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RESUMO

O leite de cabra é considerado um alimento completo, devido ao seu valor nutritivo,
apresentando melhor digestibilidade e caracteristicas terapéuticas e dietéticas que o torna
importante para nutricdo humana. Seus beneficios podem ainda ser aprimorados através da
utilizacdo do leite como um veiculo para o desenvolvimento de probidticos. logurte é
conhecido por suas propriedades terapéuticas, nutricionais e sensoriais. O iogurte de leite de
cabra é uma matriz adequada para inclusdo de ingredientes como o mel, que é um alimento
importante ndo apenas por suas propriedades nutricionais, mas também, por suas propriedades
funcionais e biol6gicas, atribuidas principalmente a presenca dos compostos fenolicos, bem
como dos flavonoides. A Doenca Inflamatoria Intestinal (DII) compreende a Doenca de
Crohn (DC) e a Colite Ulcerativa (CU) que se refere a uma doenca cronica do trato digestivo,
caracterizada por inflamacédo reincidente, crénica e espontanea. A CU afeta a mucosa e a
submucosa do colon e reto. A etiologia parece estar relacionada, provavelmente, com uma
combinacéo de fatores genéticos e ambientais. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
iogurte caprino probidtico adicionado de Lactobacillus acidophilus e de mel em ratas com
colite experimental, no perfil bioquimico e histopatoloégico, bem como a sua possivel
atividade anti-inflamatdria. Os animais foram divididos em 6 grupos (n=10) e receberam o
iogurte durante 14 dias. Depois deste periodo, foi induzida a colite com &cido acético (0,5 mL
de 10% v/v em solucgéo salina 0,9%), permanecendo o tratamento por 24 horas. Foi observada
uma diminui¢do no escore do dano macroscopico (p <0.01) nos grupos que receberam o
iogurte caprino, sem alteracBes nos niveis de HDL e Glicemia entre os grupos. Com relac&o
aos Triglicerideos e o Colesterol Total, ndo foi verificada variagdo entre 0s grupos tratados.
Concluiu-se que o iogurte caprino adicionado de mel apresentou possivel efeito preventivo no
modelo experimental de colite induzida com acido acético, reduzindo o escore do dano
macroscopico nos grupos tratados. Assim como o iogurte, o leite de cabra também promoveu
efeito semelhante, com melhora no dano macroscopico e nas lesbes histoldgicas, reducdo da
infiltracdo leucocitaria e preservacdo da arquitetura tecidual do 6érgdo, resultando na
preservacao do epitélio.

Palavras-chave: Produtos lacteos, mel, colite.



ABSTRACT

Goat milk is considered a complete food because of its nutritional value, with better
digestibility and therapeutic and dietary characteristics which makes it important for human
nutrition. Its benefits can be further enhanced through the use of milk as a vehicle for the
development of probiotics. Yogurt is known for its therapeutic, nutritional and sensory
properties. The goat milk yoghurt is a matrix suitable for inclusion of ingredients such as
honey, which is an important food not only for its nutritional properties, but also by their
functional and biological properties are mainly attributed to the presence of phenolic
compounds and flavonoids. Inflammatory Bowel Disease (IBD) comprises Crohn's disease
(CD) and Ulcerative Colitis (UC) which refers to a chronic disease of the digestive tract,
characterized by recurrent, spontaneous chronic inflammation. The UC affects the mucosa
and submucosa of the colon and rectum. The cause seems to be related probably to a
combination of genetic and environmental factors. The objective of this study was to evaluate
the effect of probiotic yogurt goat added Lactobacillus acidophilus and honey in rats with
experimental colitis, the biochemical and histopathological profile, and its possible anti-
inflammatory activity. The animals were divided into 6 groups (n = 10) received the yogurt
for 14 days. After this period, colitis with acetic acid (0.5 mL of 10% v / v in 0.9% saline)
was induced remaining treatment for 24 hours. A decrease was observed in the macroscopic
damage score (p <0.01) in the groups receiving the goat yogurt, with no changes in HDL and
blood glucose between the groups. Regarding Triglycerides and Total Cholesterol, was not
observed variation among groups. It was concluded that the added goat yogurt honey made
possible preventive effect on experimental model of colitis induced by acetic acid, reducing
the score macroscopic damage in the treated groups. Like yogurt, goat milk also promoted
similar effect, with improvement in the macroscopic damage and the histological lesions,
reduced leukocyte infiltration and preservation of tissue architecture of the organ, resulting in
the preservation of the epithelium.

