominados de controle
no qual se adicionou a agua estéril (pocos 4, 3 e 3, respectivamente). Ressalta-se
gue todos os testes foram realizados em triplicata.

No primeiro teste, no qual cepas de L. plantarum (Lp-115) foi adicionado
no meio de cultura, pode-se observar que seu crescimento nao foi inibido pela
sulfassalazina, sobrenadante da E. coli ou sobrenadante da S.enteretidis, ja que néo
houve elos e inibicéo.

Dessa forma, descarta-se a hipétese de que a sulfassalazina pode inibir a
proliferacdo de L. plantarum, quando consumidos concomitantemente por um

individuo, bem como, ao ser administrado nos animais do estudo experimental.

Figura 16 - Atividade antagOnica de L. plantarum, S. enteretidis e E. coli pelo método

de difusédo
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No segundo teste, no qual o meio de cultura estava acrescido de E.coli, este
nao foi inibido pelo medicamento, porém, no poc¢o adicionado do sobrenadante de L.
plantarum (poco 2), observa-se um nitido elo de inibicdo, mostrando que o L.
plantarum pode atuar também, na competicdo com E.coli.

Figura 17 - Atividade antagbnica de E. coli e L. plantarum pelo método de difuséo

E assim como foi observado no teste 2, no terceiro teste, no qual foi
inoculado S.enteretidis no meio de cultura, também se pode observar o elo de
inibicdo no pocgo adicionado sobrenadante de L. plantarum (poco 2).

Figura 18 - Atividade antag6nica de S. enteretidis e L. plantarum pelo método de
difuséo
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5.2 Avaliacéo do Modelo Experimental e da Inducdo da Colite nos Animais

O peso dos animais foi monitorado diariamente no mesmo horéario e antes
da administracdo do tratamento, sendo que foi realizado com o0s animais
anestesiados. A tabela abaixo (Tabela 7) apresenta duas pesagens, no qual a
primeira linha corresponde a diferenca de peso entre o primeiro e o ultimo dia do
experimento, no qual se observa que todos os grupos ganharam peso sem diferenca
significativa.

Ao analisar a diferenca de peso entre 0s grupos no dia anterior a indugao
da colite (T13) e no dia posterior a inducao (T15) também néo foi estatisticamente
significativa, assim, ao induzir a colite nos animais, independente do tratamento
utilizado para prevengéo, a modificagdo na perda de peso néo foi constatada entre
0S grupos.

No que se refere as mortes dos animais durante o periodo experimental,
ndo houve diferenca estatistica significativa, entre os grupos. Assim, para todas as

andlises, adotou-se o minimo de sete animais por grupo.

Tabela 6 - Resultado da analise estatistica dos pardmetros do modelo experimental e
do escore macroscoépico da lesdo coldnica

Analise/Grupo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
Peso corporal 21,0 13,5 15,5 19,0 20,0
(T1-T21) (12,0 - 33,0) (4,5 - 23,0) (-3,9 — 23,75) (3,5 —29,5) (-13,0 - 28,0)
Peso corporal -12,0 -12,0 -15,5 -12,0 -11,0
(T13- T15) (-25,0 — -7,5) (-21,0 — -3,0) (-27,0 - 5,75) (-245-3,75)  (-21,0—-2,0)
Mortes 2 2 0 1 3
Escore 16,0 12,0° 15,0° 11,52 16,0
macroscépico (13,0 - 16,0) (10,0 — 14,0) (14,79 -16,25) (10,25-13,00  (11,0-16,0)

Sendo, Grupo A: Controle com Colite, Grupo B: Colite + Sulfassalazina, Grupo C: Colite +Sulfa + L.
plantarum, Grupo D: Colite + Sulfa + Oleo de peixe, Grupo E: Colite + Sulfa + L. plantarum + Oleo de
peixe
% versus Grupo A p<0,05; ® versus Grupo B p<0,05

As mortes dos animais ocorreram devido as anestesias diarias no éter
etilico, bem como na anestesia para inducdo da colite nos animais, ndo sendo
influenciadas pela doenca. Assim, os grupos foram comparados com o minimo de

sete animais.
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A imagem abaixo (Figura 19) apresenta uma fotografia do coélon no
momento da avaliagdo macroscépica para um dos animais pertencentes a cada
grupo, os animais diferiram quanto a lesdo, porém, pode-se observar que em todos

ocorreu uma leséo focal grave.

