UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

~ CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

CYBELLE PEREIRA DE OLIVEIRA

AGOES DE BACTERIAS LATICAS DE DUAS MARCAS COMERCIAIS DE
LEITES FERMENTADOS SOBRE O GANHO DE PESO E PARAMETROS
HEMATOLOGICOS E HISTOPATOLOGICOS DE RATOS WISTAR
FAZENDO USO DE INDOMETACINA.

Joao Pessoa
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



II

CYBELLE PEREIRA DE OLIVEIRA

AGOES DE BACTERIAS LATICAS DE DUAS MARCAS COMERCIAIS DE
LEITES FERMENTADOS SOBRE O GANHO DE PESO E PARAMETROS
HEMATOLOGICOS E HISTOPATOLOGICOS DE RATOS WISTAR
FAZENDO USO DE INDOMETACINA.

Dissertagcao apresentada ao Programa de
Pos-graduacédo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos da Universidade Federal da
Paraiba, em cumprimentos as exigéncias
para obtengdo do titulo de Mestre em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Andrade da Silva

Joao Pessoa
2009



0O48a Oliveira, Cybelle Pereira de.

Acbes de bactérias laticas de duas marcas comerciais de
leites fermentados sobre o ganho de peso e parametros
hematoldgicos e histopatologicos de ratos wistar fazendo uso
de indometacina / Cybelle Pereira de Oliveira.- Jodo Pessoa,
20089.

78f. il

Orientador: Jodo Andrade da Silva

Dissertacao (Mestrado) — UFPB/CT

1. Tecnologia de Alimentos. 2. Leite fermentado. 3.
Bactérias laticas - avaliagao. 4. Experimentagao animal.

UFPB/BC CDU: 664(043)

III



v

CYBELLE PEREIRA DE CLIVEIRA

AGOES DE BACTERIAS LATICAS DE DUAS MARCAS COMERCIAIS DE
LEITES FERMENTADOS SOBRE O GANHO DE PESO E PARAMETROS
HEMATOLOGICOS E HISTOPATOLOGICOS DE RATOS WISTAR
FAZENDO USO DE INDOMETACINA.

Dissertacio aprovada em: 23/ U9 /2008

BANCA EXAMINADORA:

i |'|I|
- .'I']--. __i |
Prof. Dr. JoSc Anfrade da Silva
., Cnentador

i . 1 e |
/—T—r?c = 23y l-’(Lt_J I‘::u;-_—
Prof ®, Dr®. Maria de Carvalho Costa
Membrg Examinador

Prof, Or. Hugo Enrgue Méndaz Garcia
Membro Examinador

Prof. Dr. José Pinto de Siqueira Jinior
Membro Examinador Suplente



A Deus, por ter me segurado pela méao desde crianga, sempre me sustentado,
e por permitir encontrar neste caminho tantas pessoas maravilhosas, anjos
mesmo, cuja ajuda facilitou a conclusao deste trabalho.

Aos meus pais, Adeilton e Fatima, por toda educacéo, carinho, dedicagao e
muita oragao ao longo dos anos.

Aos meus irmaos, Adeilton Junior e Andrey, por todo incentivo o qual me faz
prosseguir na minha vida pessoal e profissional. Vocés me inspiram!

Ao meu esposo, Marcos, por toda paciéncia, generosidade, incentivo,
dedicacgao e por todos os finais de semana doados a minha pesquisa. Vocé me
completa e me faz imensamente feliz. Esta dissertagao € nossa!

A todos vocés dedico esta conquista!



VI

AGRADECIMENTO

Ao meu orientador de mestrado professor Dr. Jodo Andrade da Silva
pela seriedade, paciéncia, orientacdes, confianga e apoio;

Ao querido professor Dr. José Pinto de Siqueira Junior, LGM/UFPB, por
ter acreditado e me iniciado na pesquisa cientifica durante a minha graduacao,
impulsionando-me a buscar a vida académica;

As professoras Dr? Maria José Carvalho Costa (UFPB) e Dr? Francisca
Bion (UFPE) por toda atengao e presteza;

Ao professor Dr. Hugo Enrigue Méndez Garcia do Laboratério de
Biodiagnostico da Escola Técnica de Saude da UFPB pela dedicagéo,
paciéncia, contribuicdo e processamento das laminas histopatologicas;

A Mayara, Roberta, Elciane, Gabriela e Nilcimelly do Laboratério de
Nutricdo Experimental da UFPB e em especial as bolsistas e estagiarias “cinco
estrelas” do mesmo laboratério, Dandara, Jéssica, Myrella, Raquel e Ynara,
pela cumplicidade e colaboracdo durante todo o periodo experimental. Sem
VOCés eu nao teria conseguido!

A Ana Herminia, pelo carinho com o qual tratou estatisticamente os
resultados deste trabalho;

A Edvaldo Vasconcelos pela presteza e auxilio na leitura dos resultados;

A José Crispim - Biotério do LTF/UFPB - pelos ensinamentos a nossa
equipe no manejo dos animais e pela prontiddo no sacrificio dos mesmos;

A Kardilandia Mendes — HU/UFPB - pela realizagdo das analises
hematoldgicas;

Ao Pro-reitor de Pos-graduagéo e Pesquisa da UFPB, professor Dr. Isac
Almeida de Medeiros, por ter viabilizado a realizagdo das analises histologicas
no Laboratorio de Biodiagnostico/UFPB.

A minha companheira de pesquisa Rita Garcia, doutoranda no mesmo
programa, por toda paciéncia, prontiddo, ensinamentos e busca do
conhecimento sobre bactérias laticas, leite fermentado...muito obrigada!

A todos os colegas da turma de mestrado pela acolhida e partilha:
Adriana, Elieidy, Gabrielle, Josilene, Julianne, June, Poliana, Ronaldo, Thaise,
Thiago, Zilmara...a vitoria € nossa!

A Universidade Federal da Paraiba - onde me graduei e alcango mais
esta conquista-, ao Programa de Pdés-graduagao em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos e ao CNPQ, por terem me proporcionado a realizagdo deste
trabalho.



VI

RESUMO

Pesquisas demonstram que o consumo de leite fermentado é benéfico a
saude devido a presenca de bactérias laticas e dos metabdlitos produzidos por
elas durante a fermentacgéo do leite. O objetivo deste trabalho foi avaliar a agéo
das bactérias laticas de duas marcas comerciais de leites fermentados, uma
cultivada com Lactobacillus paracasei (L1) e outra com Lactobacillus casei (L2),
sobre 0 ganho de peso e parametros hematologicos e histopatoldgicos de ratos
Wistar fazendo o uso de indometacina. A escolha da droga baseou-se na
hipétese da existéncia da protegao do trato digestivo e da histologia dos 6rgaos
dos animais contra a possivel agressao do antiinflamatorio pela administragéo
concomitante dos leites fermentados. Foram utilizados trés lotes de cada leite
fermentado, realizando-se a contagem da viabilidade das bactérias laticas,
coloracdo de gram, catalase e identificacdo morfolégica. Simultaneamente, 60
ratos Wistar machos com 90 dias, consumindo ragcdo comercial e agua ad
libitum, foram divididos em 6 grupos de 10, sendo o grupo LP adicionado de L1;
LP + D de L1 + droga; C (controle) de agua; D, de droga; LC, de L2; e LC + D,
de L2 + droga. Os animais receberam os leites fermentados (5mL/Kg/dia) e/ou
a droga indometacina (2mg/Kg/dia) por gavagem durante 40 dias, registrando-
se 0s pesos semanais. Apos o sacrificio, amostras sanguineas foram coletadas
para a realizagdo de hemogramas e verificou-se o peso dos rins, bagos e
figados, realizando-se a histopatologia destes 6rgaos e dos estdbmagos e
intestinos. Os dados obtidos foram tratados com ANOVA, Tukey, Friedman,
Duncan, Kruskall-wallis e Wilcoxon (p<0,05), utilizando-se o pacote estatistico
R. As cepas de L1 e L2 resultaram em catalase negativas, gram positivas e
morfologia de bacilos, apresentando contagens finais de bactérias com valores
superiores a 10® UFC/mL. Os leites fermentados adicionados as dietas de LP e
LC e a adigdo da droga ao grupo D nao influenciaram no ganho de peso
semanal dos animais, mas LP+D e LC+D diferiram estatisticamente de C e D,
sugerindo haver interagdo entre droga-alimento. Na diferenca entre o peso
inicial e final dos animais, os grupos que receberam leite fermentado
assemelharam-se ao controle, exceto o grupo LP cujo ganho de peso foi
inferior; D também apresentou déficit de ganho de peso em relagéo ao grupo C.
As dietas nao influenciaram nos pesos dos rins dos grupos experimentais,
apenas LP apresentou diferenga significativa em termos de peso de bago em
relacdo aos demais grupos e os pesos dos figados dos grupos LP, D e LC+D
diferiram em relagdo ao grupo controle, onde D resultou em peso superior a C
e LP e LC+D obtiveram pesos inferiores ao grupo controle. Nos paradmetros
sanguineos, os grupos nédo diferiram entre si nas séries vermelha e branca,
nem na contagem diferencial dos leucécitos, ndo se constatando efeito
imunoestimulador; ja nas contagens das plaquetas, alguns grupos
apresentaram diferenca estatistica, porém os resultados obtidos encontraram-
se dentro da faixa permitida. As analises histopatoldgicas ndo evidenciaram
alteragdes na histologia dos estdmagos, figados, rins e bagos, apresentando
discreto infiltrado de células linféides na lamina prépria do intestino dos grupos
experimentais.

Palavras-chave: leite fermentado, bactérias laticas, experimentagdo animal,
hematologia, histopatologia.
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ABSTRACT

Researches demonstrate that the consumption of fermented milk is beneficial to
the health due to the presence of lactic acid bacteria and of the products of the
metabolism produced by them during the fermentation of the milk. The objective
of this work was to evaluate the action of the lactic bacterias of two commercial
marks of fermented milks, one cultivated with Lactobacillus paracasei (L1) and
other with Lactobacillus casei (L2), on the weight gain and hematologic and
histopathologic parameters of rats Wistar making the indomethacin use. The
choice of the drug based on the hypothesis of the existence of the protection of
the digestive system and of the histology of the organs of the animals against
the possible aggression of the nonsteroidal anti-inflammatory for the
concomitant administration of the fermented milks. Three lots of each fermented
milk were used, taking place the count of the viability of the lactic bacterias,
gram coloration, catalase and morphologic identification. Simultaneously, 60
rats Wistar males with 90 days, consuming commercial ration and water ad
libitum, were divided in 6 groups of 10, being the group LP added of L1; LP + D
of L1 + drug; C (control) of water; D, of drug; LC, of L2; and LC + D, of L2 +
drug. The animals received the fermented milks (5mL/Kg/day) and/or the drug
indomethacin (2mg/Kg/day) for gavage for 40 days, enrolling the weekly
weights. After the sacrifice, blood samples were collected for the
accomplishment of hemograms and it was verified the weight of the kidneys,
spleens and livers, taking place the histopathology of these organs and of the
stomachs and intestines. The obtained results were treated with ANOVA,
Tukey, Friedman, Duncan, Kruskall-wallis and Wilcoxon (p<0,05), being used
the statistical package R. The strains of L1 and L2 resulted in catalase negative,
gram positive and morphology of bacilli, presenting final counts of bacteria with
superior values to 10° UFC. The fermented milks added to the diets of LP and
LC and the addition of the drug to D didn't influence in the weekly weight gain of
the animals, but LP+D and LC+D statistically differed of C and D, suggesting
there to be interaction among drug-food. In the difference among the initial and
final weight of the animals, the groups that received fermented milk resembled
each other to the control, except the group LP whose weight gain was inferior;
D also presented deficit of weight gain in relation to the group C. The diets
didn't influence in the weights of the kidneys of the experimental groups, LP just
presented significant difference in terms of spleen weight in relation to the other
groups and the weights of the livers of the groups LP, D and LC+D differed in
relation to the control group, where D resulted in superior weight of C and LP
and LC+D obtained inferior weights to the control group. In the blood
parameters, the groups didn't differ to each other in the red and white series,
nor in the differential leucocyte count, if not verifying immunostimulatory effects;
already in the counts of the platelets, some groups presented statistical
difference, however the obtained results were inside of the allowed. The
histopathological analysis had not evidenced histology alterations in the
stomachs, livers, kidneys and spleens, meeting discreet infiltrated of lymphoid
cells in the own sheet of the intestine of the experimental groups.

Keywords: fermented milk; lactic acid bacteria; animal experimentation;
hematology; histopathology.
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1 INTRODUGAO

Pesquisas realizadas nas ultimas décadas demonstram que alguns
alimentos possuem fungédo metabdlica e regulatéria na fisiologia do organismo,
fornecendo assim beneficios, além da nutricido basica. Esses alimentos,
conhecidos como alimentos funcionais, constituem um segmento da industria
alimenticia com ampla expansdo no mercado japonés, europeu e norte
americano (BOTELHO, 2005).

Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova concepg¢ao de
alimentos langada pelos japoneses na década de 80. Um alimento pode ser
considerado funcional se for demonstrado que pode afetar beneficamente uma
ou mais funcbes alvo no corpo, além de possuir os adequados efeitos
nutricionais, de maneira que seja tanto relevante para o bem-estar e a saude
quanto para a reducgao do risco de doengas (MORAIS; COLLA, 2006).

A tendéncia do mercado consumidor em buscar produtos mais
saudaveis tem aberto novos nichos de mercado para as industrias de alimentos
e de bebidas. Uma categoria que tem se mostrado bastante promissora no
mercado brasileiro para os laticinios sdo os produtos lacteos frescos como
leites fermentados, iogurtes, bebidas lacteas e queijos. Em muitas pesquisas
tem sido demonstrado que o consumo de leites fermentados promove diversos
beneficios a saude resultantes da viabilidade dos microrganismos ingeridos -
os quais induzem mudancas e influéncias positivas sobre o ambiente - e devido
aos metabdlitos produzidos pelas bactérias laticas durante o processo de
fermentacao do leite (BOTELHO, 2005).

