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Resumo: As DII ocorrem no mundo todo e representam sério problema de satide publica, pois
acometem preferencialmente pessoas jovens, cursam com recidivas frequentes e assumem for-
mas clinicas de alta gravidade. Este estudo objetivou avaliar o resultado preventivo ou atenua-
do do probidtico Bifidobacterium animalis, registrado pela empresa Danone como DanRegularis,
em colite aguda induzida experimentalmente em camundongos fémeas. O modelo experimental
que foi utilizado neste trabalho consistiu na indugao de colite experimental por administra¢do de
acido acético por via retal em camundongos isogénicos, fémeas com 6 a 8 semanas, pertencente a
linhagem Swiss, os quais foram mantidos durante o periodo experimental em gaiolas individu-
ais. O estudo foi composto por 3 grupos, contendo 5 animais cada, sendo um grupo controle,
um grupo tratado com probiético e um grupo placebo, administrando solucao de NaCl 0,9%
p/v por via intragastrica. Foram avaliados o peso, caracteristicas das fezes e pH fecal durante
todo o periodo de experimento. O grupo controle apresentou-se saudavel, dentro do esperado,
sem nenhuma alteragdo nas caracteristicas das fezes, pH médio de 7,45 e ganho de peso médio
de 11,37% no periodo total de estudo. Avaliando o grupo placebo, o pH médio encontrado foi
de 4,3, com uma perda de peso média de 3,21%, e média do escore do IAD foi de 2,03. Quanto
ao grupo tratado, a média de perda de peso deste grupo foi de 3,02%, sendo semelhante ao gru-
po placebo. Apds iniciar o tratamento, a média de ganho de peso foi igual a 5,69%. O pH médio
foi de 6,7, e a média do escore de IAD ao final do estudo foi de 0,99. Portanto, o probiético Bifi-
dobacterium animalis comprovou acao benéfica na recuperagao do processo inflamatdrio agudo
na colite experimental.

Palavras-chave: Colite Experimental, Probi6ticos, Doenca Inflamatéria Intestinal

Abstract: IBD occurs worldwide and represent a serious public health problem, for it affects
mainly young people, presents itself with frequent relapses, clinical forms and takes very seri-
ous forms. This study aimed to evaluate the result of preventive or reduced pro biotic Bifido-
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bacterium animalis, filed by Danone as DanRegularis in acute colitis induced in female mice. The
experimental model that was used in this study consisted of experimental colitis induced by
acetic acid administration rectally in inbred mice, females with 6 to 8 weeks; parts of Swiss
strain were kept during the experimental period in individual cages. The study consisted of
thrre groups containing five animals each, with a control group, a group treated with probiotics
and placebo groups, managing NaCl 0,9% w / v intragastrically. We evaluated the weight, fecal
characteristics and fecal pH throughout the experiment period. The control group was healthy,
as expected, with no change in stool characteristics, average pH of 7.45 and average weight gain
of 11.37% in the total period of study. By assessing the placebo group, one could find that the
average pH was 4.3, with an average weight loss of 3.21% and the average score of the DSI was
2.03. As for the treated group, the average weight loss for this group was 3.02% and was com-
parable to placebo. After starting treatment, the average weight gain was equal to 5.69%. The
average pH was 6.7 and the average score of IAD at the end of the study was 0.99. Therefore,
the probiotic Bifidobacterium animalis, has proven beneficial effect on recovery of acute inflam-
mation in experimental colitis.

Keywords: Experimental colitis, probiotics, IBD.

Introducio

Em sua avaliagdo mais ampla, a doenga inflamatoria intestinal (DII) correspon-
de a um processo inflamatdrio envolvendo o trato gastrintestinal (TGI), seja ele agudo
ou cronico (LANNA et al., 2006). As DII ocorrem no mundo todo e representam sério
problema de satide publica, ja que acometem preferencialmente pessoas jovens, cursam
com recidivas frequentes e assumem formas clinicas de alta gravidade (SOUZA et al.,
2008).