Figura 19- Fotografia da les@o colénica no momento da eutanasia

5.3 Andlises Microbioldgicas do Leite Fermentado com L. plantarum (Lp-115)

A contagem de bactérias viaveis no leite fermentado administrado nos
animais esteve contida em 10® UFC/mL, ndo havendo reducdo de nem um ciclo log
durante os quatro dias de estocagem. O resultado mostrou-se bastante satisfatorio,
uma vez que esta bastante acima do recomendado pelo MAPA (no minimo 10°
UFC/mL) e dentro do especificado pela ANVISA (10% a 10° UFC/mL).

Ao final de cada uma das produc¢des, avaliou-se o teor coliformes totais e
a 45°C. Todos os lotes apresentaram resultados satisfatérios para os parametros
microbiologicos avaliados, demonstrando que ndo houve influencia de outros

microrganismos no leite fermentado, bem como na colite.

5.4 Aspectos Inflamatorios apos Intervencgdes Terapéuticas na Colite Experimental

No que se refere aos aspectos inflamatorios da colite, foram realizadas as
analises apresentadas na tabela a seguir (Tabela 8).



Tabela 7 - Resultado da analise estatistica dos parametros inflamatérios
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Anélise/Grupo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
Tecido
_ , 73,85 68,50 60,16° 55,72"° 65,10
Mieloperoxidase
(68,78 — 85,81) (58,99 — 108,3) (58,24 — 62,83) (47,45 - 63,33) (63,52 — 69,99)
10,66 11,25 13,49 12,82 15,00°
Gama GT
(7,28 — 15,26) (7,53 - 12,09) (9,58-19,56)  (11,33-15,40) (13,81 — 22,90)
Fosfatase 82,52 119,00 99,85 110,80 125,50
alcalina (66,08 — 107,80) (91,21 — 132,30) (82,30 — 130,70) (95,40 — 167,70) (86,92 — 181,10)
Plasma
Fosfatase 16,0 18,0 18,52 17,0 16,0
alcalina (12,5 - 16,5) (14,0 — 29,0) (17,0 — 19,85) (16,0 — 18,0) (14,0 - 17,0)
i 0,89 0,9 0,9 0,86 0,97
Albumina
(0,85 — 0,99) (0,85 — 1,04) (0,86 — 0,93) (0,8 - 0,98) (0,91 — 1,03)
) : 6,35 6,39 6,34 6,24 6,82
Proteinas totais
(6,22 — 6,83) (6,22 — 6,82) (6,02 —6,77) (6,0 — 6,49) (5,98 — 6,91)

Sendo, Grupo A: Controle com Colite, Grupo B: Colite + Sulfassalazina, Grupo C: Colite +Sulfa + L.
plantarum, Grupo D: Colite + Sulfa + Oleo de peixe, Grupo E: Colite + Sulfa + L. plantarum + Oleo de
peixe

® versus Grupo A p<0,01; ® versus Grupo A p<0,0001; “versus Grupo B p<0,05

5.5 Estresse Oxidativo apds Intervencdes Terapéuticas na Colite Experimental

A tabela a seguir apresenta os resultados para o estresse oxidativo no
plasma dos animais apds o periodo experimental, foram realizadas as analises de
AOPP, QM e TRAP.