Dentre os beneficios que o leite fermentado pode proporcionar ao
organismo, relacionados a presenca de bactérias laticas, podemos citar:
controle da microbiota intestinal; diminuicdo da populagcdo de patdgenos pela
producao de acidos acético e latico, de bacteriocinas e de outros compostos
antimicrobianos; viabilidade da digestado da lactose em individuos intolerantes a
este carboidrato; estabilizagdo da microbiota intestinal apdés o uso de
antibidticos; estimulacdo do sistema imune e alivio da constipagdo (CAO;
FERNANDEZ, 2005; SAAD, 2006). Outros efeitos atribuidos a essas culturas
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laticas s&o: a diminuicdo do risco de cancer de colon (WOLLOWSHI,
RECHKEMMER; ZOBEL, 2001); das doengas cardiovasculares; das
concentracdes plasmaticas de colesterol; dos efeitos anti-hipertensivos
(SEPPO et al.,, 2003); bem como a redugdo da atividade ulcerativa de
Helicobacter pylori e controle da colite (SAAD, 2006). Sendo assim, o leite
fermentado é caracterizado como um alimento funcional, podendo chegar a ser
classificado como um alimento probidtico devido suas potencialidades.

O termo alimento probidtico foi definido como um suplemento alimentar a
base de microrganismos vivos que afetam beneficamente o animal ou o
homem que o consome para melhorar seu equilibrio microbiano intestinal. E
cada vez mais facil encontrar no mercado leites fermentados que oferegam
uma série de caracteristicas dietéticas e terapéuticas baseadas no aporte de
microrganismos que sdo comuns ao nosso organismo. Os mais conhecidos sao
os Lactobacillus acidophilus e varias espécies do género Bifidobacterium
(ORDONEZ et al., 2005).

A legislagao vigente exige que os leites fermentados apresentem uma
contagem minima de bactérias laticas viaveis de 10° unidades formadoras de
colénias (UFC/mL) no produto final, durante todo o prazo de validade e que as
condicbes de conservagao e comercializacdo dessas bebidas nio ultrapasse
10°C, para garantir essa viabilidade celular (BRASIL, 2004).

Diante deste contexto, torna-se de extrema importancia a verificagao da
viabilidade celular das bactérias laticas em leites fermentados comerciais como
forma de assegurar a contagem minima dessas bactérias exigidas por lei, bem
como a realizagdo de ensaios com o objetivo de comprovar, in vitro e in vivo, 0s
beneficios descritos por diversos autores em seus trabalhos a respeito da acao
metabdlica e regulatéria positiva do leite fermentado com potencialidades

probidticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a acao das bactérias laticas de duas marcas comerciais de leites
fermentados sobre o ganho de peso e paradmetros hematoldgicos e
histopatolégicos de ratos Wistar machos, apdés a administracdo oral do

antiinflamatorio indometacina.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Microbiolégicos

e Analisar duas marcas comerciais de leite fermentado, contendo uma
delas Lactobacillus paracasei e outra Lactobacillus casei Shirota, quanto as
caracteristicas morfolégicas, reacdo de catalase e coloracdo de gram das
cepas que as constituem.

e Avaliar se os leites fermentados em questdo contém a viabilidade celular
exigida por lei, realizando-se a contagem de bactérias laticas no dia inicial da
administragao dos lotes comerciais aos animais, bem como no ultimo dia desta

administragdo, sempre observando o prazo de validade dos produtos.

2.2.2 Ensaios biolégicos

e Ministrar os leites fermentados e o antiinflamatério indometacina em
ratos Wistar machos por um periodo de quarenta dias, avaliando o ganho de
peso semanal dos animais;

e Comparar os pesos dos 6rgaos dos grupos experimentais - baco, rins
direito e esquerdo e figado-, realizando analises histopatologicas destes 6rgaos

e dos estdbmagos e intestinos.



16

e Verificar os parametros hematoldgicos, série vermelha, série branca e
plaquetas, com a realizagdo de hemogramas;

e Analisar se os resultados obtidos diferem entre si quanto a
administracao dos diferentes tipos de leites fermentados contendo bactérias
distintas.

e Observar se ha a protegao do trato digestivo e da histologia dos 6rgaos

dos animais pelo leite fermentado contra a possivel agressao do antiinflamatori
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 Leite Fermentado

A origem dos leites fermentados remota a antiguidade. Os povos
némades adquiriram a arte de conservar o leite que produziam mediante o
armazenamento em odres e recipientes de ceramicas ou de peles de animais,
local onde o leite era fermentado pela flora latica adquirida acidentalmente
apo6s a ordenha. Logo observaram que o leite transformava-se em um produto
apetitoso cuja vida util era mais prolongada do que a da matéria-prima. As
bactérias laticas iam sendo selecionadas nesses recipientes que receberiam
mais leite a medida que o produto fermentado era consumido. Mais tarde,
esses povos originaram iogurtes, queijos e diversos tipos de leites fermentados
com tecnologias empiricas, servindo de base para o desenvolvimento da
tecnologia industrial da atualidade (ORDONEZ et al., 2005).

O leite fermentado é definido como “um produto adicionado ou nao de
outras substancias alimenticias, obtido por coagulagdo e diminuicdo do pH do
leite, ou leite reconstituido, adicionado ou ndo de outros produtos lacteos, por
fermentacao lactica mediante agdo de cultivos de microrganismos especificos.
Estes microrganismos devem ser viaveis, ativos e abundantes no produto final
durante seu prazo de validade. Sdo considerados leites fermentados: logurte,
Yogur ou Yoghurt, Leites fermentados ou Cultivados, Kefir, Kumys e Coalhada
ou Cuajada” (BRASIL, 2004).

Os diversos tipos de leites fermentados produzidos sao resultantes das
diferentes microbiotas responsaveis pelo processo de fermentacao do leite. Em
termos gerais, a sua elaboracao pode ser considerada bastante simples. O leite
€ pasteurizado e em seguida semeia-se o cultivo iniciador selecionado,
dependendo do produto em questdo. Os microrganismos provocam a
acidificacdo e em muitos casos, a coagulagéo do produto e o desenvolvimento
de caracteristicas organolépticas tipicas. Apds a fermentacédo, o alimento é
refrigerado para comercializagdo. Nos ultimos anos a produgcdo e 0 consumo

de leites fermentados, em que se incluem microrganismos com propriedades
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probidticas, veem adquirindo maior relevancia, embora o iogurte seja o tipo de
leite fermentado mais conhecido e o de maior consumo em todos os niveis
populacionais (ORDONEZ et al., 2005).

O termo alimento probidtico foi definido como um suplemento alimentar a
base de microrganismos vivos que afeta beneficamente o animal ou o homem
que o consome para melhorar seu equilibrio microbiano intestinal. Tem se
tornado cada vez mais facil encontrar no mercado, leites fermentados que
oferecem uma série de caracteristicas dietéticas e terapéuticas baseadas no
aporte de microrganismos que sao comuns ao nosso organismo. Os mais
comuns sado os Lactobacillus acidophilus e varias espécies do género
Bifidobacterium, como Bf. bifidum, Bf. longum, Bf. adolecentis, Bf. breve, Bf.
infantis (ORDONEZ et al., 2005). Fachin (2005) menciona que as bactérias
cientificamente comprovadas como probidticas s&o: Lactobacillus acidophilus
(NCFB 1478), Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus GG (ATCC 53103),
Bifidobacterium animalis Bb 12, Lactobacillus johnsonii Lj 1 e Lactobacillus
reuteri. Dessa forma, o leite fermentado probiético nada mais € que um leite
fermentado inoculado com bactérias probidticas, possuindo, no entanto,
caracteristicas de um alimento funcional.

Em se tratando de leite fermentado, uma das formas de determinar
quando o processo fermentativo deve ser finalizado é utilizar como parametro a
porcentagem de acido latico produzido. Esse valor deve ser de no minimo
0,60%, para que haja inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas ou
deterioradoras que eventualmente estejam presentes no produto (SANTOS et
al., 2003).

Na produgdo de um alimento probidtico, € fundamental que a bactéria
probiotica possa ser cultivada em escala industrial, sendo que o produto final
deve ter vida média satisfatoria, variando de 15 a 30 dias, e propriedades
sensoriais — cor, aroma, sabor e textura — aceitaveis, com 0s microrganismos
presentes viaveis no produto e em numero elevado (>10° UFC/mL) durante
toda a sua vida de prateleira. A necessidade de manter um numero elevado de
microrganismos viaveis no produto final & decorrente da dose diaria minima
recomendada, usualmente considerada de 10® a 10° células viaveis, obtidas

pelo consumo de 100 g de produto com 10° a 107 células viaveis por mL. Estes
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produtos devem ser consumidos regularmente para manter o efeito dos
microrganismos na composi¢cao da microbiota intestinal (SANTOS et al., 2003).

Segundo Marasca et al. (2007), a ingestdo semanal minima de
probidticos, para assegurar os beneficios funcionais a eles atribuidos, € de 300
a 500 g de produtos lacteos fermentados contendo entre 10° a 10" UFC/mL, ou
seja, entre 1 milhdo e 10 milhdes das células probidticas por mililitro de
produto. A ingestado diaria de 80mL de leite fermentado, apresentagdo usual
comercializada no Brasil, totaliza um consumo semanal de 560mL. E preciso,
no entanto, que estes produtos tenham sido fabricados adequadamente e
estocados na temperatura de refrigeragédo correta para que de fato apresentem
0 numero adequado de microrganismos probidticos viaveis (ANTUNES et al.,
2007).

3.2 Fermentacao

A fermentagdo pode ser definida como um conjunto de trocas ou
decomposi¢gbes quimicas produzidas pela atividade de microrganismos vivos
em um substrato organico. E um processo que utiliza o crescimento controlado
de microrganismos selecionados capazes de modificar a textura, o sabor, o
aroma e as propriedades nutricionais de um alimento. Durante a fermentacao,
0s microrganismos retiram do meio em que vive o material de que tanto
necessitam para o seu metabolismo, ao passo que, sob a acéo catalitica de
suas proprias enzimas, elaboram substancias como acidos, alcool e outras
substancias (SILVA, 2000).

Na industria, os processos de fermentacado sao controlados mediante a
escolha dos microrganismos, dos substratos, da disponibilidade de oxigénio,
dos teores de cloreto de sédio, da temperatura e de valores de pH adequados,
de acordo com o produto que se deseja obter (SILVA, 2000). Bioquimicamente,
a fermentagcdo € um processo metabdlico que libera energia de agucares ou
moléculas organicas (tais como aminodacidos, acidos organicos, purinas e
pirimidinas), nao requer a presengca de oxigénio e produz apenas duas

moléculas de ATP (adenosina trifosfato) para cada molécula inicial de
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carboidrato como substrato. A grande parte da energia original da glicose
permanece nas ligagdes quimicas dos produtos organicos finais da
fermentacdo, tais como acido latico ou etanol (TORTORA; FUNKE; CASE,
2005).

Os alimentos fermentados sao altamente nutritivos, uma vez que os
seus principais constituintes estdo parcialmente pré-digeridos devido ao
processo fermentativo. Durante a fermentacado, as proteinas, as gorduras e a
lactose do leite sofrem hidrdlise parcial, tornando o produto faciimente digerivel,
sendo considerado um agente regulador das fungdes digestivas. A acidez
propria estimula as enzimas digestivas pelas glandulas salivares. Certas
caracteristicas sao benéficas para individuos com intolerdncia a lactose e
tendéncias a hiperglicemia pods-prandial. Outras propriedades também se
relacionam aos leites fermentados, como os efeitos anticolesterolémicos,
anticarcinogénicos, inibitérios de agentes patogénicos, entre outros (RODAS et
al., 2001). A fermentagdo latica pode produzir uma série de produtos
comerciais a partir do leite, fornecendo, além do acido latico, sabores e aromas
caracteristicos dos laticinios fermentados durante o processo de maturagao
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Esse tipo de fermentacao € obtido pela acdo das bactérias laticas sobre
a lactose do leite como substrato, resultando na produgdo de acido lactico
como produto principal. Durante a fermentagdo lactica, o catabolismo
microbiano da lactose libera compostos que participam do aroma e sabor. O
principal deles é o acido lactico, responsavel pela acidez caracteristica de
todos os produtos lacteos fermentados, mas outros componentes também sao
importantes por conferirem aroma e sabor sdo aldeidos e cetonas, sendo o
diacetil e o acetaldeido os mais destacados (ORDONEZ et al., 2005).

3.3 Bactérias laticas

As Dbactérias laticas s&o anaerdbias, anaerdbias facultativas ou
microaerdfilas, gram positivas, sem motilidade e podem ser cocos ou bacilos

nao esporulados. Obtém sua energia pela fermentacdo de carboidratos,
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produzindo acido lactico como produto principal da fermentacdo. Todas as
bactérias laticas fermentam a glicose, algumas utilizam sacarose e lactose e
outras fermentam o amido. Além disso, a natureza aciddfila e sua notavel
habilidade de adaptacdo a condigcbes extremas, associadas as altas
concentragdes de acido lactico produzido, tém favorecido o desenvolvimento
destas bactérias em ambientes diversos. (BOTELHO, 2005; MASSAGUER,
2005; MATA et al., 2008).

As colbdnias pertencentes as bactérias do grupo latico geralmente sao
brancas e pequenas quando observadas em placas. Brancas porque a
producdo de pigmentos ndo é uma caracteristica marcante das bactérias acido-
laticas e pequenas, porque como a fermentacao de carboidratos n&o libera alta
energia, ha a necessidade por parte desses microrganismos da degradagao de
grande quantidade de carboidratos e da produgdo de muitos produtos de
fermentacdo para obter a energia necessaria ao seu crescimento. Na maioria
dos meios de cultura, elas esgotam os agucares ou produzem muito acido, o
que inibe seu proprio crescimento antes que as col6nias atinjam maiores
dimensdes. Para obtengdo de colbnias maiores de bactérias laticas é
necessario utilizar um meio muito bem tamponado ou com muito agucar. Essas
bactérias sdo muito exigentes nutricionalmente, requerendo nitrogénio,
aminoacidos e fatores de crescimento para o seu desenvolvimento (FRANCO;
LANDGRAF, 2003; BOTELHO, 2005; MASSANGUER, 2005; MATA et al,
2008).