De acordo com Aratjo et al. (2009), retocolite ulcerativa idiopatica (RCUI) e a
doenga do Crohn (DC) sao as formas mais encontradas das doengas inflamatodrias intes-
tinais (DII), que se distinguem por inflamagao cronica do intestino, de causa ainda nao
terminantemente esclarecida e em cuja patologia estao envolvidos fatores genéticos,
ambientais e imunologicos.

Vinculado a microbiota, sabe-se que individuos com DII possuem alteragdes
qualitativas e quantitativas; entretanto, nenhuma bactéria, isoladamente, pode ser res-
ponsavel por desencadear o processo inflamatdrio. Além disso, existe uma alteragdao na
permeabilidade da mucosa intestinal e resposta imunoldgica anormal, que ativa uma
cascata imunoinflamatdria, gerando uma lesdo continuada da mucosa intestinal. A
amplificacdo da reposta inflamatdria é mais significante que o evento inicial como cau-
sa da destruicao tecidual e das altera¢des histoldgicas e funcionais caracteristicas das
DII (BURGOS, et al., 2008).

Segundo Pinho (2008), apesar de o tubo digestivo todo ser amplamente domi-
nado por bactérias, tem entre seus diversos segmentos uma grande variedade na con-
centragdo destas. A ocorréncia de secre¢des acidas e biliares no estomago e intestino
delgado proximal e o aspecto de um transito mais acelerado colaboram para uma di-
minuicdo da quantidade de bactérias nestes segmentos.
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O aumento da preocupagao da populagdo em conhecer as caracteristicas dos a-
limentos que consomem tem levado ao desenvolvimento de produtos que buscam a
saude e o bem-estar, além de sua fungao de nutrigao. Estes geram efeitos benéficos a
saude humana; aliados a a¢ao nutricional sao denominados funcionais (MACEDO et al.,
2008).

Os probidticos sao catalogados como alimentos funcionais a base de microrga-
nismos vivos, que mudam beneficamente o animal hospedeiro, gerando o balango de
sua microbiota intestinal. A preponderancia benéfica dos probidticos sobre a microbio-
ta intestinal humana adiciona fatores como efeitos contrarios, competigao e efeitos i-
munoldgicos, resultando em um aumento da resisténcia versus patdogenos. Desse mo-
do, o emprego de culturas bacterianas probidticas instiga a multiplicacdo de bactérias
benéficas, em detrimento da propagacao de bactérias potencialmente prejudiciais, re-
for¢ando os mecanismos naturais de defesa do hospedeiro (SAAD, 2006).

As espécies de microrganismos consideradas probioticas e as mais utilizadas
sao as espécies Lactobacillus e Bifidobacterium. Essas espécies estao presentes em iogur-
tes, produtos lacteos fermentados ou como suplemento alimentar (CUPPARI, 2005).
Destas, pertencentes ao género Bifidobacterium, destacam-se B. bifidum, B. breve, B. infan-
tis, B. lactis, B. animalis, B. longum e B. thermophilum (SAAD, 2006).

Os probioticos podem ainda afetar patdgenos por meio da sintese de bacterio-
cinas, de acidos organicos volateis e de peroxido de hidrogénio, ou atuar sobre o meta-
bolismo celular, diminuindo a concentragao de amonia no organismo e liberando en-
zimas, como a lactase. Seus resultados anticarcinogénicos podem ser atribuidos a inibi-
¢ao de enzimas pro-carcinogénicas ou a estimulacdo do sistema imunitario do hospe-
deiro. A administracao de Lactobacillus casei foi relacionada com a induc¢ao de uma res-
posta antitumoral mediada por células T e pela ativagao de macrofagos, assim sendo,
com a supressao da formagao de tumores de cdlon em camundongos e a inibi¢do de
metastases pulmonares (COPPOLA; GIL-TURNES, 2004).