Tabela 8 - Resultado da andlise estatistica dos parametros de estresse oxidativo

Anélise/Grupo Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
AOEE 159,3 118,6% 143,1 137,70 131,4%
(137,4-167,7)  (95,95—143,9) (112,0-164,6) (118,6 —149,0) (101,1 — 133,3)
oM 162,0 170,6 162,9 181,4 169,6
(160,4—174,5)  (142,2-217,3) (149,1-191,3) (162,2-186,5)  (162,1—187,7)
e 341,0 313,3 350,0 333,1 317,4

(330,3 - 391,2)

(309,2 — 398,3)

(319,7 - 357,2)

(317,5 — 3354,9)

(282,3 — 342,9)

Sendo, Grupo A: Controle com Colite, Grupo B: Colite + Sulfassalazina, Grupo C: Colite +Sulfa + L.
plantarum, Grupo D: Colite + Sulfa + Oleo de peixe, Grupo E: Colite + Sulfa + L. plantarum + Oleo de
peixe

versus Grupo A p<0,05



58

Sobre hidroperéxidos lipidicos, ndo foi constatada diferenca estatistica
entre 0s grupos, porém, ao elaborar o grafico com os 3.600 pontos gerados durante
a leitura da quimiluminescéncia (faixa de 300 a 620nm) dos 60 minutos de analise,

pode-se observar a diferenca na geracao de radicais livres entre 0s grupos.

180 o
180 o
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Grafico 1 - Resultado do estresse oxidativo avaliado pelos hidroper6xidos lipidicos
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6 DISCUSSAO

De acordo com o teste in vitro realizado, pode-se encontrar resultados
importantes para o tratamento de RCUI ja que foi observado que o L. plantarum
pode ser capaz de impedir o crescimento de microrganismos patogénicos. Cartwright
(2003) sugere a importancia que o tratamento na DIl seja capaz de aumentar a
microbiota bacteriana benéfica, ao invés de permitir o aumento do patégeno.

Segundo Clancy (2003), acredita-se que h& anos a maioria dos efeitos
benéficos dos microrganismos probidticos estdo concentrados na sua capacidade de
suprimir o crescimento de patdégenos. De fato, esta interferéncia na barreira intestinal
e, consequente competicdo entre probidticos e bactérias patogénicas por sitios
especificos no epitélio intestinal e na camada mucosa sobrejacente, constitui um
mecanismo de acdo importante.

Assim, pesquisadores afirmam que o mecanismo denominado de
“‘exclusdao competitiva” € a principal forma de colonizacdo da microbiota intestinal
pelos probidticos. Estes microrganismos se fixam ao meio e o alteram pela sintese
de acidos graxos de cadeia curta, reduzindo a aderéncia dos sitios epiteliais da
mucosa intestinal de forma que o desenvolvimento dos microrganismos patogénicos
torna-se desfavorecido, influenciando diretamente no controle do numero das
unidades formadoras de col6nia durante a competicdo por nutrientes e/ou da
producdo de compostos antimicrobianos (KAUR; CHOPRA; SAINI, 2002;
GUARNER; MALAGELADA, 2003).

A microbiota nativa do trato gastrointestinal é responsavel pela regulacédo
imunofisiolégica, sendo considerada uma barreira defensiva da mucosa. A utilizacao
de probidticos, em especial Lactobacillus, Bifidobactérias e Saccharomyces,
demonstra ser capaz de reduzir o crescimento indesejavel de bactérias maléficas no
intestino (KLARIN; WIMO; FASTBOM; 2005). Por este motivo, Saad (2006) afirma
gue os probidticos vem sendo amplamente utilizados como alimento funcional, além
de serem utilizados como tratamento de varias patologias.

Além de competir com 0s microrganismos patdgenos pelos sitios de
adesado, ocorre também a competicdo por nutrientes disponiveis nos nichos
ecologicos. Algumas bactérias probiodticas possuem a capacidade de comunicagao

(“crosstalking” ou “quorum sensing”) com o hospedeiro, no qual a bactéria sinaliza o
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qguanto precisa de um dado nutriente e o hospedeiro o produz. Este relacionamento
simbidtico impede a superprodugcdo de um determinado nutriente, com criacdo de
nichos ecologicos associados a exclusdo de patdogenos exogenos (GUARNER;
MALAGELADA, 2003).