As bactérias laticas podem ser divididas em dois grupos bioquimicos,
baseados na forma pela qual elas fermentam a glicose e os produtos formados.
As homofermentativas utilizam a via glicoliica de Embden-Meyerhof e
convertem a glicose quase que totalmente a acido lactico (80%), onde dois
moles de acido lactico sdo formados para cada mol de glicose fermentado. As
heterofermentativas produzem menos acido lactico (50%), onde um mol de
glicose é convertido a um mol de acido lactico mais um mol de etanol e em
alguns casos, acido acético, fumarico e didxido de carbono. Estas ultimas néo
possuem uma enzima chave da via de Embden-Meyerhof, por este motivo,
fermentam a glicose por um mecanismo diferente de fermentacgéo, utilizando a
via das pentoses ou a via das hexoses monofosfato (FRANCO; LANDGRAF,
2003;MASSANGUER,2005).
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A presenga destes microrganismos pode ser desejada em processos
fermentativos, como culturas “starter” na industria de alimentos para producao
de alimentos fermentados como iogurtes, leites fermentados, manteiga, nata
fermentada, kefir, probidticos, queijos, salsichas, cereais e vegetais
fermentativos; é indesejada quando agem como deteriorantes em produtos
como carne, cerveja, vinho e acgucar. O leite € um bom meio de crescimento
para bactérias acido-laticas por conter proteinas, fatores de crescimento,
agucares fermentaveis e por serem bem tamponados por proteinas e fosfatos
(MASSANGUER, 2005; ORDONEZ et al., 2005).

Por varias décadas, foram considerados como verdadeiros componentes
do grupo de bactérias laticas os géneros Streptococcus, Lactobacillus,
Pediococcus e os denominados Lactococcus. Levando-se em consideragao as
desagregacoes, as agregacoes, as reclassificacdes e o aparecimento de novos
géneros, atualmente sdo quinze os constituintes desse grupo (Aerococcus,
Atopobium, Bifidobacterium, Brochothrix, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella) (BOTELHO, 2005).

Em se tratando de produtos lacteos fermentados, os Streptococcus, os
Lactobacillus e os Bifidobacterium sao os mais destacados. Estes sao
amplamente utilizados como fermentos lacticos devido a sua capacidade de
conservar os alimentos e de fornecer uma protecéo eficaz ao homem e animais
contra infecgdes intestinais. Por terem sido inicialmente isoladas dos intestinos
do homem e dos animais, constituem atualmente uma subdivisdo do grupo de
bactérias probidticas que, quando consumidas em quantidades adequadas,
tém a propriedade de repor a microbiota intestinal desbalanceada pela dieta,
por tratamentos com antibidticos/quimioterapia ou por estresse do hospedeiro
(BOTELHO, 2005). Os Lactobacillus acidophilus estdo relacionados
principalmente com a colonizagdo do estdmago e da parte distal do intestino
delgado. Ja os Lactobacillus casei e os Bifidobacterium spp estéo relacionados
com a colonizacdo do intestino grosso (ORDONEZ et al., 2005).

Estas culturas de bactérias laticas sao utilizadas na industria de laticinios
e de carnes por reduzirem o pH do meio a curtos prazos, produzirem um efeito
gerador de aromas devido a seu metabolismo, preferencialmente as culturas

heterofermentativas, pela produgao de enzimas para processos cataliticos e/ou



23

hidrolises nos alimentos, destacando-se as proteases e as lipases que
influenciam na maturacdo de alguns produtos, pela produgdo de metabdlitos
como bacteriocinas, acidos, peroxido de hidrogénio e diacetil, criando um
ambiente adverso a sobrevivéncia de microrganismos patogénicos
(MASSANGUER, 2005; ORDONEZ et al., 2005).

3.3.1 Género Lactobacillus

Os lactobacilos foram isolados pela primeira vez a partir das fezes de
lactentes amamentados ao peito materno (MORO, 1900 apud BOTELHO,
2005). Sao largamente utilizados como culturas “starter” na preparagdo de uma
grande variedade de alimentos como queijos e outros produtos lacteos.
Possuem morfologia celular variando de bacilos longos e finos até, algumas
vezes, a bacilos curvados e pequenos. Sao microaerdfilos e quando em
crescimento na superficie de meios sélidos, tem seu desenvolvimento
favorecido em anaerobiose ou pressdo de oxigénio reduzido e 5% a 10% de
diéxido de carbono. Nos meios usuais de crescimento, os lactobacilos
raramente produzem pigmentos, que quando presentes sao amarelados,
laranja-ferrugem ou vermelho-tijolo. Crescem em temperaturas que variam de
2°C a 53°C, com valores 6timos entre 30°C a 40°C. S&o aciduricos, com pH
otimo entre 5,5 e 6,2 (BOTELHO, 2005).

Esses microrganismos sdo encontrados em derivados do leite, graos,
produtos de carne e peixe, agua, esgoto, cerveja, vinho, frutas e suco de frutas,
conservas de vegetais, silagem, chucrute e massas fermentadas. Fazem parte
da microbiota normal da boca, trato intestinal e vagina de alguns animais
homotérmicos, incluindo o homem, sendo a patogenicidade rara. O género
conta hoje com 56 espécies reconhecidas, das quais 5 contém subespécies
(delbrueckii, aviarius, salivarius, coryniformis e paracasei) e 18 delas presentes
na microbiota intestinal de humanos e considerada de interesse como
probidticos: L. acidophilus, L. agilis, L. aviarius, L. amylovorus, L. brevis, L.

casei, L. crispatus, L. delbrueckii subsp.bulgaricus, L. gallinarum, L. gasseri, L.
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Johnsonii, L. murinus, L. intestinalis, L. plantarum L. reuteri, L. ruminis, L.
rhamnosus e L. salivarius (BOTELHO, 2005).

As espécies Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus
rhamnosus compdem o chamado “Grupo Lactobacillus casei’ e possuem
importante valor comercial para a industria de alimentos devido ao seu
emprego na producdo de leites fermentados e como culturas iniciadoras na
fabricagdo de queijos. Estas espécies apresentam comportamento fisiologico e
necessidades nutricionais muito similares, multiplicando-se em condigdes
ambientais bastante semelhantes (BURITI; SAAD, 2007).

3.3.2 Género Bifidobacterium

As bifidobactérias foram isoladas pela primeira vez no final do século
XIX em fezes de infantis. Atualmente, cinco espécies de Bifidobacterium de
origem humana (B. longum, B. bifidum, B. breve, B. infantis e B. adolescentis)
tém atraido a atencdo da industria para a producdo de produtos lacteos
fermentados com fins terapéuticos. Em sua morfologia, podem variar desde
bacilos curtos e curvados a bacilos com forma de capacete ou bifurcados. A
temperatura 6tima de crescimento das bifidobactérias oscila entre 37°C e 41°C,
ocorrendo maximos e minimos de crescimento a 43-45°C e 25- 28°C
respectivamente. Em relacdo ao pH, o 6timo verifica-se a valores de pH entre
6,0-7,0, ndo apresentando crescimento em valores de pH acidos de 4,5-5,0 ou
a valores de pH alcalinos de 8,0-8,5. Sdo bactérias anaerdébias e gram-
positivas (HER et al., 2004; BOTELHO, 2005).

3.3.3 Género Streptococcus

Sao0 cocos que se dividem em um unico plano, produzindo pares e
cadeias. Sao homofermentativos e ligeiramente ovoides. Devido as alteragoes

da sistematica bacteriana, varias espécies desse género foram reclassificadas
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e as espécies remanescentes foram classificadas em dois grupos. Um deles é
0 pyogenes, onde as espécies patogénicas sao englobadas, como o S.
pyogenes (patdbgeno humano) e o S. agalacttiae (patégeno animal), sendo
encontrados no leite cru. O outro grupo é o viridans, onde se encontra a
espécie Salivares subespécie thermophilus, que é empregada na produgéo de
queijos e iogurtes (FRANCO; LANDGRAF, 2003; MASSANGUER, 2005).

3.4 Tecnologia da fabricagao dos leites fermentados

A tecnologia da fabricacdo dos leites fermentados é demonstrada
segundo o fluxograma abaixo e compreende basicamente quatro fases:

tratamento prévio do leite, incubacéo, resfriamento e acondicionamento.

Recepgdo e controle de matérias-primas

Y
. - o Leite ou produtos lactens em pd
BN GRCIar oAy 4— Concentrasae| mediante evaporacio a vieuo
solidos lactacs <— Concentragao| mediante filtragdo por membrana
v Estabilizantes
Filtragao

[esasracac

Homogenezagaa

Tratamento termico ] (80 a B5°C, 30 min/20 a 95°C, 5 min}

Resfriameanta
—— Cultivo iniciador
| Mistura

| Arondicionamento | {iogurte de consisténcia firme}

Incubacio

Resfriamento

{iogurte, 42°C, ~4h; produtos probidticos, 37°C)

Arondicionaments | (iegurts batida e liguids)

Figura 1 Fluxograma da produgao do leite fermentado
Fonte: Ordériez et al (2005).
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Segundo Orddriez et al. (2005) a fase de enriquecimento em solidos
lacteos consiste em aumentar a porcentagem de sélidos ndo-gordurosos, mais
concretamente a porcentagem de proteina, com a finalidade de potencializar a
viscosidade do produto, como o iogurte e alguns leites fermentados. A filtragao
€ efetuada para eliminar as possiveis particulas nio-dissolvidas dos sodlidos
lacteos acrescentados durante o enriquecimento e os grumos procedentes do
leite base. A eliminagdo do ar é recomendada, sobretudo quando o iniciador
cresce mal em presenca de tensdes elevadas de oxigénio. As finalidades do
tratamento térmico do leite s&o: eliminar a microbiota patogénica nao
esporulada, reduzir a carga microbiana para garantir que o cultivo iniciador
encontrara substrato bastante livre de competidores e que crescera
velozmente, destruir enzimas enddgenas do leite e reduzir a quantidade de
oxigénio dissolvido, criando condi¢des de microaerofilia favoravel para o
crescimento do cultivo iniciador.

O leite deve ser resfriado até a temperatura de incubacédo do cultivo
iniciador antes de sua inoculagao. Essa temperatura € diferenciada para cada
tipo de leite fermentado. No caso de bactérias probidticas, a temperatura de
incubacao deve ser de 37 °C e o tempo necessario para obter a fermentacao
pode variar de horas até varios dias, dependendo da cepa empregada.
Posteriormente, aplica-se o resfriamento com a finalidade de frear a atividade
do iniciador e suas enzimas, evitando que a fermentagao prossiga (ORDONEZ
et al., 2005).

O acondicionando de cada leite fermentado tem suas peculiaridades,
portanto o seu acondicionamento deve estar de acordo com essas
particularidades (ORDONEZ et al., 2005).

3.5 Tipos de leites fermentados

Os diversos tipos de leites fermentados produzidos sao resultantes das

diferentes microbiotas responsaveis pelo processo de fermentagao do leite. No
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Quadro 1 estdo relacionados os tipos de leite fermentado com os seus

respectivos cultivos iniciadores.

Quadro1 Tipos de leite fermentado e seu cultivo iniciador

PRODUTO CULTIVOS INICIADORES RELACIONADOS

logurte Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e

Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus

Leite Fermentado ou Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei. ,
Cultivado Bifidobacterium sp, Streptococus salivarius subsp

thermophilus, outras bactérias acidolatica

Leite Aciddfilo Lactobacillus acidophilus.

Kefir Graos de Kefir (sao constituidos por leveduras
fermentadoras e/ou ndo fermentadoras de lactose),

Lactobacillus casei, Bifidobaterium sp e Streptococcus

salivarius subsp thermophilus

Fonte: Orddnez, et al. (2005).

Um cultivo iniciador pode ser formado por um ou mais microrganismos,
geralmente por varias cepas da mesma espécie. As bactérias sao selecionadas
por sua capacidade de produzir acido latico a partir da lactose e por outras
aptidées metabdlicas, que desempenham papel importante no aroma do
produto final. O iniciador pode ser adicionado em po, congelado concentrado
ou em forma de suspensao liquida. A quantidade de in6culo pode variar dentro
de certas margens, geralmente 2 a 3% do volume total do leite para o iogurte,
10% no caso de iniciadores probidticos e até 30% no Kumys (ORDONEZ et al.,
2005).

3.6 Microrganismos probiéticos

Segundo Massaguer (2005), o conceito de probidticos foi definido como

“microrganismos viaveis, incluindo bactérias e leveduras na forma de células
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liofiizadas ou de produto fermentado, que exibem efeito benéfico sobre a
saude do hospedeiro”.

Os alimentos probidticos sdo comercializados de diferentes formas,
sendo que a mais popular e acessivel no Brasil é o leite fermentado. Os
microrganismos considerados probioticos pertencem basicamente ao grupo
das bactérias acido-laticas (Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus com
menor funcionalidade) e leveduras, pois fermentam o agucar, produzindo acido
lactico como principal produto do metabolismo (OLIVEIRA; BATISTA, 2002).

Para que um microrganismo possa ser usado como probidtico, ele deve
ser capaz de expressar suas atividades benéficas no corpo do hospedeiro,
resistindo ao trato digestivo (aos acidos cloridrico e biliar) e colonizando o
intestino. A primeira consideragao é que esta bactéria seja habitante normal da
microflora intestinal, porém algumas cepas que nao fazem parte da
composi¢cdo normal do trato intestinal podem vir a ser catalogadas como
probidticos, como por exemplo, o Lactobacillus bulgaricus e o Streptococcus
thermophilus, uma vez que estas bactérias n&o colonizam o trato
gastrointestinal, apenas produzindo efeito benéfico sobre o balangco da
microflora. Outra consideracio é a disponibilidade em alimentos ou capsulas e
nao ser enteropatogénica ou enteropatotoxica. (OLIVEIRA; BATISTA, 2002;
ZHAO et al., 2008).