O mecanismo de agao dos probidticos ndo foi ainda totalmente esclarecido, ain-
da que tenham sido recomendados varios processos que podem atuar independente-
mente ou associados (COPPOLA; GIL-TURNES, 2004).

Diante disto este estudo visou avaliar o resultado preventivo ou atenuado do
probidtico Bifidobacterium animalis, registrado pela empresa Danone como DanRegula-
ris, em colite aguda induzida experimentalmente em camundongos fémeas pertencen-
tes a linhagem Swiss.

Material e métodos

5.1. Animais

O modelo experimental que foi utilizado neste trabalho consiste em camundon-
gos (Mus musculus) isogénicos, fémeas com 6 a 8 semanas, pertencente a linhagem
Swiss (swiss webster), nascidas e mantidas no biotério do Centro Universitario de Patos
de Minas (UNIPAM). Os animais foram mantidos durante o periodo experimental em
gaiolas individuais.
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5.2. Dieta dos animais
Os animais foram alimentados com ra¢ao balanceada da marca comercial Nuvi-
lab CRj, a qual foi fornecida ad libitum.

5.3. Indugdo da doenga inflamatoria intestinal (DII)

Ap0s sete dias de aclimatagao, induziu-se nos camundongos a inflamagao intes-
tinal induzida, por administracao retal contendo acido acético a 5% diluido em agua
(destilada).

5.4. Isolamento e cultivo dos bacilos Bifidobacterium animalis (DanRegularis®)

Os bacilos da espécie Bifidobacterium animalis foram isolados por meio da técnica
de estriamento em placas contendo o meio de cultura dgar lactobacillus MRS (protease
peptona: 10.00 g/L, extrato de carne: 10.00 g/L, extrato de levedura: 5.00 g/L,dextrose:
20.00 g/L, polisorbato 80: 1.00 g/L, citrato de amonia: 2.00 g/ L, acetato de Sédio: 5.00
g/L, sulfato de magnésio: 0.10 g/L, sulfato de manganés: 0.05 g/L, fosfato dipotassio:
2.00 g/L, agar: 12.00 g/L), a partir do iogurte da marca comercial Activia® (Danone). As
placas foram incubadas por 24 h a 37°C.

As coldnias obtidas foram ressuspensas em solugao salina (NaCl 0,9% p/v) e o
numero de bactérias serd inferido por espectrofotometria, em comprimento de onda de
600 nm.

5.5. Grupos experimentais e delineamento do estudo

Grupo 01 - Controle: Foi composto por cinco camundongos fémeas, pertencentes a
linhagem Swiss. Os camundongos foram alimentados com ragao em pellets da marca
comercial Nuvilab CRi. A ragao e dgua filtrada foram fornecidas ad libitum. Esse grupo
de animais nao foi submetido a doenca inflamatdria intestinal experimental. Ao final
do experimento os animais foram sacrificados para analise macroscdpica do intestino.

Grupo 02 - Placebo: Foi composto por cinco camundongos fémea pertencentes a linha-
gem Swiss. Os camundongos foram alimentados com racao em pellets da marca comer-
cial Nuvilab CR1 e dgua filtrada ad libitum. Apds o quinto dia de aclimatagao, foi inicia-
do o processo de inducao da doenga inflamatdria intestinal experimental. Apos sete
dias de induc¢ao da doenca inflamatodria intestinal, os animais receberam diariamente
racgao e agua filtrada ad libitum e 0,1 mL de solu¢dao de NaCl 0,9% p/v por via intragas-
trica durante sete dias. Ap0Os esse periodo os animais foram sacrificados para andlise
macroscopica dos resultados.