Keywords: dairy products, honey, colitis.
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1 INTRODUCAO

O leite e os produtos lacteos foram os pioneiros na area de alimentos funcionais, onde
se configuram como uma importante fonte alimentar por suas caracteristicas nutricionais
(HASLER, 2000; BOMFIM et al., 2011). O consumo destes produtos vem sendo estimulados,
pois sdo boas fontes de lipidios, proteinas, carboidratos, minerais, vitaminas, enzimas, acidos
organicos, horménios, além de promover saciedade e melhorar o sabor das preparacdes
alimentares (SANCHEZ et al., 2009; ANNUNZIATA; VECCHIO, 2013).

O leite de cabra constitui-se em um alimento completo, devido ao seu valor nutritivo
(vitamina A, célcio, fosforo, potassio, magnésio e proteinas de alto teor bioldgico), além de
apresentar melhor digestibilidade, caracteristicas terapéuticas e dietéticas que o torna
importante para nutricdo humana (HAENLEIN, 2004). A utilizacdo do leite de cabra para o
fabrico de diferentes produtos lacteos mostra crescente evolugdo, e embora a producéo ocorra
em proporgdo ainda muito menor em compara¢do ao leite de vaca e seus derivados, sua
transformacéo tem ganhado espaco na forma de produtos como leite pasteurizado, UHT, leite
em po, sorvetes, doces, além de iogurtes e uma grande diversidade de queijos (PANDYA,;
GHODKE, 2007; ALBENZIO; SANTILLO, 2011; BORBA, 2013).

Os beneficios do leite de cabra podem ainda ser aprimorados através do uso do leite
como um veiculo para o desenvolvimento de probidticos (RANADHEERA et al., 2012), que
podem ser definidos como micro-organismos vivos que, quando consumidos em quantidades
suficientes, possuem acdo benéfica na saude humana (FAO/WHO, 2002), promovendo o
balango de sua microbiota intestinal (VIZZOTTO; KROLOW; TEIXEIRA, 2010). Dentre os
microrganismos mais utilizados como probidticos estdo algumas espécies dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, porém outras espécies de bactérias e fungos também podem
ser utilizadas (SANCHEZ et al., 2009).

Segundo a Resolucdo n°® 5 de 13/11/2000 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, o iogurte é tido como um leite fermentado, do qual a fermentacdo é efetuada
através de cultivos protosimbidticos de Streptococcus salivarius sub sp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii sub sp. bulgaricus, podendo acompanhar, de forma adicional, outras
bactérias acido-lacticas que, por sua atividade colaboram para a determinacdo das
caracteristicas do produto final. Os microrganismos Lactobacillus acidophilus, sdo bactérias
gram-positivas, ndo formadoras de esporos, com as extremidades arredondadas que ocorrem

isoladamente, em pares e em cadeias curtas (GOPAL, 2011). Ainda de acordo com 0 mesmo
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autor, o grupo de Lactobacillus acidophilus contém Lactobacillus obrigatoriamente
homofermentativos, porém, alguns podem ser heterofermentativos facultativos.

O iogurte de leite de vaca ¢ bastante consumido, contudo, existe uma elevada procura
por alternativas para o leite de vaca, devido a problemas associados com alergenicidade,
desordens gastrointestinais ou anseios por novos produtos lacteos (RANADHEERA et al.,
2012). De acordo com Garcia et al. (2014), o iogurte de cabra é uma matriz adequada para
insercdo de ingredientes como frutas cristalizadas, geléias, mel, nozes, que sdo bem aceitos
pelos consumidores.