As principais caracteristicas benéficas de cepas laticas probidticas sao:
a promocgao de um ambiente acido pela producéo de acido lactico, promovendo
assim a absorcdo de minerais e vitaminas, como também dificultando o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos no estbmago e no intestino, a
adesdo e colonizacdo do trato digestivo por esses microrganismos, que
auxiliam na manutencdo da integridade da parede intestinal, permitindo a
absorcdo adequada de nutrientes, o aumento da disponibilidade de
aminoacidos e acidos graxos, o aumento da produgcdo de vitaminas,
principalmente as do complexo B, da absor¢do de ions calcio e magnésio, a
regularizacao do transito intestinal e a estimulagdo da resposta imunologica
(OLIVEIRA; BATISTA, 2002; SAAD, 2006; ZHAO et al., 200
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3.6.1 Acao dos probidticos sobre o trato digestério

Os animais, incluindo os seres humanos, geralmente sao livres de
microrganismos intra-utero. Entretanto, no momento do parto, a populacéo
microbiana normal e caracteristica comega a se estabelecer. Logo antes de
uma mulher dar a luz, os lactobacilos existentes em sua vagina multiplicam-se
rapidamente. O primeiro contato do recém nascido com microrganismos
geralmente € com esses lactobacilos, que se tornam o0s microrganismos
predominantes do seu intestino. Outros microrganismos séo introduzidos ao
corpo do recém-nascido quando a respiragdo e a alimentacdo se iniciam e
comporao a microbiota normal do corpo deste individuo (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005; BRANDT; SAMPAIO; MIUKI, 2006)

O intestino grosso de um humano adulto contém o maior numero de
microrganismos residentes do corpo, devido a presenca de elevado teor de
umidade e aos nutrientes disponiveis. Bilhbdes de bactérias residem neste
orgao e fazem parte de sua fisiologia. Os membros representativos da flora
normal desta regido s&o Bacteriodes, Fusobacterium, Lactobacillus,
Enterococcus, Bifidobacterium, Escherichia coli, Enterobacter, Citrobacter,
Proteus, Klebsiella, Shigella e Candida (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

A resisténcia da microbiota normal a colonizagdo do intestino por
bactérias patogénicas ocorre principalmente em duas regidées do intestino: no
lumem, por causa da produgdo de metabdlitos téxicos e na superficie da
mucosa intestinal, em razdo da ocupagao dos sitios de associagao pela
microbiota normal. Quando se tem um ecossistema estavel, ndo ha
multiplicagdo de microrganismos patogénicos devido a estabilizacdo da
microbiota bacteriana intestinal. Entretanto, essa flora permanece equilibrada
até que um estimulo enddgeno ou exdégeno como o estresse, antibioticoterapia
ou mudancgas alimentares a perturbe e promova o desequilibrio microbiano,
podendo acarretar uma série de complicacbes ao organismo envolvido,
favorecendo a colonizacdo do trato digestério por patogenos. (OLIVEIRA,;
BATISTA, 2002; SANTOS et al.,, 2003; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005;
GASSULL,2006).
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Uma microbiota intestinal desbalanceada causa alteragbes, como a
diarréia associada a infecgbes ou ao tratamento por antibidticos, a alergia
alimentar, o eczema atopico, doencas inflamatérias intestinais e artrite. Assim
sendo, a corregao das propriedades de uma microbiota autdoctone em
desequilibrio constitui-se a base da terapia por probiéticos (BRANDT;
SAMPAIO; MIUKI, 2006; SAAD, 2006).

A influéncia benéfica dos probidticos sobre a microbiota intestinal
humana inclui fatores como os efeitos antagdnicos, a competicdo contra
microrganismos indesejaveis e os efeitos imunoldgicos. Brandt, Sampaio e
Miuki (2006) e Saad (2006) reafirmam que diversos probioticos s&o capazes de
modular algumas caracteristicas da fisiologia digestiva, como a imunidade da
mucosa e a permeabilidade intestinal. A ligagao de bactérias probidticas aos
receptores da superficie celular dos enterdcitos também da inicio as reagdes
em cascata que resultam na sintese de citocinas. A modulagdo da microbiota
intestinal pelos microrganismos probidticos ocorre por meio de um mecanismo
denominado exclusdo competitiva. Esse mecanismo impede a colonizagao
dessa mucosa por microrganismos potencialmente patogénicos pela
competicdo por sitios de adesdo, pela competicdo por nutrientes e/ou por
intermédio da producdo de compostos antimicrobianos, como perdxido de
hidrogénio, acido latico, acido acético e bacteriocinas.

Quando individuos sadios consomem lactobacilos, eles se estabelecem
na mucosa intestinal e a sua concentragao tende a aumentar, enquanto que a
de anaerdbios gram-negativos, como Enterobacteriaceae, e Clostridium sulfito
redutores tende a diminuir. As bactérias gram-negativas sdo consideradas
nocivas porque produzem endotoxinas e iniciam, mesmo em pequeno humero,
reacdes inflamatérias violentas. Além disso, também sdo responsaveis pela
producéo de substancias carcinogénicas no intestino (MOLIN, 2001).

No caso especifico de pacientes que sofrem da sindrome do intestino
irritavel, doenga cronica inflamatéria do trato digestivo que manifesta a colite
ulcerativa ou a doenga de Crohn, segundo Chagoyan, Maldonado e Gil (2005),
ha evidéncias de que a microbiota intestinal desses pacientes seja alterada,
com elevagcdo do numero de coliformes e bacteridides e diminuigdo de
bactérias acido-laticas, promovendo fermentacdo anormal no coélon. Embora

ainda nao esteja claro se existe uma relagdo causal nesse sentido ou se a
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microbiota alterada é consequéncia de uma disfuncao intestinal, a restauracao
do equilibrio desta microbiota, utilizando-se da administracdo de probidticos,

pode resultar em beneficios terapéuticos (SAAD, 2006).

3.6.2 Probidticos na intolerancia a lactose

A lactose € o unico glicidio livre que existe em quantidades importantes
no leite, sendo também o componente mais abundante, o mais simples e o
mais constante em proporgdo (45-50g/L). E o Unico carboidrato presente
apenas nos mamiferos. E considerado o componente mais labil diante da acéo
microbiana, pelo fato de ser um bom substrato para as bactérias que o
transformam em acido lactico. A hidrdlise enzimatica da lactose € um processo
de grande interesse tecnologico, ja que os compostos resultantes séo
facilmente fermentaveis e absorvidos pelo intestino humano. A B-galactosidase
ou lactase € a principal enzima responsavel por essa hidrélise. Trata-se de uma
oxidase que hidrolisa a ligagdo B-1,4-glicosidica e libera glicose e galactose,
moléculas que o homem absorve com facilidade (ORDONEZ et al., 2005;
LOWER; PARKES; SANDERSON, 2008).

O interesse pela lactose como nutriente ainda é visto com reservas por
causa dos problemas de intolerancia (ORDONEZ et al., 2005). Nos humanos, a
intolerancia a lactose é provocada pela perda ou diminuicdo da atividade da
lactase (ADAM; TEIXEIRA; POLAINA, 2004). A origem desta intolerancia
encontra-se no déficit de B-galactosidase produzida pelas células da mucosa
intestinal, mais precisamente nas bordas em escova do intestino delgado;
nesses casos, a lactose comporta-se como um acucar de absorcao lenta e/ou
nula (GASSULL, 2006; LOWER; PARKES; SANDERSON, 2008). Quando os
carboidratos atingem o célon sem serem previamente digeridos, servem de
substratos para a microflora intestinal, sendo fermentados por bactérias
anaerobicas. O resultado desta fermentagao € a produgéo de acidos graxos de
cadeia curta e dos gases carbdnico e hidrogénio, culminando com os sintomas
de flatuléncia, inflamacdo, nausea, dores abdominais, diarréia e desidratagao
nos casos de intolerancia aguda (ADAM; TEIXEIRA; POLAINA, 2004;
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ORDONEZ et al, 2005). A severidade desses sintomas depende da
quantidade de lactose que cada individuo pode tolerar (ADAM; TEIXEIRA;
POLAINA, 2004). O excesso de volume de gas € diminuido por bactérias
metanogénicas (pela producdo de metano) e bactérias sulfito-redutoras
(produzindo gas sulfidrico) (GASSULL, 2006; LOWER; PARKES;
SANDERSON, 2008).

Uma funcgao vital das bactérias laticas na microbiota intestinal € produzir
a enzima B-D-galactosidade, auxiliando na quebra da lactose no intestino.
Assim, da-se a importancia de suplementar a alimentagdo de intolerantes com
os probidticos. Essa enzima microbiana sobrevive ativamente a passagem pelo
estdbmago apos o consumo deste alimento, quebrando a lactose no intestino
delgado e tornando-a digerivel. De acordo com Saad (2006), diversas
evidéncias tém demonstrado que o consumo de quantidades adequadas, de
cepas apropriadas de bactérias laticas (incluindo bactérias laticas nao-
probidticas como Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus) é
capaz de aliviar os sintomas de intolerancia a lactose. Desta maneira,
consegue-se incorporar produtos lacteos e os nutrientes importantes que fazem
parte desses produtos de volta a dieta de individuos intolerantes a lactose,
anteriormente obrigados a restringir a ingestéo desses produtos.

Além disso, conforme Gassull (2006) a fermentagao de carboidratos pela
flora anaerdbica produz, entre outras substancias, acido butirico, que esta
envolvido em numerosos processos metabdlicos importantes no coélon, com
agao sistémica. Isto inclui a provisdo de energia para o crescimento das
colénias, o aumento da absor¢cao de sbédio e agua e a sintese de muco na

membrana celular.

3.6.3 Acao dos probioéticos na modulagao da resposta imunoldgica

A superficie de mucosa da membrana intestinal é protegida por um
adaptativo sistema imunologico. O tecido linféide associado ao intestino

representa a maior massa de tecido linféide do corpo humano,
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consequentemente, constitui um importante elemento da capacidade
imunoldgica total do organismo (ISOLAURI et al., 2001).

De acordo com pesquisas mencionadas por Oliveira e Batista (2002), a
microflora interage diretamente com o sistema imunoldégico da mucosa
intestinal, que compreende agregados linféides organizados - as placas de
Peyer e foliculos isolados-, estendendo-se pela mucosa e submucosa do
intestino delgado formando o Tecido Linféide Associado do Intestino (MALT), o
qual permite a comunicagao dos linfécitos T e B com as células de outros
tecidos e a producgao de imunoglobulina A (IgA). A primeira linha de defesa do
organismo contra infeccbes e doengas causadas por microrganismos € a
mucosa intestinal, juntamente com a resposta imunologica especifica do
organismo. A imaturidade da flora intestinal é responsavel pela vulnerabilidade
do individuo a infecgdes, inflamacdes e hipersensibilidades (alergias). O uso de
probiéticos pode melhorar a composi¢cao da microflora intestinal e desta forma
aumentar e manter a barreira imunoldgica local, amenizando as respostas
inflamatérias.

O efeito dos probidticos sobre a resposta imune tem sido bastante
estudado. Coppola e Turnés (2004) mencionam que grande parte das
pesquisas realizadas in vitro e de modelos com animais e humanos sugerem
que os probidticos podem estimular tanto a resposta imune nao-especifica
quanto a especifica. Sugerem que este efeito pode estar relacionado a
capacidade dos microrganismos probidticos de interagirem com as placas de
Peyer e as células epiteliais intestinais, estimulando as células B produtoras de
IgA e a migracao de células T do intestino, somando-se isto a capacidade das
células probidticas de favorecerem a atividade fagocitica inespecifica dos
macrofagos alveolares, sugerindo uma acgdo sistémica por secregdo de
mediadores que estimulariam o sistema imune (citocinas, células destruidoras
naturais NK e/ou imunoglobulinas).

Merece destaque o fato de que esses efeitos positivos dos probidticos
sobre o sistema imunoloégico ocorrem sem o0 desencadeamento de uma
resposta inflamatoria prejudicial. Entretanto, nem todas as cepas de bactérias
laticas s&o igualmente efetivas. A resposta imune pode ser aumentada, quando
um ou mais probidticos sao consumidos concomitantemente e atuam

sinergisticamente, como parece ser o caso dos Lactobacillus administrados em
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conjunto com  Bifidobacterium (OLIVEIRA; BATISTA, 2002; CAO;
FERNANDEZ, 2005; SAAD, 2006).

Segundo Meydani e Ha (2000), as bactérias laticas probioticas
desempenham bem esta estimulagcdo ao sistema imunoldgico porque as
paredes celulares desses microrganismos possuem o principal componente
imunomodulatério, por serem compostas principalmente por peptidoglicana,
polissacarideo e acido teicdico. O peptidoglicana dessas células é sensivel a
digestao pela lisozima, sendo possivelmente liberado no intestino, induzindo a
atividade adjuvante da superficie da mucosa, estimulando os macréfagos a
liberarem interleucina-1 (IL-1), que € necessaria para a ativagao dos linfocitos
T, e induzindo a produgéo de interferon- y (IFN-y) pelos linfocitos. Além disso,
tem-se discutido que o acido teicdico estimula a producéo de IL-1, de fator de
necrose tumoral- a (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) por mondcitos in vitro. A
caracteristica imunogenética das bactérias acido laticas depende de sua
sobrevivéncia ao trato gastrintestinal, sobrevivendo ao acido gastrico e a bile,

como também a habilidade de aderéncia a superficie da mucosa.

3.6.4 Acao dos probiéticos sobre o cancer de célon

Segundo Urdaneta et al. (2007), a flora intestinal e o sistema
imunoldgico sao importantes na modulagéo da carcinogénese, fato que pode
explicar o uso de probidticos na prevengcdo do desenvolvimento de tumores.
Estes autores citam em seus trabalhos que algumas pesquisas observaram a
estimulacdo do sistema imune e a supressdo do cancer por intermédio do
consumo desses agentes e mencionaram que os probioticos diminuem as
concentragcdes de enzimas fecais, as mutagdes e o aumento da bile, que estédo
envolvidos com a carcinogénese de célon.

A atuacdo dos probidticos na reducdo do risco de aparecimento de
cancer é possivelmente realizada pela neutralizagdo dos efeitos genotoxicos e
mutagénicos. Ha a necessidade de que mais pesquisas sejam realizadas para
identificar cepas especificas e as caracteristicas de cada cepa responsaveis

por efeitos antitumor especificos € os mecanismos por meio dos quais esses
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efeitos sdo mediados, uma vez que é possivel que diferentes cepas utilizem
diferentes mecanismos de acdo (WOLLOWSKI; RECHKEMMER, ZOBEL,
2001; SAAD, 2006).