Grupo 03 - Tratado: Foi composto por cinco camundongos fémeas, pertencentes a li-
nhagem Swiss. Os camundongos foram alimentados com ra¢ao em pellets da marca
comercial Nuvilab CR: e dgua filtrada ad libitum. Apos o quinto dia de aclimatagao, foi
iniciado o processo de indugao da doenga inflamatoria intestinal experimental. Apos
sete dias de inducdo da doenga inflamatéria intestinal, os animais receberam diaria-
mente ragao e agua filtrada ad libitum, e 0,1 mL de suspensdo contendo 10°bactérias/mL
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em NaCl 0,9% p/v, por via intragastrica, durante sete dias. Apds esse periodo os ani-
mais foram sacrificados para analise macroscopica dos resultados.

5.6. Acompanhamento da instalacio da doenca inflamatoria intestinal experimental

A evolugao e instalagdo da doenca inflamatdria intestinal induzida experimen-
talmente nos camundongos foram avaliadas pela andlise dos parametros que se se-
guem:

5.6.1. Avaliagio da evolugio de peso

Os animais foram pesados no primeiro dia de estudo, no quinto dia (dia de ini-
cio da indugdo da doenca inflamatoria intestinal). Apds a instalagdo da doenga, os ani-
mais foram pesados diariamente para a determinacdo do indice de atividade da doenga
(IAD). O peso de cada animal foi aferido em balanga eletronica digital, com capacidade
maxima de 500 g e sensibilidade de 0,1 g.

5.6.2. Avaliagdo da atividade da doenga

Foi realizada com o emprego do IAD (indice de atividade da doenga), baseado
no sistema de pontuacao de OSMAN et al. (2004), que pontua a porcentagem de perda
de peso corpdreo, consisténcia das fezes e sangramento retal, graduando a gravidade
da atividade numa escala de 0 a 4, como demonstrado na Tabela abaixo:

Escore do indice de atividade da doenga*

Escore
Caracteristicas clinicas 0 1 2 3 4
Porcentagem de perda de peso (%) Nenhum 1-5 5-10 10-20 >20
Caracteristica das fezes** Normal Fezes pastosas Diarréia
Sangue vivo nas fezes Negativo Sangue vivo

* indice de atividade da doenga= escore combinado de porcentagem de perda de peso, caracte-
ristica das fezes e presenca de sangue vivo nas fezes.

** fezes de caracteristica normal = bem formadas; fezes pastosas = fezes pastosas que nao estao
aderidas ao anus; e diarréia = fezes liquidas que aderem ao anus.

5.6.3 Avaliag¢do do pH fecal

Foram coletadas as fezes dos animais dos trés grupos de estudo, no primeiro
dia de estudo, no sétimo dia de indugdo da doenga inflamatoria intestinal, sete dias
apos o tratamento com a suspensao de Bifidobacterium animalis e no dia do sacrificio.
Essa avaliacdo foi realizada para registrar o grau de fermentagao no célon dos animais.

5.7. Sacrificio
No dia do sacrificio, os animais foram previamente anestesiados, via intramus-
cular, com uma solugao de cloridrato de ketamina a 10% na dose de 0,25 mL para cada
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200 g de peso do animal, associada a cloridrato de xilazina na dose de 0,1 mL por ani-
mal.

5.10. Andlise estatistica
Os dados obtidos foram analisados pelo cadlculo da média dos grupos e
posteriormente comparados.

5.11. Aspectos éticos
Este trabalho foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM).

Resultados e discussdo

Foram estudados um total de 14 camundongos da linhagem Swiss pesando en-
tre 34,7 e 51 gramas, sendo 5 do grupo controle, 5 do grupo tratado e 4 do grupo place-
bo, pois um animal deste grupo morreu na primeira semana do estudo, sem causa de-
finida.