O mel pode ser definido como uma mistura de aglcares elaborados pelas abelhas a
partir do néctar obtido de flores ou outras secre¢des de plantas (SUBRAHMANYAM, 2007).
E um alimento importante no somente por suas propriedades nutricionais, mas, também, por
suas propriedades funcionais e bioldgicas, atribuidas a presenca dos compostos fenolicos e
dos flavonoides (VIUDA-MARTOS et al., 2008).

Estudos mostram que a composicdo do mel o torna um produto com atividade
antimicrobiana, promotor da cicatrizacdo de ferimentos, atividades antioxidantes, antiviral,
antiparasitaria, anti-inflamatoria, antitumoral, prebiotico, além de ser uma boa fonte de
energia, atuando ndo somente como adogante, mas também promovendo satde ao organismo.
Todos estes fatores tém proporcionado a incorporacdo de mel de abelha em diversos produtos
alimenticios, visto a sua relevancia terapéutica e por ser uma fonte natural adocante (SILVA
et al., 2006; BOGDANOV et al., 2008).

A Doenca Inflamatéria Intestinal (DIl) compreende a Doenca de Crohn (DC) e a
Colite Ulcerativa (CU) referindo-se a uma doenga cronica do trato digestivo, caracterizada por
inflamacéo cronica, reincidente e espontanea (ALGIERI et al., 2013). A CU atinge o
intestino grosso ao nivel da mucosa, ja a DC é caracterizada por inflamacao transmural,
podendo envolver qualquer segmento do trato gastrintestinal (DADDAOUA et al., 2006).

O mel de abelhas e o leite de cabra sdo produtos alimenticios que apresentam
capacidade de adicionar valores em alimentos convencionais ou até mesmo na elaboracéo de
outros produtos, além de promoverem o crescimento socioecondémico do Nordeste.
Considerando tais aspectos, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o
efeito do iogurte caprino probidtico adicionado de Lactobacillus acidophilus e de mel em
ratas com colite experimental, no perfil bioquimico e histopatologico, bem como a sua

possivel atividade anti-inflamatoria.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do iogurte caprino probiotico adicionado de Lactobacillus acidophilus
e de mel em ratas com colite experimental, no perfil bioquimico e histopatolégico, bem como

a sua possivel atividade anti-inflamatoria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar os parametros murinométricos;

v Identificar o escore do dano intestinal (macroscopico e microscopico) relacionado a
colite;

v Avaliar os parametros bioquimicos, quanto ao perfil lipidico e glicémico dos animais

em estudo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Nos ultimos anos, a procura por um estilo de vida mais saudavel tem sido uma
resposta dos individuos a estressada vida contemporanea (URALA; LAHTEENMAKI, 2007;
SIRO et al., 2008; BARCELLOS, 2009). Logo, a alimentacdo, possui relevante papel no
estilo de vida, estando diretamente relacionada a habitos ainda mais saudaveis (SALGADO;
ALMEIDA, 2010). O uso dos alimentos como meio de promocdo do bem-estar e salde e,
também, como redutor dos riscos de algumas doengas, tem incentivado as pesquisas de novos
componentes naturais, assim como o desenvolvimento de novos ingredientes, propiciando a
inovacdo em produtos alimenticios e a criacdo de novos nichos no mercado (MATSUBARA,
2001). E presenciado um grande niimero de pessoas a procura de uma alimentacio saudavel,
de alimentos funcionais, com alta concentracdo de fibras, teores reduzidos de gorduras e
acucares. Os alimentos sao ditos funcionais quando, além de nutrir, promovem a melhoria da
salde do individuo (SAAD et al., 2013).

Os alimentos funcionais fazem parte de uma concepgéo de alimentos, sendo langada
pelo Japdo na década de 80, através de um programa de governo que tinha como propdsito
desenvolver alimentos saudaveis para uma populagdo que estava envelhecendo e apresentava
uma grande expectativa de vida (ANJO, 2004).