As bactérias comensais, sobretudo as probiéticas, podem ainda, inibir o
crescimento de patdgenos mediante a producdo de moléculas antimicrobianas
incluindo bacteriocinas, estas, por sua vez podem, ainda diminuir o pH luminal por
meio da secrecdo de acidos acético e latico, e com isso inibir o crescimento de
algumas bactérias patogénicas, como a Escherichia coli enterohemorragica
(COLLINS; BERCIK, 2009).

Outro fator importante de ser ressaltado é o mecanismo para melhora da
funcdo de barreira e eliminacdo de patégenos que os probidticos podem promover
gue seria 0 aumento da secrecdo de muco. In vitro, algumas espécies de
Lactobacillus aumentaram a expressao de mucina em células humanas intestinais,
blogueando a invasdo e aderéncia de Escherichia coli patogénica (MACK et al,
2003). In vivo, os poucos estudos realizados também demonstram uma tendéncia a
inducdo da expressdo de genes de mucina pelos probidticos (OHLAND;
MACNAUGHTON, 2010).

Assim, os probioticos podem exercer efeitos diretos e/ou indiretos sobre a
microbiota e sobre patdbgenos mediante a prevencdo de infec¢des e inflamacdes,
imunomodulagédo, promoc¢do do aumento de anticorpos, producdo de citocinas e,
finalmente, o restabelecimento do equilibrio da microbiota intestinal (COSTA, 2011).

No que se refere ao escore obtido na avaliagdo macroscépica da lesdo
colénica observa-se que houve diferenca significativa nos Grupos B (somente com
sulfasslazina) e D (sulfasslazina e L. plantarum) em comparacdo com o Grupo A
(controle), no qual os grupos tratados possuiram uma diminuicdo do escore da lesdo
colonica. No estudo realizado por Peran et al (2005) os resultados de escore
macoscopico atingiram os valores entre 55 e 8,6, demonstrando que no
experimento realizado, os resultados obtidos em todos o0s grupos podem ser
considerados como lesdes graves.

Verificou-se também, ainda no escore macroscopico da lesdo, que o
grupo tratado apenas com sulfassalazina (Grupo B) diferiu do grupo tratado com L.
plantarum (Grupo C), no qual o grupo tratado com a cepa probiotica apresentou um

aumento da lesdo quando comparado com o tratamento apenas com sulfassalazina.
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Outro estudo encontrou resultados diferentes ao avaliar o efeito de
probidticos na colite induzida por TNBS/etanol em ratos Wistar (180-200g). Estes
receberam administracdo oral de probidticos L. salivarius ssp. E constataram que
houve melhora da resposta inflamatéria quando comparada com o0 grupo padrao
sem o tratamento com probiéticos. Este efeito anti-inflamatorio foi evidenciado
macroscopicamente pela significante redugao na extensao colonica necrosada e/ou
inflamacédo (PERAN et al, 2005).

Damido e Sipahi (2004) ao induzir a lesdo intestinal com indometacina,
também observaram resultados positivos com o tratamento, encontrando reducéo de
45% no escore macroscopico ao utilizar cepas probidticas de Lactobacilus
acidophilus, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus bulganicus e Streptococcus
termophilus na forma de 6x10° microrganismos vivos.

Loguercio et al (1996) observaram diferentes resultados do estudo
histoldgico e do estresse oxidativo em ratos com colite durante oito semanas apos a
inducdo da colite com TNBS. Os autores verificaram, por meio do escore
macroscopico da lesdo que, na primeira semana, a lesao tecidual foi grave e, a partir
da segunda semana, moderada com diminuicdo progressiva até a Ultima semana
avaliada. Como o periodo experimental apés a inducéo de colite foi de uma semana,
a lesdo foi agressiva no qual foi observada até mesmo necrose tecidual com
obstrucao do célon.

Assim, pode-se levantar a hipdtese, que se o0 experimento fosse
desenvolvido por um periodo maior, poderia ter sido observada uma melhora no
escore macroscopico. Ja que a inducdo da colite pelo TNBS em ratos € considerada
um bom modelo de estudo da RCUI e tem sido utilizada frequentemente para
estudos de estresse oxidativo (NIETO et al, 2000; ISOZAKI et al, 2006).