Os mecanismos por meio dos quais os probidticos poderiam inibir o
desenvolvimento do cancer de cdélon ainda s&o desconhecidos. Entretanto,
varios mecanismos de atuagao séo sugeridos, incluindo o estimulo da resposta
imune do hospedeiro, a ligagdo e a degradagdo de compostos com potencial
carcinogénico, alteragdes qualitativas e/ou quantitativas na microbiota intestinal
envolvidas na produgao de carcindégenos e de promotores (ex: degradacao de
acidos biliares), produgdo de compostos antitumorigenos ou antimutagénicos
no célon, alteracdo da atividade metabdlica da microbiota intestinal, alteracao
das condigbes fisico-quimicas do coélon e efeitos sobre a fisiologia do
hospedeiro. As bifidobactérias, que colonizam o célon em detrimento dos
enteropatdogenos, podem ligar-se ao carcindégeno final, promovendo sua
remocgéao pelas fezes (WOLLOWSKI; RECHKEMMER, ZOBEL, 2001; SAAD,
2006).

Gomes e Macalta (1999) relatam que a situagao clinica associada a
carcinogénese intestinal pode ser mediada por enzimas fecais, que
transformam os compostos pro-carcinogénicos em compostos carcinogénicos.
Os mesmos autores mencionam ensaios clinicos realizados por pesquisadores
em modelos animais que evidenciaram que algumas estirpes de L. acidophilus
e Bifidobacterium possuem a capacidade de reduzir os niveis daquelas

enzimas, diminuindo assim o risco de desenvolvimento de tumores.

3.7 Antiinflamatoérios nao-esteroidais

Os antiinflamatérios n&o-esteroidais (AINE) estdo entre os agentes
terapéuticos mais amplamente utilizados no mundo inteiro, abrangendo uma
variedade de farmacos que pertencem a diferentes classes quimicas, sendo
mais de cinqlenta no mercado atual. Sdo prescritos com frequéncia, em
diferentes espécies animais, para o alivio da dor aguda e crbnica, dores

musculo-esqueléticas, reumaticas e estdo entre os mais utilizados na pratica da



36

automedicacdo de todo o mundo, inclusive no Brasil. (RANG et al., 2004;
SILVA, 2004; RIBEIRO et al., 2005).

Os AINE formam um grupo de acidos organicos que possuem
propriedades analgésicas, antiinflamatérias e antipiréticas. Como analgésicos,
diminuem a sintese de prostaglandinas (PG) que sensibilizam os norceptores a
mediadores da inflamacao; como antiinflamatérios, reduzem principalmente os
componentes da resposta inflamatéria e imune em que os produtos da acgéo
cicloxigenase-2 (COX-2) desempenham uma fungdo significativa; como
antipiréticos, inibem a prostaglandina E (PGE) no hipotalamo. Em geral, os
efeitos dos AINE, descritos na figura 2, estdo relacionados com a inibicdo da
enzima cicloxigenase e consequentemente com a inibicdo das prostaglandinas
e tromboxanos, embora possam ocorrer alguns aspectos da agdo de cada
farmaco por diferentes mecanismos. Além disso, outros farmacos exercem
outras acdes além de seus efeitos antiinflamatérios (RANG et al., 2004;
SWEETMAN, 2006)

Fosfolipidio de membrana

Fosfolipase Ao@ Estimulo/lesdo

Araquidonato

Cicloxigenase ON AINE

v

Prostaglandinas + Tromboxanas

(P : Estimulacao a acdo enzimatica
(9 : Inibicdo enzimatica

Figura 2 Mecanismo de agao dos antiinflamatérios néao esteroidais.
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As cicloxigenases (COX) envolvidas no processo inflamatério séo a
COX-1 e COX-2 e estao relacionadas com processos patoldgicos e fisioldgicos
(RANG et al., 2004; BRICKS; SILVA, 2005). Os AINE tradicionais de uso
corrente sdo, em sua maioria, inibidores das isoenzimas, apesar de variarem
quanto ao grau de inibicdo destas (RANG et al., 2004).

A COX-1 é uma enzima constitutiva expressa na maioria dos tecidos,
incluindo plaquetas circulantes, desempenha um importante papel de
manutencdo no corpo, estando envolvida na homeostase tecidual e na
producdo de prostaglandinas (RANG et al.,, 2004; SWEETMAN, 2006). Esta
enzima faz parte da constituicdo do trato digestivo, sendo associada a
producdo de muco protetor e a inibigdo da secregdo gastrica, pois a acao
vasodilatadora fisiolégica das PG, principalmente da PGE2, proporciona um
sistema de tamponamento, pelo bicarbonato, que consegue atenuar a acao
corrosiva do acido cloridrico (HCL) presente no suco gastrico (SILVA, 2004;
BRICKS; SILVA, 2005).

Assim, com a inibicdo da COX-1 pelos AINE ha o enfraquecimento dos
fatores defensivos da mucosa, pois havera a inibicdo das prostaglandinas E1,
E2, 12 e F2, que sdo amplamente sintetizadas pela mucosa gastroduodenal e
sdo importantes no mecanismo de regulagdo do débito sanguineo
gastrointestinal, por sua acao vasodilatadora e favorecimento da irrigacdo da
mucosa digestiva, sendo importantes na renovacdo das células epiteliais, na
inibicdo da secregédo acida do estbmago e no estimulo a produgdo de muco
citoprotetor de ions bicarbonato (SILVA, 2004). Nas plaquetas, a COX-1 esta
associada a sintese do tromboxane A2, substancia que favorece a agregacao e
adesdo plaquetaria, sendo a inibicdo desta enzima associada ao risco de
sangramento cutaneo e gastrintestinal (BRICKS; SILVA, 2005).

A COX-2 é induzida nas células inflamatérias quando estas sao
ativadas, produzindo mediadores prostandides da inflamagdo, além de
desenvolver outras fun¢des n&o relacionadas com a inflamacao (RANG et al.,
2004; SWEETMAN, 2006). Também esta presente em diversos 6rgaos e
tecidos normais, como cérebro, 0ssos, rins e endotélio vascular, mas ndo nas
plaquetas. A sintese da COX-2 esta aumentada nos processos inflamatdérios,
tanto nas articulagbes, como no endotélio vascular e tecido renal. Farmacos

com acgao seletiva sobre a COX-2 inibem a sintese da prostaglandina 12, que
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tem acdo vasodilatadora e impede a adesao de leucdcitos ao endotélio
vascular. Os inibidores especificos da COX-2 estdo mais associados a
ocorréncia de problemas renais (hipertensdo, edema e doencgas
tromboembdlicas), doenga coronariana e acidente vascular cerebral (BRICKS;
SILVA, 2005).

Ja esta bem definido que a acdo antiinflamatéria dos AINE esta
principalmente relacionada a inibigdo da COX-2 e quando utilizados como
agentes antiinflamatorios, seus efeitos indesejaveis, particularmente os que
afetam o trato gastrintestinal, decorrem em grande parte, da inibicdo da COX-1.
Compostos com acdo seletiva sobre a COX-2 ja estdo em uso clinico,
apresentando menos reag¢des adversas que os hao seletivos para COX. Estes
ultimos apresentam toxicidade gastrintestinal minima, mas foram associados a
alteragcbes cardiovasculares pequenas, porem totalmente relevantes em alguns
pacientes (RANG et al., 2004; SWEETMAN, 2006)

A toxicidade dos AINE depende, entre diversos fatores, da sua agao
mais ou menos seletiva sobre as COX- 1 e COX-2. Como ambas as enzimas
estdo presentes no trato gastrintestinal e nos rins, todos os AINE podem
causar, em maior ou menor grau, lesdes nesses 6rgaos. Drogas que inibem
predominantemente a COX-1 estdo associadas a maior risco para
sangramento, tanto pela inibigdo na sintese de tromboxana A2, como pela
possibilidade de causarem lesbes na mucosa gastrintestinal. Farmacos com
acao seletiva sobre a COX-2 apresentam risco aumentado de efeito adverso
cardiocirculatério, com hipertensdo arterial, arritmia cardiaca e trombose
cerebral (BRICKS; SILVA, 2005).

Bricks e Silva (2005) mencionam que os eventos adversos que mais se
destacam com o uso dos AINE sao os gastrintestinais, principalmente os de
estdbmago e duodeno e em menor frequéncia os de intestino delgado e colons,
decorrentes predominantemente da inibicado da COX-1. De acordo com esses
autores, de 10 a 60% dos pacientes que utilizam AINE apresentam dispepsia e
que de 5 a 10% interrompem o tratamento devido aos sintomas de dores
abdominais, nduseas e vOmitos. Além disso, as complicagdes gastricas podem
evoluir até doengas pépticas graves com sangramento e/ou ulcera perfurada,

com risco de morte do individuo.
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O risco de sangramento gastrintestinal depende de varios fatores, como
o tipo de droga administrada (menor com aceclofenaco e nimesulide), a dose
(tanto maior quanto mais elevada a dose), uso de medicagdo concomitante e
fatores individuais (antecedente de doenga péptica). Os AINE com agao
predominante sobre a COX-1 sdo: acido acetilsalissilico (AAS), indometacina,
ibuprofeno, fenoprofeno, cetoprofeno e piroxican (BRICKS; SILVA, 2005).

Quando se utilizam AINE classicos em doencgas articulares, que em
geral exigem doses bastante elevadas e uso continuo e prolongado, verifica-se
uma alta incidéncia de efeitos colaterais, mais particularmente do trato
digestivo, principalmente resultante da inibigdo da COX-1, mas também do rim,
baco, sangue e medula 6ssea (RANG et al., 2004).

A indometacina é um antiinflamatério nédo-esteroidal, derivado do acido
indolacético, com acédo predominante inibidora da COX-1. Na administracao
oral € absorvido de forma rapida e quase completa (90%), devendo ser
administrada apds as refeicbes ou com antiacidos para reduzir a irritagao
gastrintestinal. A presencga do alimento retarda, mas nao influencia na extensao
da sua absorgcdo. Sofre biotransformacdo hepatica por desmetilacéo,
desacetilagao e conjugagéo. Cerca de 60% é eliminada pela urina e os demais
pelas fezes. Apresenta uma maior incidéncia de efeitos adversos que a maioria
dos AINE, sendo os mais habituais transtornos digestivos, cefaléia, podendo
aparecer também hemorragias, ulceracbes e perfuragbes gastrintestinais.
Ocasionalmente ha relatos de leucopenia, purpura, trombocitopenia, anemia
aplasica e hemolitica, hepatite, ictericia, insuficiéncia renal aguda, sindrome
nefrética e necrose papilar renal. E contra-indicada para menores de 14 anos
(KOROLKOVAS; FRANCA, 2003; GENNARO, 2004; SWEETMAN, 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

As analises microbioldgicas e a administracdo da dieta aos animais
foram realizadas de forma concomitante. Foram utilizados trés lotes de cada
um dos leites fermentados comerciais, os quais foram administrados aos

animais no periodo experimental de 40 dias.

4.1 Escolha das amostras comerciais dos leites fermentados

Foram submetidos aos ensaios dois tipos distintos de leites fermentados
comerciais, contendo apenas um tipo de microrganismo mencionado no rotulo,
sendo um cultivado com Lactobacillus paracasei (L1) e outro com Lactobacillus
casei Shirota (L2). Apenas o leite fermentado cultivado com Lactobacillus casei

Shirota mencionou alegagdes probiodticas no rétulo do produto.

4.2 Amostragem

As amostras comerciais das marcas de leites fermentados foram
coletadas, de forma aleatéria, em supermercados da cidade de Jodo Pessoa e
Recife. Ao serem adquiridas, foram transportadas em caixas isotérmicas até o
Laboratdrio de Nutricdo Experimental/CCS/UFPB, onde foram conservadas sob
refrigeracdo (x5°C) até a realizagdo dos ensaios microbiolégicos e

experimentais.
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4.3 Analises Microbioldgicas

As analises microbiologicas foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos/CT/UFPB.

4.3.1 Contagem das bactérias laticas nos leites fermentados

As contagens foram realizadas em duplicata, seguindo a metodologia
descrita pelo APHA (1994). Para a preparagao das dilui¢des, tomou-se 225mL
de diluente + 25mL da amostra asséptica para obtengcdo da primeira diluigdo.
Retirou-se 1mL da diluicdo 107", adicionando-a em um tudo de 9mL de diluente
para obter a diluicdo 102 e assim sucessivamente até obter a diluigdo 10%
Inoculou-se 1mL das diluicdes 10° a 10® em placas de Petri estéreis vazias,
adicionando-se em seguida, de 15 a 20mL do meio de cultura Agar de Man,
Rogosa & Sharpe (MRS), com aplicagdo de movimentos circulares, para
promover a homogeneizagédo do meio de cultura com o inéculo, até completa
solidificacdo. Em seguida, adicionou-se uma sobrecamada de meio MRS sobre
as placas e aguardou-se a solidificacdo. A incubacéo foi realizada em estufa a
37 °C/48hs-72hs. Foram contadas as placas contendo de 25 a 250 colbnias e
calculou-se o resultado expresso em unidades formadoras de colénias por
mililitro (UFC/mL), multiplicando-se o numero médio de colbnias (duplicata)

pelo inverso de cada diluigcdo correspondente.

4.3.2 Coloragao de Gram, reacao de catalase e identificagao morfoldgica

das bactérias.

Colbnias crescidas nas placas de MRS no ensaio de contagem de
bactérias laticas foram submetidas as metodologias classicas de coloragao de

Gram e ao teste de catalase, por distensdo em laminas de vidro.
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Na coloracao de Gram, as bactérias gram-positivas sao identificadas por
reterem o corante violeta de genciana e adquirirem cor purpura; as gram-
negativas ndo retém o violeta de genciana e permanecem incolores até serem
contracorados com safranina, quando adquirem a cor rosa. Posteriormente, as
laminas coradas sao observadas ao microscopio Optico para verificacdo da
morfologia das células. No teste de catalase, a atividade positiva desta enzima
€ detectada pela liberagdo de bolhas de ar quando uma gota de peroxido de
hidrogénio é colocada sobre uma coldnia bacteriana produzindo catalase. Caso
ndo haja a formagdo de bolhas, o microrganismo € caracterizado como
catalase-negativo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Leites fermentados comerciais
cultivados com apenas um tipo de
microrganismo mencionado no rétulo

L1 L2

Lactobacillus paracasei Lactobacillus casei Shirota
(alegacoes probiodticas)

Trés lotes: Trés lotes:
» Contagem inicial e final » Contagem inicial e final
de bactérias laticas de bactérias laticas
» Catalase » Catalase
* Gram * Gram
* Morfologia * Morfologia

Figura 3 Delineamento das analises microbiologicas
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4.4 Ensaio Biolégico

O ensaio biolégico foi realizado no Laboratério de Nutricdo
Experimental/CCS/UFPB.