A crescente procura por alimentos que diminuam a predisposicdo a doengas, ou que
ajudem a prevenir ou combaté-las, tem levado a um aumento no nimero de pesquisas sobre
alimentos funcionais (BOMFIM, 2006). Devido aos habitos adquiridos pela populacdo de
alimentar-se de modo ndo muito balanceado e pobre em nutrientes considerados importantes
ao organismo, as novas tendéncias alimentares justificam o desenvolvimento de alimentos
funcionais (SALGADO; ALMEIDA, 2010).

A Portaria n° 398 de 30/04/1999 (retificada para Resolucdo n°® 18/99) -Diretrizes
Bésicas para Analise e Comprovacdo de Propriedades Funcionais e ou Saude Alegadas em
Rotulagem de Alimentos - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1999),
orgao responsavel pela regulamentacédo destes alimentos, relata que alimento funcional é todo
aquele alimento ou ingrediente que, além das funcbes nutricionais bésicas, quando
consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metabolicos e/ou fisioldgicos e/ou

efeitos benéficos a salde, devendo ser seguro para consumo sem supervisao médica.
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Segundo Baldissera et al. (2011), esses alimentos sdo reconhecidos como nutritivos e
ratificado pela ciéncia na prevencao e conservacdo da saude, na diminuigdo dos riscos de
doencas cronico-degenerativas e nas mudancas benéficas das fungdes fisiologicas. Esse tipo
de alimento ainda possui 0 propdsito de auxiliar na dieta habitual com a ingestéo de nutrientes
especificos. Com elevada tecnologia agregada, esses produtos se diferenciam dos alimentos
tradicionais em caracteristicas, beneficios e até mesmo no preco (URALA; LAHTEENMAKI,
2007; BARCELLOS, 2009; DE BARCELLOS et al., 2009).

3.2 CAPRINOCULTURA LEITEIRA

A caprinocultura é uma atividade pecudria que possui estabilidade demogréafica e
possibilidade de rentabilidade econémica, que a torna relevante para regides semiaridas e
aridas. Cerca de 74% do rebanho mundial de caprinos encontram-se dispersos nas regies
tropicais e aridas (COSTA; QUEIROGA; PEREIRA, 2009). Constitui-se em uma espécie de
grande importancia econdmica gracas a sua rusticidade, que permite uma melhor adaptacéo as
caracteristicas do meio, evidenciando a qualidade dos produtos fornecidos tanto para
vestuario como para alimentagdo (DUBEUF et al., 2004).

A cabra é uma espécie muito fértil e sua utilizacdo se da ,especialmente, pelo consumo
da carne, do leite e também do aproveitamento da pele. Os rebanhos caprinos toleram
condicdes adversas do clima e grande parte da populacdo esta localizada nas regibes menos
industrializadas do mundo, nas zonas tropicais e subtropicais onde ha predominéncia das
areas rurais (HOLTZ, 2005; MIRANDA-DE LA LAMA; MATTIELLO, 2010).

De acordo com Ribeiro e Ribeiro (2001), a exploracdo dos caprinos para a producéo
de leite é antiga e tem se desenvolvido. Haenlein (2004) relata alguns aspectos que levam ao
crescimento da demanda desse leite; primeiramente é que o caprino é o principal fornecedor
de produtos lacteos e carneos para a populacdo rural, outro aspecto € o interesse por queijos
de leite de cabra e produtos de iogurte, principalmente em paises desenvolvidos, onde a
procura esta relacionada com niveis maiores da renda; e também pela preocupacdo das
pessoas que possuam alergias ao leite de vaca, ou sejam portadoras de alguma doenga
gastrointestinal.

As caracteristicas quimicas e as propriedades do leite caprino o definem como um
alimento de amplo potencial econébmico, podendo ser utilizado na fabricacdo de uma vasta
diversidade de produtos, incluindo bebidas fluidas com baixo teor de gordura, leite UHT

(Ultra Alta Temperatura), produtos fermentados, como soro de leite coalhado, queijos,
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sorvetes, iogurtes, manteiga e doces (RIBEIRO; RIBEIRO, 2010). Silanikove et al. (2010),
citam que a producéo do leite de cabra esta em desenvolvimento por ser um alimento de
consideravel importancia na dieta de muitas pessoas e por fazer parte da economia em Varios

paises.