Ao avaliar os parametros inflamatdrios, a colite tratada com sulfassalazina
e L. plantarum (Grupo C) ou sulfassalazina e 6leo de peixe (Grupo D) foi capaz de
diminuir os niveis de MPO no tecido quando comparada ao grupo controle. A MPO é
uma enzima constitutiva de neutréfilos que tem sido constantemente utilizada como
um marcador de infiltragdo de neutrofilos em tecidos, principalmente no colon
(NIETO et al, 2000; CUZZOCREA et al, 2001). Assim, quanto maior sua atividade,
maior a inflamag&o. Ao comparar o grupo tratado com sulfassalazina isolada versus
0s tratamentos auxiliares observa-se que houve diferenca significativa entre o Grupo

B (somente sulfassalazina) e o Grupo D (sulfassalazina e 6leo de peixe) (p<0,05), ou
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seja, ao consumir a sulfassalazina e Oleo de peixe, pode-se observar uma
diminuicdo dos niveis de mieloperoxidase quando comparados ao tratamento
apenas com sulfassalazina.

A dieta, quando suplementada com acidos graxos n-3 tem sido associada
a reducdo de doencas cardiovasculares, neoplasias e a prevencao de pré-
malignidade para lesdes de cancer de célon. Assim, pacientes com risco potencial
para desenvolvimento de carcinoma colo retal, como os portadores de RCUI,
podem-se beneficiar do seu efeito protetor (DICHI; BURINI, 1996).

Varios trabalhos tém enfatizado os beneficios da imunonutricdo com
acidos graxos n-3 em diversas situacdes clinicas. Campos et al (2002), verificou 0s
resultados da administracdo parenteral de diferentes emulsdes lipidicas em colite
aguda em ratos Wistar machos, e concluiram que apesar das emulsées contendo
triglicerideos de cadeia longa com baixa razdo n-3/n-6 n&o modificarem as
manifestacdes inflamatérias da colite, a associacao entre triglicerideos de cadeia
média e de cadeia longa e 6leo de peixe determinou impacto benéfico no que se
refere a inflamacao e principalmente aos niveis de MPO.

Nieto et al (1998) realizaram um estudos com 160 ratos, destes, 80 foram
tratados com TNBS para indugédo de colite experimental e o restante, com um
volume idéntico de NaCl 0,9% e foram aleatoriamente atribuidos a quatro subgrupos
de 20 ratos cada. Ap6s a inducdo foram ofertadas diferentes dietas, tendo como
componente principal em cada uma delas: azeite de oliva, 6leo de peixe ou
fosfolipidos cerebrais purificados de porco. Os autores concluiram que os acidos
graxos n-3 podem agir beneficamente quando administrados para prevenir a
inflamacédo na RCUI avaliado por meio da fosfatase alcalina e Gama-GT.

No que se refere ao tratamento com probidticos no controle da
inflamacéo, outros estudos apresentaram resultados satisfatérios quando a sua
utilizacdo. Gionchetti et al (2000) avaliaram 40 pacientes portadores de pouchite,
uma inflamacgéo possivel de ocorrer apdés uma anastomose ileo-anal, normalmente
realizada em pacientes com RCUI com carater curativo da doenca. Destes, 50%
receberam durante nove meses uma mistura de probidticos contendo trés cepas de
bifidobactérias, quatro cepas de lactobacilii e Streptococus termophilus, enquanto
gue o restante recebeu placebo. Do grupo placebo, todos (100%) reativaram a
pouchite, enquanto o grupo que recebeu a mistura de probidticos, apenas 15%

reativaram, demonstrando a importancia da terapia nutricional com probidticos,
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principalmente para pacientes portadores de RCUI submetidos a pouchite.