Apds a submissao do projeto ao Comité de Etica em Pesquisa Animal do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba,
parecer n° 0108/08, 60 ratos Wistar albinos, machos, provenientes do biotério
do Departamento de Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco, foram
distribuidos em seis grupos (n=10) e mantidos em gaiolas individuais com agua
e ragao comercial ad libitum, temperatura 22+1 °C e ciclo de claro escuro de
12h, até completarem 90 dias de idade, o que corresponde a um animal adulto
(BUENO; BUENO JUNIOR, 2007; OLIVEIRA et al., 2008), com peso em torno
de 371,19 + 5,3g, quando foram submetidos diariamente as dietas descritas na
Tabela 1 por um periodo experimental de 40 dias e posteriormente foram
sacrificados por deslocamento cervical.

Durante todo o periodo de experimentagao, tanto os leites fermentados

quanto a droga foram administrados aos animais pela técnica de gavagem.

Quadro 2 Composigao da dieta dos grupos experimentais.

GRUPO REFERENCIA DIETA
Grupo LP Leite fermentado comercial cultivado com | Ragéo comercial* e agua ad libitum
Lactobacillus paracasei (L1) + L1

Grupo LP + D | Leite fermentado comercial cultivado com | Ragdo comercial* e agua ad libitum

Lactobacillus paracasei + droga ** + L1 + droga
Grupo C Controle Racéo comercial* e agua ad libitum
+ agua
Grupo D Droga ** Ragéo comercial* e agua ad libitum
+ droga
Grupo LC Leite fermentado comercial cultivado com | Ragdo comercial* e agua ad libitum
Lactobacillus casei Shirota (L2) +12

Grupo LC + D | Leite fermentado comercial cultivado com | Ragédo comercial* e agua ad libitum

Lactobacillus casei Shirota + droga** + L2 + droga

*Ragdo Comercial: Labina ® / ** Antiinflamatorio indometacina, fornecedor Deg.
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A dosagem de 5mL/Kg/dia dos leites fermentados ministrados aos
animais baseou-se nos trabalhos de Kuwabara et al. (1995) e Uchida e
Kurakazu (2004). A droga em questéo trata-se do antiinflamatério indometacina
em solugédo aquosa, com dimetilsulfoxido (DMSQO) 3%, adaptado de Leite et al.
(2004), administrada aos animais dos grupos D, LP+D e LC+D na dosagem de
2mg/Kg/dia, sendo esta dose referente a terapéutica para humanos, de acordo
com Charalambous, Farmer e O'brien (1996) e Levy et al. (2006). A escolha
deste antiinflamatorio baseou-se na acentuada agressao ao trato gastrintestinal
de humanos, que dele fazem uso continuo e prolongado e na hipétese da
protecao desses efeitos adversos pela administracdo concomitante com leites

fermentados potencialmente probidticos.

4.4.1 Avaliagao de ganho de peso semanal

O peso corporal dos animais dos seis grupos experimentais (n=10) foi
determinado semanalmente, utilizando-se balancga eletrénica digital (Bioprecisa,
modelo BS3000A), capacidade de 3Kg e sensibilidade de 0,1g, durante os 40

dias de experimento.

4.4.2 Sacrificio dos animais

Apos os 40 dias de experimento, os animais foram submetidos a um
jejum de 12 horas e posteriormente sacrificados pela técnica de deslocamento
cervical. As amostras de sangue foram coletadas pelo plexo braquial em tubos

com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
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Figura 4 Animais em gaiolas individuais. Figura 5 Gaiolas individuais com agua e ragao
comercial ad libitum.

Figura 6 Pesagem semanal dos animais. Figura 7 Agulha para gavagem
em ratos.

Figura 8 Preparacao da seringa. Figura 9 Técnica de gavagem

Local: Laboratério de Nutricdo Experimental da UFPB

Fonte: Cybelle Oliveira (2009)
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4.4.3 Peso dos 6rgaos

As amostras dos o6rgaos de cada grupo experimental, n=5, foram
coletadas de forma aleatéria, apds o sacrificio, para a determinacéo de seus
pesos em balanga analitica. A escolha dos érgaos envolvidos - rim direito, rim
esquerdo, bago e figado — baseou-se na propensdo da indometacina em
provocar efeitos colaterais nos rins e bacgo e pelo figado ser o responsavel pela
metabolizacdo desta droga, além da intencdo de se verificar se os leites

fermentados causariam alguma alteragao.

4.4.4 Analises hematologicas

As amostras de sangue foram submetidas a realizagdo de hemogramas
(eritrograma, leucograma e plaquetas) para o monitoramento do padréo
sanguineo e avaliagao do sistema imune em aparelho ABC-VET (Animal Blood
Count). Os procedimentos analitico-laboratoriais foram realizados no
Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica e a contagem diferencial de leucdcitos
realizou-se no Hospital Universitario, ambos na UFPB. O numero de amostras
obtidas diferiu entre os grupos experimentais devido a coagulagdo sanguinea
durante a pungao na coleta, sendo: n=8, para LP; n=9, para LP+D; n=9, para C;

n=7, para D; n=7 para LC; e n=9 para LC+D.

4.5 Analises histopatologicas

451 Processamento histopatolégico dos o6rgaos dos grupos

experimentais
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Os rins, bagos, figados, estdbmagos e intestinos retirados dos seis grupos
experimentais (n=5) foram processados no Laboratério de Biodiagnostico da
Escola Técnica de Saude da UFPB. Os 6rgaos foram mergulhados em solugéo
fixadora de liquido de Bouin a temperatura ambiente e tempo de fixacdo de 24
h, em seguida lavados em agua corrente por 12h, para a retirada do excesso
do fixador. Posteriormente, as pecas foram submetidas ao processo de
desidratagdo em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) e
diafanizacdo em xilol e entdo incluidos em parafina. Em seguida, as pecas
foram submetidas a cortes em microtomo, sendo colhidas em laminas
histologicas, as quais foram levadas a estufa a 37°C por 24h para secagem e
melhor adesdo das amostras. Os cortes foram desparafinizadas em xilol,
hidratados em solu¢cdes decrescentes de etanol, lavados com agua e
posteriormente coradas pela técnica de Hematoxilina de Harris - Eosina (HE)
(BECAK; PAULTE, 1976) e montadas entre l&mina e laminula com resina

sintética (Entellan-Merck).

4.5.2 Leitura das laminas histopatolégicas dos grupos experimentais

As laminas histopatolégicas foram observadas ao microscopio 6ptico e
efetuou-se uma analise descritiva dos resultados para cada material,

comparando-se os resultados entre os grupos experimentais.

4.6 Analise Estatistica

Utilizou-se analise de variancia (ANOVA) para comparacdes entre 0s
diversos parametros avaliados nos grupos experimentais. Constatando-se
diferencga significativa para ANOVA, utilizou-se o Teste de Tukey, para verificar
se os grupos diferiam entre si. Quando nao foi possivel utilizar o teste
parameétrico, utilizou-se o teste nao-paramétrico de Friedman, Duncan e

Kruskall-wallis, este ultimo seguido de Wilcoxon. Todos os testes foram
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realizados com significancia estatistica em nivel de 5% (p<0,05) em todos os

parametros avaliados. Para realizagdo dos dados estatisticos utilizou-se o

pacote estatistico R Foundation for Statistical Computing (2006).

60 ratos Wistar
albinos machos
com 90 dias

40 dias de experimento

1

Grupo LP Grupo LP+D Grupo C Grupo D Grupo LC Grupo LC+D
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
2
Hemograma Hemograma Hemograma Hemograma Hemograma Hemograma
n=8 n=9 n=9 n=7 n=7 n=9
3
Peso dos Peso dos Peso dos Peso dos Peso dos Peso dos
orgaos e orgaos e orgaos e orgaos e orgaos e orgaos e
histopatologia histopatologia histopatologia histopatologia histopatologia histopatologia
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

1. Peso semanal e alimentagao diferenciada diaria.

2. Apés 40 dias de experimento, sacrificio por deslocamento cervical e coleta sanguinea pelo

plexo braquial.

3. Retirada dos 6rgaos e preparagao das laminas histopatolégicas.

Figura 10 Delineamento do ensaio bioldgico
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises Microbiolbgicas

5.1.1 Caracteristicas morfolégicas, reacao de catalase e coloragao de

gram

As analises microbioldgicas foram realizadas em trés lotes diferentes de
cada uma das marcas comerciais de leites fermentados estudadas.
Macroscopicamente, tanto o L1 (cultivado com Lactobacillus paracasei) quanto
o L2 (cultivado com Lactobacillus casei) apresentaram-se em meio agar MRS
como pequenas coldnias de coloragdo branca, com reagdo negativa para
catalase. A luz do microscépio, ambas as cepas referentes a L1 e L2
resultaram em reagao positiva para gram e morfologia de bacilos, sendo o
bacilo visualizado em L1 ligeiramente mais curto que aquele referente a L2. As
caracteristicas observadas sugerem que essas bactérias pertengcam ao grupo
latico, como mencionado nos roétulos dos produtos (FRANCO; LANDGRAF,
2003; BOTELHO, 2005; MASSANGUER, 2005; MATA et al., 2008).

Figura 11 Bacilos curtos e gram positivos de Lactobacillus paracasei (L1)
Fonte: Cybelle Oliveira (2009)
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Figura 12 Bacilos gram positivos de Lactobacillus casei Shirota (L2)
Fonte: Cybelle Oliveira (2009)

5.1.2 Viabilidade das bactérias laticas nos leites fermentados

O numero de bactérias laticas viaveis nos leites fermentados comerciais
cultivados tanto com o Lactobacillus paracasei (L1) quanto com o Lactobacillus
casei Shirota (L2), nas trés repeticdes, apresentou-se dentro das exigéncias
estabelecidas pela legislacdo vigente (BRASIL, 2004), onde a quantidade
minima de bactérias laticas viaveis ndo deve ser inferior a 106 UFC/mL durante
o prazo de validade dos produtos. Todos os lotes ensaiados resultaram em
contagens finais, nos ultimos dias de sua validade, superiores aos valores 10°
UFC/mL, sendo que a média dos valores iniciais e finais fora superior nas
contagens do Lactobacillus casei Shirota em relagdo ao Lactobacillus
paracasei. Esses dados podem ser observados na Tabela 1 a seguir.

Os resultados destes ensaios realizados com amostras coletadas em
Jodo Pessoa e Recife contrapdem aqueles obtidos por Tebaldi et al. (2007),
onde a contagem das bactérias laticas de bebidas fermentadas

comercializadas no sul de Minas Gerais revelou-se insatisfatéria, uma vez que
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quatro das cinco amostras ensaiadas apresentaram contagem inferior ao
minimo exigido de 10° UFC/ mL.

Tabela 1 Viabilidade das bactérias laticas das duas marcas comerciais de
leites fermentados analisadas em agar MRS e expressa em UFC/mL e log10.

PRODUTO/LOTE CONTAGEM INICIAL CONTAGEM FINAL
L1-a 2,1x 10’ 9,1x10°
L1-b 8,0 x 10° 6,5 x 10°
L1-c 42x10" 2,5x10°
L2-a 4.4 x10° 2,8x10°
L2-b 46x10° 1,2x10°
L2-c 4,4 x10° 42x10°

MEDIA EM LOG 10 CONTAGEM INICIAL CONTAGEM FINAL

L1 7,380 6,778
L2 8,653 8,431

Barreto et al. (2003) avaliaram 15 marcas de produtos comerciais, que
declaram a presenca de fermentos laticos, lactobacilos e/ou bifidobactérias,
comercializados na regiao de Campinas (SP), na forma de iogurte, leite
fermentado ou culturas liofilizadas. Em suas analises, concluiram que os
produtos que incorporavam Lactobacillus acidophilus e bifidobactérias,
apresentaram contagem de Lactobacillus acidophilus abaixo de 10° UFC/mL
em 52% das amostras e contagem de bifidobactérias abaixo de 10° UFC/mL
em 64% das amostras. Porém os produtos que declaram a presenca de
culturas puras de Lactobacillus casei apresentaram excelentes condigdes de
viabilidade das cepas, com contagem total média de 8,85 Log UFC/g, numero

bastante similar ao encontrado neste trabalho.

5.2 Ensaio Biolégico

5.2.1 Avaliagao do ganho de peso dos grupos experimentais

Os resultados de ganho de peso semanal, apresentados no Grafico 1 e

na Figura 13, demonstram que os grupos C e D comportaram-se de maneira
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bastante semelhante em relagdo ao ganho de peso semanal dos seus animais.
Assim, a administragdo diaria do antiinflamatorio indometacina aos ratos nao
influenciou no ganho de peso corpéreo durante os 40 dias do experimento ao
compara-lo com o grupo controle. O grupo C também nao apresentou diferenga
significativa (p<0,05) em relagao aos grupos LP, LC. Desta forma, o ganho de
peso dos animais que tiveram a alimentacdo suplementada com os leites
fermentados cultivados com Lactobacillus paracasei e Lactobacillus casei
Shirota assemelha-se aquele que encontramos nos animais alimentados
apenas com ragao comercial e agua. Em contrapartida, o grupo C apresentou
diferenga significativa comparando-se com os grupos LP+D e LC+D,
demonstrando desta forma haver alguma interagdo entre a droga e os leites
fermentados em relagdo ao ganho de peso semanal corporeo.