O grupo controle apresentou-se saudavel, dentro do esperado, sem nenhuma
alteracdo nas caracteristicas das fezes, pH médio de 7,45 e ganho de peso médio de
11,37% no periodo total de acompanhamento do estudo. A Figura 1 mostra a variagao
média de peso dos animais, em que pode ser visualizado o ganho de peso corporal ao
longo dos dias desde o inicio do experimento.
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Figura 1: Evolugao média de peso dos animais do grupo controle. As barras acima e abaixo das
médias dos pesos em cada dia de experimento indicam o desvio padrao.
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Com relacio ao Indice de Atividade da Doenca (IAD), ndo foi observado pre-
senga de sangue nas fezes em nenhum dos animais tanto do grupo tratado quanto do
grupo placebo (ndo-tratado). Quanto a perda de peso foi verificada uma média de
3,02% de perda de peso do grupo tratado e 1,74% do grupo placebo, ndo havendo
grande diferenca entre os grupos, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios dos escores do indice de atividade da doenca dos
grupos tratado e placebo

Grupo tratado Grupo Placebo

% de perda de peso 1,2 1,0
Caracteristicas das fezes 1,2 0,9
Sangue vivo nas fezes 0,0 0,0

Falando especificamente do grupo placebo, os camundongos receberam NaCl a
0,9% p/v. Ocorreram varias alteragdes na consisténcia das fezes, contendo fezes pasto-
sas e diarreia devido a inducao da doenga inflamatdria intestinal que se prolongou por
todo o estudo, uma vez que este grupo nao recebeu o tratamento adequado. O pH mé-
dio encontrado foi de 4,3, com uma perda de peso média de 3,21%, e a média do escore
do IAD foi de 2,03 durante todo o periodo de acompanhamento deste estudo. Na Figu-
ra 2 pode-se observar a diminui¢do da média de peso corporal dos animais do grupo
placebo nos quinze dias de estudo.
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Figura 2: Evolugao média de peso dos animais do grupo placebo. As barras acima e abaixo das
médias dos pesos em cada dia de experimento indicam o desvio padrao.
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Em relagao ao grupo de camundongos que foi tratado com a bactéria Bifidobac-
terium animalis, este apresentou, apos a indugao da doenga inflamatdria intestinal, qua-
dros agudos de diarreia que se estenderam até o inicio do tratamento com o probidtico.
Ap0s o inicio da introdugdo do probidtico, as fezes se tornaram menos liquidas e o ga-
nho de peso foi retomado.

A média de perda de peso apds a indugao da doenga deste grupo foi de
3,02%, sendo semelhante ao grupo placebo. Apos o inicio do tratamento, a média de
recuperacao de ganho de peso foi igual a 5,69% do peso, conforme demonstrado na
Figura 3. O pH médio foi de 6,7 e a média do escore de IAD ao final do estudo foi de
0,99. A maior perda média de peso acorreu entre o 1.° e 4.° dias de indugao da doenga,
e apos o tratamento o ganho de peso foi consideravel, indicando uma melhora do qua-
dro patoldgico.
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Figura 3: Evolugao média de peso dos animais do grupo tratado. As barras acima e abaixo das
médias dos pesos em cada dia de experimento indicam o desvio padrao. A linha tracejada indi-
ca o periodo de maior perda de peso corporal dos animais.

Ao avaliar o pH dos grupos estudados foi achado que no grupo Controle o pH
fecal foi basico, resultado dentro dos padrdes normais, ja que a doenga inflamatoria
intestinal ndo foi administrada no grupo. No grupo em que foi utilizado o placebo no
tratamento da inflamacao intestinal, o pH fecal foi bastante dcido, permanecendo assim
por toda a pesquisa. E em relacao ao pH das fezes do grupo tratado, apds a inducao da
doenca o pH manteve-se muito acido por alguns dias, havendo uma melhora expressi-
va apos a administragdao do probiotico, e o pH fecal tornou-se basico novamente.