Ao administrar o probidtico L. salivarius ssp. em ratos machos com colite
induzida através do acido trinitro-benzeno sulfénico (TNBS), Peran et al (2007)
verificaram diminuicdo na producdo de alguns mediadores envolvidos na resposta
inflamatoria do intestino, como por exemplo de TNF-a (fator de necrose tumoral), o
que € relevante, pois o TNF-a atua como potente indutor de quimiotaxia,
contribuindo para o recrutamento de neutrofilos no célon e iniciando a cascata
inflamatoria, que contribui para melhora da inflamacao do colon. Além disso, age
inibindo o 6xido nitrico (NO) e, desta forma, preserva a mucosa do célon. Tal efeito
benéfico pode ser atribuido a alteracdo na resposta imune que se torna comum
nesta condicao inflamatoria.

Os mesmos autores também notaram que houve uma melhora da
resposta inflamatéria quando comparada com o grupo sem o0 tratamento com
probidticos, pois ocorreu um efeito anti-inflamatdrio evidenciado pela significativa
reducdo na extensédo colbnica necrosada e/ou na inflamacéo.

Em outro estudo, realizado por Sazawal et al (2006), verificou-se uma
diminuicdo de 57% do risco de diarreia aguda entre criancas e de 26% nos adultos,
apos uma ingestéo continua de Saccharomyces boulardii, Lactobacillus acidophilus,
L. bulgaricus e L. rhamnosus GG.

A combinacdo de L. acidophilus (3,33x10°UFC/g), B. bifidum
(3,33x10°UFC/g), E. faecium (3,33x10°UFC/g) e Probiético Vetnil foi administrada via
retal em ratos com colite induzida em um estudo realizado por Souza et al (2007) e
observou-se que seu efeito, em associacdo a budesonida ou ndo, acelera o trofismo
mucoso, que resulta em efeitos benéficos para o tratamento, ja que aumenta as
trocas metabdlicas entre os tecidos, melhorando a nutricao.

Quanto a utilizacdo de Lactobacillus plantarum na imunomodulacéo in
vitro em células extraidas de colon humano inflamado, notou-se um aumento na
sintese de IL-10, secre¢cdo de macréfagos e células T derivadas do colon inflamado
(PATHMAKANTHAN et al, 2004).

Dentre os principais efeitos benéficos estabelecidos mediante a ingestao
de probidticos incluem: atividade antimicrobiana, propriedades anti-diarreicas e
aliveio da constipagdo, reducdo do risco de doengas gastrointestinais e
imunomodulacao (ISOLAURI, SALMINEN, OUWEHAND, 2004; SHAH, 2007).
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No que se refere a Gama-GT no tecido, uma enzima hepatica que se
localiza no interior das células do figado e quando ocorre destruicdo das células
hepéticas a enzima entra na corrente sanguinea. E um marcador sensivel para les&o
tecidual e de estresse oxidativo, sendo que quanto mais alto o valor de Gama-GT
maior é o grau de inflamac&o hepatica (REIS; PEDRUZZI, 2007; SIMAO et al, 2008),
observa que houve um aumento significativo da atividade ao comparar o Grupo E
(tratado com sulfassalazina, 6leo de peixe e probidticos) e o Grupo B (tratado
apenas com sulfassalazina). Normalmente, o aumento de Gama-GT esta associada
com um aumento de estresse oxidativo e inflamacdo. Porém, o aumento da
atividade da enzima pode ser explicada, pois 0 aumento desta também possui 0
objetivo de aumentar sua atividade para colocar dentro da célula a glutationa, um
antioxidante importante. Assim, dentre as suposi¢cdes que podem ser feitas, € que
esta enzima pode ter sido aumentada como um efeito para melhorar as defesas
antioxidantes intracelular (SIMAO et al, 2008).

J4, sobre a fosfatase alcalina, uma enzima que possui a capacidade de
retirar grupos de fosfato de uma distinta gama de moléculas, abrangendo
nucleotideos, proteinas e alcaléides e é utlizada no diagnostico e no
acompanhamento de disturbios hepaticos e 6sseos (REIS; PEDRUZZI, 2007), pode-
se obervar que o Grupo C diferiu do Grupo A (p<0,01), no qual sua atividade foi
aumentada quando avaliada no plasma. Este aumento pode ser observado ao
comparar 0 grupo sem tratamento e o grupo tratado com sulfasslazina e probidticos,
dentre as hipdteses a serem levantadas, é que a sulfassalazina por si s6 ja é
agressora jA que esta pode causar toxicidade por niveis séricos elevados de
sulfapiridina (CATAPANI, 2009).