Carli (2006), trabalhando com experimentagdo em pintos, também néao
obteve diferenca significativa entre o ganho de peso corpdreo do grupo controle
e aquele ao qual adicionou Lactobacillus paracasei como probiético a agua dos
animais. Urdaneta et al. (2007) ao trabalharem com grupos experimentais de
ratos cuja alimentacao recebeu a adi¢cao de kefir a dieta, também constataram
que os animais do grupo controle e experimental apresentaram crescimento
similar de peso corporeo. Franga (2007) observou que a utilizagdo de
probioticos (Lactobacillus acidofillus, Bifidobacterium bifidum, Enterococcus
faecium, Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis e Sacharomyces cerevisiae) nao
influenciou no ganho de peso, conversao alimentar e sobrevivéncia de girinos e
imagos. Em contraposigdo, Aboderin e Oyetayo (2006), ensaiando
Lactobacillus plantarum em ratos, observaram que houve aumento significativo
de ganho de peso dos animais em comparagao com 0 grupo controle.

O grupo D demonstrou o seu potencial de ganho de peso semelhante
aos grupos C, LP, LC e LP+D, diferindo do grupo LC+D, apresentando um
ganho de peso superior a este nas cinco primeiras semanas. Assim, uma vez
que o grupo D nao diferiu do grupo LC, mas diferiu de LC+D, sugere-se que a
adicdo do leite fermentado cultivado com Lactobacillus casei Shirota e o
antiinflamatorio indometacina a dieta dos animais possa ter interagido de tal
forma que resultou em diferencga estatistica significativa em relagdo ao grupo D

e ao grupo C.



53

O grupo LC+D apenas néao diferiu dos grupos LP e LC. Deste modo,
pode-se supor que o comportamento de ganho de peso semanal do grupo
LC+D assemelha-se ao dos grupos LP e LC, que receberam os leites
fermentados. Os grupos LP e LC diferiram significativamente unicamente do
grupo LP+D. Mais uma vez pode-se enfatizar a existéncia de interacéo entre o
leite fermentado cultivado com Lactobacillus paracasei e o antiinflamatério em
questao, ja que os grupos LP e LC nao diferiram em relagdo ao ganho de peso
semanal dos grupos D e C. Em se tratando do grupo LP+D, este apenas nao
diferiu estatisticamente do grupo D, apresentando um comportamento de

ganho de peso conforme este ultimo.

440
420
B | (oLP
o ) ] [mLPD
% 380 1 T = ‘Wi
3 1 i oD
- 360 U i ) B | i | oLC
o LC+D
340 + = = = g
320 H
1Sem | 22Sem | 32Sem | 4%Sem | 5°Sem | 62 Sem
oLP 375,56 366,93 383,28 387,71 400 388,09
mLP+D | 372,12 401,12 402,52 414,56 | 425,33 421,67
oC 371,31 387,06 377,05 405,9 406,51 406,39
oD 377,88 386,05 384 398,85 | 408,45 394,91
oLC 368,65 381 384,4 375,5 393,55 | 408,88
mLC+D| 361,03 363,05 368,68 366,81 391,18 401,9

Semanas

Grafico 1 Ganho de peso semanal dos grupos experimentais. Os valores estao
expressos em média. Os grupos seguidos de letras distintas, entre parénteses,
diferem entre si (teste ndo-paramétrico de Friedman, p<0,05): LP (acde); LP+D (b); C
(acd); D (abc); LC (acde); LC+D (e).
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g Grupo LP+D

Grupo C Grupo LP Grupo LC Grupo D

. ................................ Grupo LC+D

Os grupos C, LP, LC e D n&o diferem estatisticamente
------------ : Os grupos diferem estatisticamente
—— : Os grupos nao diferem estatisticamente

Figura 13 Correlagao estatistica entre o ganho de peso semanal dos grupos
experimentais

Em se tratando do ganho de peso dos animais pela diferenga entre o
peso inicial e final do experimento, demonstra-se nos Graficos 2 e na Tabela 2
que os grupos LP+D, LC+D, LC e C nao diferiram estatisticamente em seus
resultados. O unico grupo que diferiu do controle foi o LP. Em relagdo ao grupo
D, este n&o apresentou diferenga estatistica ao ser comparado aos grupos C e
LP, mas diferiu dos demais grupos que tiveram leite fermentado adicionado a
sua alimentacao (LP+D, LC+D, LC).

Os grupos experimentais que receberam diariamente leite fermentado
comportaram-se de maneira semelhante ao grupo controle, com exceg¢ado do
grupo LP, onde se constatou um déficit de ganho de peso corpéreo em
comparagao ao grupo C. Estes resultados se contrapdéem aos obtidos por Dock
et al. (2004), onde observaram em seus ensaios que 0 grupo experimental de
ratos que teve sua alimentagcdo adicionada de probibticos resultou em um
incremento de peso final superior ao grupo controle.

O grupo D também apresentou déficit de ganho de peso corporeo em
relagdo ao grupo controle. Uma vez que a droga indometacina utilizada no
experimento € um AINE com acgao predominante inibidora da COX-1, cujos

efeitos adversos destacados s&o os gastrintestinais, principalmente os de
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estdbmago e duodeno e em menor freqléncia os de intestino delgado e coélons,
principalmente com um uso continuo e prolongado do farmaco (RANG et al,
2004; BRICKS; SILVA, 2005), a agao da droga pode ter dificultado a absorgéo
de alguns nutrientes pelo trato digestivo, resultando em um peso corpéreo

deste grupo de animais inferior ao obtido no grupo controle.

Tabela 2 Relagédo entre ganho de peso final em gramas e porcentagem de
ganho de peso dos grupos experimentais

Grupo Ganho de peso Ganho de peso (%)
LP+D (cd) 49,529 13,32%
LC+D (cd) 40,879 11,32%

LC (cd) 40,239 10,91%

C (bd) 37,749 9,45%

D (ab) 17,03g 4,51%

LP (a) 12,53¢ 3,34%

Os valores estao expressos em média. Os grupos seguidos de letras distintas, entre
parénteses, diferem entre si (teste n&o-paramétrico de Kruskall-wallis, seguido de
Wilcoxon, p<0,05).

Os maiores valores de ganho de peso final dos grupos experimentais
foram de trés (LP+D, LC+D, LC) dos quatro grupos que receberam adigao de
leite fermentado a sua dieta; e estes apresentaram um incremento de peso final
meédio estatisticamente superior ao grupo D. Isto pode estar relacionado com
as caracteristicas nutritivas dos alimentos fermentados, uma vez que os seus
principais constituintes - proteinas, gordura, lactose - estdo parcialmente pré-
digeridos devido ao processo fermentativo, aumentando desta forma a
disponibilidade de aminoacidos, acidos graxos de cadeia curta e carboidratos
simples. Além disso, as vitaminas K e do complexo B e acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) também sao produtos finais da fermentagéo. Os principais
AGCC resultantes sao o acetato, o propionato e o butirato. O acetato aumenta
o efeito do butirato e do propionato no estimulo da absor¢cdo de calcio e
magneésio e outros cations no colon; tem sido demonstrado que o propionato
aumenta a contragcdo muscular do cdlon, contribuindo para a promocédo da

laxacao e alivio da constipagao; o butirato esta relacionado com a manutencéo
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da integridade da mucosa e sua infusdo conduz a uma rapida remissao de
colite ulcerativa distal. A absorgdo de minerais e vitaminas é favorecida pela
promog¢ao de um ambiente acido resultante da produgdo de acido lactico
(OLIVEIRA; BATISTA, 2002; FERREIRA, 2003; TORTORA; FUNKE; CASE,
2005; SAAD, 2006; ZHAO et al., 2008).

60

50

40 -
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Grafico 2 Diferenca entre o peso inicial e final dos grupos experimentais durante as

seis semanas.

A ingestdo de leite fermentado cultivado com Lactobacillus paracasei
resultou em uma menor indu¢do de ganho de peso do grupo experimental LP
em relagdo aos demais grupos e ao controle. Esse achado é de relevante
importancia, pois se trata de um alimento nutritivo devido ao processo
fermentativo e ao mesmo tempo induz a perda de peso, como observado ao

compara-lo ao grupo controle.
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5.2.2 Peso dos é6rgaos

O peso dos orgaos esta diretamente relacionado com a atividade
metabdlica exercida por eles bem como com o peso corpéreo do animal.

Os resultados obtidos dos pesos dos 6rgdos dos grupos experimentais
estao representados na Tabela 3.

Nao foram encontrados na literatura consultada trabalhos que
correlacionassem o peso dos 6rgdaos em animais que tiveram suas dietas
acrescidas de leite fermentado para fins de comparagao.

A avaliacdo do peso dos rins, tanto direito quanto esquerdo, dos seis
grupos de animais nao demonstrou diferenca significativa (p<0,05), o que
contribui para sugerir uma fungao renal sem alteracdes, independente da dieta

submetida.

Tabela 3 Estimativa do peso dos 6rgdos dos seis grupos experimentais: rim
direito, rim esquerdo, baco e figado.

Grupos Rim D Rim E Bago Figado

LP 1,338+ 0,098a 1,293+0,094a 0,592+0,144b 10,717 +£0,908 a
LP+D 1,449+0,121a 1,314+0,141a 0,835+0,112a 10,702+0,940 ab
Cc 1,477 £0,088a 1,393+0,028a 0,853+0,087a 11,153+0,77b
D 1,328 +0,140a 1,346+0,105a 0,802+0,077a 12,912+0,430a
LC 1,346 £ 0,061a 1,325+0,067a 0,845+0,085a 11,759+0,570 ab
LC+D 1,309+ 0,251a 1,299+0,215a 0,802+0,095a 10,588 + 2,099 a

Os valores estdo expressos em média + desvio padrao. Médias seguidas de letras
distintas na coluna diferem entre si (ANOVA, seguida de Tukey, p<0,05).

O rim desempenha suas fungdes mais importantes ao filtrar o plasma,
devolvendo ao sangue as substédncias necessarias e excretando as
substancias indesejaveis na urina, como diversos residuos do metabolismo e
agua, eletrolitos e nao-eletrélitos em excesso no meio interno. Toxinas e outras

substancias estranhas que sao produzidas pelo corpo ou que sao ingeridas,
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como farmacos e aditivos alimentares, também sao eliminadas (GUYTON;
HALL, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Em relagdo ao peso do bago, o grupo LP apresentou diferencga
estatistica significativa em relagdo aos demais grupos. Pode-se admitir que
esta diferenca esteja relacionada com o menor peso corpéreo apresentado por
este grupo em relagdo aos demais, uma vez que 0 mesmo possuiu um menor
incremento de ganho de peso, seguido por uma menor média final de peso
corporeo.

O bago representa um importante o6rgdo de defesa contra
microrganismos que penetram no sangue circulante em virtude de sua riqueza
em células fagocitarias e do contato intimo entre o sangue e essas células. E
um grande produtor de anticorpos e um importante filtro fagocitario e
imunoldgico para o sangue, respondendo com rapidez aos antigenos que o
invadem. Como os demais érgéos linfaticos, o bago origina linfocitos que
passam para o sangue circulante (LORENZI et al., 2003; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2008).

Analisando-se o peso do figado, os grupos LP, D e LC+D diferiram
significativamente do grupo controle (C). Os demais grupos nao diferiram
estatisticamente entre si de forma significativa. O grupo D apresentou um peso
de figado superior ao grupo controle, o que pode sugerir uma maior atividade
metabdlica deste 6rgao devido a presenca do antiinflamatério indometacina,
que, sofrendo biotransformagdo hepatica por desmetilacdo, acetilagcdo e
conjugacao (KOROLKOVAS; FRANCA, 2003), poderia induzir um aumento do
reticulo endoplasmatico liso de células hepaticas. Ja LP e LC+D demonstraram
pesos inferiores ao grupo C, porém o peso do figado ndo diferiu entre todos
aqueles que receberam leite fermentado adicionado a sua alimentacéo.

O figado é o segundo maior érgdo do corpo e a maior glandula. E o
orgao responsavel pelo processamento e armazenamento dos nutrientes
absorvidos no trato digestivo. Varios processos importantes ocorrem no interior
de células encontradas no figado - os hepatdcitos — onde reagdes de oxidagao,
metilagdo e conjugacdo, requeridas para a inativagdo ou detoxificagcdo de
varias substancias antes de sua excrecdo, acontecem no reticulo
endoplasmatico liso dessas células, com o auxilio de enzimas. Drogas

lipofilicas, capazes de atravessar a membrana das células intestinais, tornam-
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se mais hidrofilicas por meio de processos oxidativos nos hepatdcitos, gerando
produtos soluveis em agua; estes produtos sédo frequentemente conjugados a
glucuronato, sulfato ou glutationa, sendo exportados para o plasma ou bile por
meio de proteinas transportadoras localizadas na membrana dos hepatocitos.
Sobre certas condi¢gdes, drogas inativadas no figado podem induzir um
aumento no reticulo endoplasmatico liso do hepatdcito, aumentando assim a
capacidade de detoxificagdo do érgéo. O figado também esta envolvido com o
metabolismo de lipidios, carboidratos, aminoacidos, horménios e com o
armazenamento de vitaminas e de ferro (GUYTON; HALL, 2002; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

5.2.3 Analises hematolégicas: hemograma

O exame sanguineo pode ser realizado como um procedimento para
acessar a saude geral do individuo. Assim, o hemograma avalia os diferentes
elementos celulares do sangue, tanto quantitativa quanto qualitativamente
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

O sangue é um tecido fluido, formado por uma porgao celular que circula
em suspensao num meio liquido, o plasma. A porcao celular € formada pelos
glébulos vermelhos - também chamados de hemacias ou eritrocitos - pelos
diversos tipos de glébulos brancos ou leucdcitos e pelas plaquetas. Quando
colhido, o sangue é tratado por anticoagulantes e em seguida centrifugado,
separando-se em camadas heterogéneas. O resultado obtido por essa
sedimentacdo chama-se hematocrito, onde o plasma corresponde ao
sobrenadante e os glébulos sedimentam-se em duas camadas. A camada
inferior tem coloragcdo vermelha, € composta por eritrécitos, a superior de cor
acinzentada é representada pelos leucécitos. Sobre os leucécitos repousa uma
delgada camada de plaquetas, ndo distinguiveis a olho nu. O hematdcrito
permite estimar o volume de sangue ocupado pelos eritrocitos em relagado ao
sangue total (LORENZI et al.,, 2003; ABODERIN; OYETAYO, 2006;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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5.2.3.1 Série vermelha (eritrograma) e série branca (leucograma)

As hemacias sao responsaveis pelo transporte de oxigénio e gas
carbdnico pelo corpo por serem ricos em hemoglobina, uma proteina basica
que da a cor vermelha ao sangue (LORENZI et al., 2003; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008). Na série vermelha do hemograma s&o avaliados o numero
de hemacias e a concentragdo de hemoglobina, parametros relacionados com
as anemias.