De acordo com o estudo de Morais e Jacob (2006) os microrganismos probidti-
cos alteram favoravelmente a flora intestinal, bloqueiam o crescimento de bactérias
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patogénicas, geram digestdao adequada, estimulam a fungdo imunoldgica local e au-
mentam a resisténcia a infec¢do. Para ele, os lactobacilos e bifidobactérias auxiliam a
manutenc¢ao de um balango saudavel da flora intestinal, por causar combinados orga-
nicos decorrentes da agilidade fermentativa, com formacao de 4cido lactico, perdxido
de hidrogénio e acido acético, que aceleram a acidez do intestino, inibindo assim a
multiplicagdo de bactérias com potencial de dano ao epitélio intestinal. Resultado se-
melhante ao relatado pelos autores foi encontrado em nosso estudo, em que o pH fecal
acido foi observado no momento que se instaurou a doenga inflamatoria intestinal.

Fazendo uma andlise visual dos segmentos do intestino, o intestino dos camun-
dongos tratados se assemelhava mais ao grupo controle, com cor rosa-avermelhada e
brilhante, com apenas alguns pontos mais escuros, provavelmente demonstrando as
lesdes devido ao processo inflamatério da doenga induzida, diferentemente dos ani-
mais que compunham o grupo placebo, que apresentaram lesdes bastante visiveis em
nivel intestinal.

Estas lesdes mostram a ocorréncia do processo inflamatorio de forma que o sis-
tema imunoldgico se enfraquece, e as bactérias patogénicas se alojam na parede da mu-
cosa intestinal, levando-o ao aumento da acidez, assim observado também quando se
mediu o pH fecal.

A microbiota intestinal desempenha uma influéncia consideravel sobre uma sé-
rie de reagdes bioquimicas do hospedeiro. Em equilibrio, evita que microrganismos
potencialmente patogénicos nela presentes exercam seus efeitos maléficos. Por outro
lado, o desequilibrio dessa microbiota pode resultar na proliferacao de patdégenos, com
consequente infec¢ao bacteriana podendo levar a diarreia, inflamag¢ao da mucosa, de-
sordem de permeabilidade e ativagao de carcindgenos no contetdo intestinal (SANTOS
& VALENTE, 2010).

Existem varias evidéncias de que as bactérias exercem um papel chave no apa-
recimento das doengas inflamatorias intestinais cronicas. Estudos experimentais de-
monstram a impossibilidade do desenvolvimento desta inflamac¢ao na auséncia de bac-
térias, levando a ampla aceitagao atual do aforisma “sem bactéria, ndo hd colite”. Fun-
damentados nestes achados ha muitos anos tenta-se identificar um possivel agente
causal das doengas inflamatodrias intestinais (PINHO, 2008).

Nos dois grupos em que a doenga foi induzida, os animais estavam mais agita-
dos, estressados e com o abdomen edemaciado, sintomas que podem ser advindos da
acao da doenga inflamatdria intestinal nestes grupos. O grupo tratado com o probiotico
demonstrou uma grande melhora nestes sintomas ao final do estudo.

O andamento clinico, cujas revelagdes principais sdao diarreia, dor abdominal e
sangramento retal, caracteriza-se por periodos de remissao e exacerbagdo, e apresenta
complicagOes as mais diversas. Agregam-se, com certa frequéncia, manifestagoes extra-
intestinais tais como articulares, cutaneas, oculares, hepatobiliares e vasculares, que
podem preceder, acompanhar ou suceder a doenga intestinal (LANNA, et al., 2006).
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Conclusdo

Dessa forma, tendo realizado varios testes no grupo experimental apds ter indu-
zido a doenga inflamatodria intestinal, observamos que houve uma melhora significati-
va no grupo tratado com o probidtico Bifidobacterium animalis, tanto em relagao a recu-
peracao do peso quanto a melhora do pH fecal, em relagao ao grupo placebo.

Sugere-se a importancia em realizar mais estudos complementares sobre a acao
dos probidticos no processo inflamatorio intestinal, para sua melhor utilizacao para o
tratamento dessas enfermidades.
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