N&o se observou diferencas significativas nas atividades de fosfatase
alcalina no tecido e de albumina e proteinas totais no plasma.

Avaliando o estresse oxidativo na colite, observa-se que a Unica diferenca
obtida pela andlise estatistica relacionada foi constatada na AOPP, no qual o Grupo
B (sulfassalazina) e o tratamento concomitante de sulfassalazina, 6leo de peixe e
probioticos (Grupo E), diferiram do grupo controle, melhorando os parametros de
estresse oxidativo. No entanto, estes ndo foram diferentes entre si, assim o
tratamento com terapias complementares nédo foi capaz de diminuir 0 estresse

oxidativo avaliado pela AOPP.
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O mesmo resultado observado também foi obtido no primeiro estudo
realizado por Dichi et al (2000) no qual se pode verificar que o tratamento com
sulfassalazina (2g/dia) era superior a utilizacdo de acidos graxos n-3 de 6leo de
peixe (5,4g/dia — 18 capsulas) em pacientes com RCUI leve ou moderada. Porém,
posteriormente, o mesmo grupo (BARBOSA et al, 2003) verificou que ao associar
acidos graxos n-3 de 6leo de peixe (4,5g/dia — 15 c4psulas) a sulfassalazina houve
uma diminuicdo do estresse oxidativo de pacientes com RCUI leve ou moderada, o
gue nao ocorreu com o uso isolado de sulfassalazina. Além disso, a suplementacéo
com O6leo de peixe nestes pacientes foi capaz de aumentar a capacidade
antioxidante do plasma.

No que se refere ao TRAP, que avalia a acdo cumulativa de todos os
antioxidantes presentes no meio que resulta em um parametro integrado capaz de
revelar alteracdes no equilibrio redox existente in vivo (VASCONCELOS et al, 2007),
em outro estudo envolvendo um grande numero de pacientes com RCUI e DC,
Koutroubakis et al (2004) compararam dois métodos automatizados para determinar
o TRAP em 191 pacientes, sendo que nestes dois métodos havia reducdo nos
valores do TRAP em pacientes com DC e RCUI em relacdo aos controles negativos.
Também verificaram que pacientes com DC ativa apresentavam valores menores
destas determinagfes quando comparados com pacientes em remissao, 0 mesmo
nao sendo observado nos pacientes com RCUI.

Observa-se que no Grupo C, tratado com probidticos, houve um aumento
do estresse oxidativo avaliado. A hipOtese a ser levantada € que este aumento do
estresse oxidativo pode ser ocasionado como uma alternativa de defesa,
aumentando a sintese de radicais livres para combater outras bactérias patogénicas,
ou seja, 0s probibticos, além de serem capazes de diminuir a adesdo de
microrganismos patogénicos na parede intestinal, também estimulam a imunidade
da parede intestinal.

Segundo Ma, Forsythe e Bienenstock (2004), os probidticos apresentam
mecanismos de acdo na prevencdo e no tratamento das doencas inflamatorias
intestinais resultantes da modulacdo do sistema imune. A administracdo de
Lactobacillus casei foi relacionada com a indugcdo de uma resposta antitumoral
mediada por células T e a ativacdo de macrofagos (KATO; ENDO; YOKOKURA,
1988).
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Algumas referencias sendo na sua maioria relatando estudos com
bactérias acido-lacticas, demonstra que o0s probiéticos possuem efeito
imunoestimulante em animais e no homem, apesar de ainda ndo estarem
esclarecidos os mecanismos pelos quais isto ocorre (CROSS; WILSON, 2003).

Este efeito pode estar relacionado a capacidade dos probiotico
interagirem com as células epiteliais intestinais, estimulando as células B produtoras
de IgA e a migracdo de células T do intestino (PERDIGON; HOLGADO, 2000).
Também tem sido demonstrado que os probidticos favorecem a atividade fagocitica
inespecifica dos macréfagos alveolares, sugerindo uma acgéo sistémica por secre¢cédo
de mediadores que estimulariam o sistema imune (CROSS; WILSON, 2003).