Os resultados expressos na Tabela 4 demonstram nao haver diferenca
significativa entre os valores dos eritrogramas obtidos dos grupos
experimentais ensaiados, ou seja, ndo houve alteragao para série vermelha em
relacdo ao grupo controle (C). Desta forma, a adicdo da droga indometacina e
dos leites fermentados a alimentacdo dos animais nao interferiram nestes

parametros.

Tabela 4 Série vermelha dos hemogramas dos grupos experimentais

GRUPOS RCB 10%mm® HGB g/dL HCT % MCV fm® MCH pg MCHC g/dL
LP 8,09t0,42a  15,3120,74a 37,71x2,03a 46,63t0,92a 18,93:0,69a  40,61t1,08a

D 8,13t0,36a  15,29+0,47a 37,51+1,05a 46,29+0,09a 18,79:0,39a  40,7010,75a
LP+D 8,37+0,56a  15,46+0,55a 39,18+2,09a 46,67+1,32a 18,52:0,76a  39,59:0,78a

c 8,35:0,47a  15,36+0,66a 38,84+2,19a 46,33+1,12a 18,40:0,54a  39,590,69a

LC 8,11+0,40a  15,33t0,73a 38,29+1,57a 47,14%0,37a 18,9410,81a  40,06+1,34a
LC+D 8,18t0,51a  15,21+0,71a 37,50+2,50a 4578+1,48a 18,64:0,73a 40,61%1,21a

Os valores estdo expressos em média = desvio padrdo. Letras iguais precedidas de valores ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos (ANOVA). RCB (hemacias totais),
HGB (hemoglobina), HCT (hematocrito), MCV (volume corpuscular médio), MCH (hemoglobina
corpuscular média), MCHC (concentragdo de hemoglobina corpuscular média).
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A série branca do hemograma € constituida pelos leucécitos, avaliando o
numero total desses globulos brancos. Estas células tém como fungéo proteger
o organismo contra infecgdes. Dentre os leucécitos podemos citar os
neutrofilos, eosindfilos, basoéfilos, linfécitos e mondcitos. Os neutréfilos estao
relacionados com a fagocitose de microrganismos patogénicos nas primeiras
quatro horas apos sua entrada nos tecidos. Os eosindfilos estdo envolvidos na
defesa contra helmintos parasitas, na modulacdo do processo inflamatério e
nas reacoes alérgicas. Os basdfilos sdo responsaveis pela liberagcdo de
histamina e outros mediadores da inflamacgéao, além de participarem de reagdes
alérgicas. Os linfocitos sdo responsaveis pela defesa imunoldgica do
organismo, reconhecendo moléculas estranhas presentes em diferentes
agentes infecciosos. Os mondécitos se diferenciam em macréfagos teciduais,
que fagocitam, matam e digerem protozoarios, certas bactérias, virus e células
senescentes, possuindo também a funcdo de células apresentadoras de
antigenos para linfécitos (LORENZI et al., 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

Nos ensaios realizados, os valores obtidos para a série branca dos
diferentes grupos experimentais n&o diferiram estatisticamente em si, tanto em
relacdo a contagem global dos leucdcitos quanto em termos de células
diferenciadas em neutrofilos, eosindfilos, linfocitos € mondcitos. Desta forma,
nao foi observado efeito imunoestimulador por meio da realizacdo dos
leucogramas. Os valores obtidos estédo representados na Tabela 5.

Os resultados obtidos estdo de acordo com os encontrados por Franga
(2007), quando utilizou probidticos (Lactobacillus acidofillus, Bifidobacterium
bifidum, Enterococcus faecium, Bacillus subtilis, Lactobacillus lactis e
Sacharomyces cerevisiae) em girinos e imagos de ra e as analises néao
demonstraram alteragbes hematoldégicas em termos de eritrograma e
leucograma. Capcarova et al. (2008) também nao obtiveram resultados com
diferenca estatistica (p>0,05) em relagdo ao grupo controle ao avaliar os
parametros sanguineos das seéries vermelha e branca de perus que ingeriram
com Enterococcus faecium M-74. Budino et al. (2004) também nao observaram
alteracdo significativa nos parametros de eritrograma e leucograma em
experimentagdo de probiodtico constituido de Bacillus licheniformis e Bacillus

subtilis em leitdes.
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Grupos Leucocitos Neutréfilo%  Eosindfilo% Linfécito% Monécito%
totais 10°/mm?

LP 4,60+1,35a 31,046,87a 1,3810,52a 63,5016,44a 4,13+1,73a

D 3,96+0,97a 25,86+4,95a 1,1410,89a 69,7116,26a 3,29+1,60a

LP+D 4,6910,83a 26+5,937a 1,3340,866a  68,00+5,87a  4,67+1,118a

Cc 5,14+0,88a 27,78+4,52a 1,2240,97a 67,00+4,66a 4,00+2,39a

LC 5,87+2,19a 23,71+7,85a  0,86+1,07a 72,29+6,45a 3,14+1,21a

LC+D 5,17+1,31a 25,11+4,81a  2,44%+1,13a 67,89+4,19a 4,56+1,33a

Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo. Letras iguais precedidas de valores
ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos. (Leucécitos totais,
neutrdfilos, linfocitos e mondcitos, ANOVA. Eosindfilos, ANOVA seguida de Duncan, p<0,05).

Ja os ensaios realizados por Aboderin e Oyetayo (2006), utilizando
Lactobacillus plantarum em ratos, demonstraram aumento nos parametros de
hemoglobina e no tamanho e contagem das hemacias ao comparar com o
grupo controle, mas nao relacionados a patologias. Além disso, observaram um
aumento nos indices de linfécitos nos grupos que recebem a administragao de
0,3 e 0,6mL de Lactobacillus plantarum em relagdo ao grupo controle, supondo
efeito imunoestimulador. O que ndo ocorreu neste trabalho.

Desta forma, a administragdo oral da droga indometacina e dos leites
fermentados cultivados com Lactobacillus paracasei e Lactobacillus casei aos
grupos de ratos ensaiados, durante os 40 dias experimentais, ndo provocou
alteragcdes nos parametros sanguineos de eritrograma e leucograma dos

animais, revelando-se seguros a saude.

5.2.3.2 Plaquetas

As plaquetas sdo ricas em mucopolissacarideos e glicoproteinas que

tém papel essencial nas fungbes de adesdo e agregacdo plaquetaria.
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Promovem a coagulagdo sanguinea e auxiliam na manutengao da integridade
vascular (LORENZI et al., 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os valores de contagem de plaquetas obtidos neste experimento e
representados na Tabela 6 demonstram que apenas o grupo LC diferiu dos
grupos controle e droga, com valores inferiores aos apresentados por estes. Os
grupos C, LP, D e LP+D nao diferiram estatisticamente entre si. O grupo LC+D
apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo LP. Apesar dos valores
descritos diferirem estatisticamente entre alguns grupos, os resultados obtidos
encontram-se dentro da faixa permitida para os animais ensaiados.

Aboderin e Oyetayo (2006), trabalhando com Lactobacillus plantarum em
ratos, concluiram em seus trabalhos que os animais administrados com a dieta
livre de bactérias e aqueles que receberam 0,3mL de bebida fermentada
contendo o microrganismo supracitado apresentaram valores compativeis com
0s encontrados no grupo controle. Ja os animais que foram suplementados
com 0,6 e 1,0mL diferiram do controle e apresentaram valores superiores de
plaquetas. Budino et al. (2004) ndo observaram diferenga na contagem de
plaquetas em relagéo ao grupo controle em leitbes desmamados administrados

com probidtico constituido de Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis.

Tabela 6 Contagem de plaquetas dos grupos experimentais

Grupos Valores obtidos (H10°/mm?)
LP 1258,25+106,09 a
D 1204,89+105,73 ac
LP+D 1150,56+192,64 ac
C 1168,00+£147,69 ac
LC 892,29+160,57 b
LC+D 1104,89+198,30 bc

Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo. Valores seguidos de letras
distintas diferem entre si (teste de tukey, p<0,05).
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5.2.4 Analises histopatologicas

As analises histopatoldgicas dos cortes dos estdmagos, rins, figados,
bagcos e intestinos dos grupos experimentais n&o evidenciaram alteragbes
histolégicas importantes nestes érgaos, possuindo os seis grupos ensaiados as
mesmas caracteristicas histologicas.

Evidenciou-se a preservacdo das camadas dos estbmagos, bem como
da juncdo esofagogastrica. Nos rins nao foram observadas alteragoes
relevantes nos glomérulos, sistema tubular, intersticio e vasos. Os cortes
histologicos dos figados evidenciaram estrutura lobular preservada, né&o
apresentando alteragcbes degenerativas ou necroéticas nos hepatdcitos, nem se
observando infiltrado inflamatério em espaco-porta ou no parénquima lobular
nos grupos analisados. Nos bagos, as polpas brancas e vermelhas néo
apresentaram alteragdes histologicas significativas. Nos intestinos dos grupos
experimentais evidenciou-se, em cortes histolégicos, um discreto infiltrado de
células linféides, comum aos grupos experimentais, na lamina prépria da
mucosa.

Os resultados demonstram que a droga indometacina, na dosagem e
periodo utilizados, ndo exerceu alteragdes prejudiciais na histologia dos 6rgaos
analisados dos animais do grupo D. O mesmo foi observado nos demais
grupos leite fermentados (LP e LC) e leite-droga (LP+D e LC+D).

Mesquita (2008) também nao evidenciou alteracbes histopatoldgicas
importantes nos cortes de bago, rim, intestino e figado de camundongos
tratados por Zymomonas mobilis UFPEDA 3555 como microrganismo
probidtico, mostrando o aspecto morfolégico normal desses 6rgaos.

Barrenetxe et al. (2006), estudando a modulagdo da fisiologia
gastrintestinal de ratos sadios mediante cepas probidticas, observaram que os
grupos tratados com Lactobacillus casei e Bifidobacterium bifidum
apresentaram infiltrados linfocitarios em seus célons. Associaram a presenca
desses infiltrados celulares a um possivel efeito ativador do sistema imune
intestinal exercido por ambas as cepas probidticas. Na literatura consultada, o

efeito da modulacao positiva do sistema imunolégico da mucosa intestinal por



65

bactérias laticas em ratos e camundongos € mais comumente observado em
animais que foram previamente submetidos a indu¢do de patologias como
colites (DROUAULT-HOLOWACZ ET al., 2006; SOUTHCOTT, et al., 2008) e
ulceras gastricas (UCHIDA; KURAKAZU, 2006), que em animais sadios.

Figura 15 Mucosa gastrica. Aumento de 10x
Local: Laboratério de Biodiagnostico (UFPB) / Fonte: Cybelle Oliveira (2009).
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Figura 16 Juncao gastroesofagica. Aumento de 10x.

Figura 17 Mucosa gastrica. Aumento de 40x.

Local: Laboratério de Biodiagnéstico (UFPB) / Fonte: Cybelle Oliveira (2009
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Figura 18 Figado. Aumento de 10X.

Figura 19 Figado. Aumento de 40x.

Local: Laboratério de Biodiagnostico (UFPB) / Fonte: Cybelle Oliveira (2009).
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Figura 20 Rim. Aumento de 10x.

Figura 21 Rim. Aumento de 40x.

Local: Laborat6rio de Biodiagnéstico (UFPB) / Fonte: Cybelle Oliveira (2009)
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Figura 22 Intestino. Aumento de 10x.

Figura 23 Células linféides do intestino. Aumento de 40x.

Local: Laboratério de Biodiagnostico (UFPB) / Fonte: Cybelle Oliveira (2009).
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Figura 24 Baco. Aumento de 10x.

Figura 25 Baco. Aumento de 40x.

/ Fonte: Cybelle Oliveira (2009)
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6. CONCLUSAO

Comprovou-se que os leites fermentados L1 (Lactobacillus paracasei) e
L2 (Lactobacillus casei Shirota) sdo produzidos com bactérias pertencentes ao
grupo dos lactobacilos e estdo dentro dos padrdes de viabilidade celular
exigido pela legislagao vigente para o produto (BRASIL, 2004).

Na experimentagao animal, a adicao dos leites fermentados e da droga
indometacina a dieta dos grupos experimentais (LP, LC e D) n&o influenciou no
ganho de peso semanal dos animais em relacdo ao grupo controle. Ja os
grupos droga-leite (LP+D e LC+D) apresentaram diferenca estatistica
significativa em relagcdo aos grupos C e D, sugerindo haver certa interacéo
entre a indometacina administrada e os leites fermentados. Em relagcdo a
diferenga entre o peso inicial e final dos grupos experimentais, os animais que
receberam leite fermentado comportaram-se de forma semelhante ao grupo
controle, com excegao do grupo LP, cujo ganho de peso corporeo demonstrou-
se inferior. O grupo D também apresentou déficit de ganho de peso corporeo
em relagdo ao grupo controle.

Nao houve alteragdo nos pesos dos rins. Apenas o bago do grupo LP
apresentou diferenca em relagdo aos demais grupos. O grupo D apresentou
peso de figado superior ao grupo controle; ja LP e LC+D demonstraram pesos
inferiores ao grupo C, porém os pesos dos figados nao diferiram entre todos
aqueles que receberam leite fermentado adicionado a sua alimentacéo.

A adicao da droga indometacina e dos leites fermentados a alimentagao
dos grupos experimentais n&o interferiu nos parametros sanguineos das séries
vermelha e branca dos hemogramas, nem na contagem diferencial dos
leucocitos, revelando-se seguros a saude em relagao a estes parametros. Nao
foi observado efeito imunoestimulador. Na contagem de plaquetas, apesar de
alguns grupos diferirem estatisticamente entre si, os resultados obtidos
encontram-se dentro da faixa permitida para os animais ensaiados.

As analises histopatologicas ndo evidenciaram alteragées na histologia
dos estbmagos, figados, rins e bacos, apresentando discreto infiltrado de

células linféides na lamina prépria dos intestinos dos grupos experimentais.
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