Assim, ao atrair os macrofagos, os probidticos podem aumentar a
resposta imune contra 0S microrganismos como uma resposta rapida, porém, de
forma que este ndo € suficiente para prejudicar o organismo ja que se trata de uma
geracao controlada (CROSS; WILSON, 2003).

O aumento de hidroperoxidos causado pelo Oleo de peixe pode ser
explicado, pois este € um acido graxo poli-insaturado, portanto a oxidacdo tende a
ser maior (CAMPOS et al, 2002). J4, no grupo tratado com sulfassalazina, este por
ser um anti-inflamatério, ocasionard uma consequentemente diminuicdo na geracao
de radicais livres (BARBOSA et al, 2003). Porém, a utlizacdo das terapias
complementares concomitantes, pode ter levado a uma diminuicdo do estresse

devido ao equilibrio entre eles.
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7 CONCLUSAO

Houve reducdo significativa da atividade da enzima mieloperoxidase
quando a colite experimental foi tratada 14 dias antes da inducé@o e apoés sete dias
com Oleo de peixe e com o leite fermentado com Lactobacillus plantarum (LP-115).
Além disso, ao comparar com o grupo tratado com sulfassalazina, o grupo tratado
com 6leo de peixe também obteve a diminuicdo da atividade enzimatica.

Reducdes do estresse oxidativo avaliado pelos produtos avangados da
oxidacdo proteica também foram verificadas nos grupos tratados com sulfassalazina
e o tratamento concomitante de sulfassalazina, 6leo de peixe e probidticos. No
entanto, estes nao diferiram entre si, sugerindo que o tratamento com terapias
complementares nao foi capaz de diminuir o estresse oxidativo avaliado pela AOPP.

A diminuicdo da atividade inflamatoria e do estresse oxidativo verificados
em alguns resultados com a utilizacdo de sulfassalazina, n-3 de Oleo de peixe e
probiéticos poderiam ser mais significativos com um tempo maior de espera apés a

indugéo da colite.
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ANEXO | — CARTA DE APROVAGCAO NO COMITE DE ETICA

Universidade GoVERNGIDG
=2 Esiadual de Londrina {

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

OF. CIRC. CEEA N° 84/2010 Londrina, 12 de agosto de 2010.

Prezada Pesquisadora

O CEEA/UEL, reunido em 13 de julho do ano corrente, avaliou o projeto de
“Efeito da utilizaciio de probidticos e acidos graxes N-3 de éleo de péke no tratamento da
retocolite ulcerativa inespecifica induzida por TNBS em ratos machos Wistar”, registrado
no CEEA sob o n° 35/10, processo n° 14820.2010.21, desenvolvido sob sua responsabilidade,
julgando-o aprovado para execugdo por entender que os principios éticos postulados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal estdo respeitados.

Serdo utilizados 50 ratos Wistar, pesando entre 220 ¢ 250 gramas, machos, com
procedéncia da Universidade Estadual de Maringa. Os animais serdo divididos em 5 grupos com
10 animais cada: A. ndo sofrera indugfo de retocolite ¢ nem intervengdo terapéutica (controle
negativo); B. serd induzida a retocolite mds ndo havera intervencdo terapéutica (controle
positivo); C, D e E receberdo dieta normq'prote'ica, sofrerdo indugdo da retocolite e serdo
submetidos a tratamento com probiotico, acido graxo n-3 de 6leo de peixe e associagdo destes
dois. O projeto estd previsto para ser desenvolvido entre agosto de 2010 e margo de 2012.

Cumpre orientar que caso se pretendam quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo do CEEA/UEL
anteriormente a execugdo das modificacdes.

Sem mais para 0 momento, subscrevo-me.

Cordialmente,

Profa. ‘ lha.ne Batista de Souza
rdenadora do CEEA/UEL

Ilma. Sra.

Profa. Dra. Andrea Name Colado Simio

Coordenadora do Projeto
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