3.3 LEITE DE CABRA

O leite de cabra é o produto proveniente da ordenha completa, ininterrupta, em
condigdes higiénicas, de animais da espécie caprina sadios, bem alimentados e descansados
(BRASIL, 2000). Os leites caprino e bovino sdo considerados alimentos fundamentais na
dieta de muitas pessoas, sendo uma fonte de uma ampla variedade de nutrientes que sdo
considerados essenciais para 0 organismo, como sais minerais, vitaminas e proteinas de facil
digestdo, com perfis de aminoacidos equilibrados, relevantes nas fun¢des do corpo humano
(SILANIKOVE et al., 2010). A relevancia do leite de cabra na alimentacgdo se deve a sua alta
digestibilidade, seu amplo e excelente valor nutritivo e também as suas propriedades
dietéticas e terapéuticas (HAENLEIN, 2004, MCCULLOUGH, 2004; MONERET-
VAUTRIN, 2004).

Fatores como raca, periodo de lactacdo, dieta, condi¢Bes climaticas, estacdo do ano
ciclo estral, disponibilidade de alimentos, cuidados dispensados ao animal e o estado
fisiolégico e de saude do animal, podem afetar a composicdo do leite de cabra, bem como
suas caracteristicas fisico-quimicas e até mesmo a producao de leite (AGANGA et al., 2002;
SORYAL et al., 2004; SLACANAC et al., 2010).

O leite bovino apresenta-se na cor amarelada, devido a presenga do pigmento [3-
caroteno; ja no leite de cabra ha auséncia deste pigmento, possuindo cor branca, por conter
maior teor de vitamina A, devido as cabras converterem o [-caroteno dos alimentos em
vitamina A (SILVA, 2001; SLACANAC et al., 2010). O leite de cabra é considerado como
um importante recurso nutricional, tendo em vista a sua alta digestibilidade e tolerabilidade,
bem como suas caracteristicas fisico-quimicas, podendo torna-lo um dos substitutos
preferenciais de leite materno (HAENLEIN, 2004).

Os leites produzidos por espécies divergentes tem capacidade de sensibilizacdo
distinta, principalmente na fase inicial da vida humana, onde é bastante habitual ocorrer
alergia ao leite bovino, devido a composicdo de proteinas que exercem um papel necessario

para que a patologia seja desencadeada, especialmente, pela relacdo da proteina e soro
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presente em cada tipo de leite (LARA-VILLOSLADA; OLIVARES; XAUS, 2005; BORBA
2013).

Segundo Slacanac et al. (2010), o leite de cabra é considerado um alimento terapéutico
e nutricional por possuir propriedades singulares e benéficas, que sdo superiores quando
comparado ao leite bovino, como uma melhor digestibilidade, maior conteido de &cidos
graxos de cadeia curta (AGCC) na gordura do leite; caracteristicas imunol6gicas e
antibacterianas melhores, globulos de gordura com didmetros menores, em adi¢do, um teor de
zinco, magnesio e ferro maiores, bem como um sistema de lactoperoxidase forte. Ainda de
acordo com 0s mesmos autores, relatam que a caseina € a proteina basica do leite. O nivel de
as1-caseina do leite de cabra se encontra nos intervalos de 0-7 g/L, sendo esta variabilidade
associada com polimorfismos no gene asl-caseina, que S0 muito comuns em caprinos
(MARTIN et al., 2002). Segundo Silanikove et al. (2010) a lactose é o principal carboidrato
que constitui o leite caprino e bovino, havendo menos lactose no leite de cabra em
comparagdo ao leite de vaca (em média 4,1% vs 4,7%). Porém, Slacanac et al. (2010) diz que
o teor de lactose no leite caprino é ligeiramente, mas ndo expressivamente menor quando
comparado ao leite bovino.

O leite de cabra contém uma proporcdo mais elevada de acidos graxos de cadeia
média, ou seja, o caproéico (C6:0), caprilico (C8:0) e caprico (C10:0), que sdo parcialmente
responsaveis pelo odor caracteristico do leite de cabra (SILANIKOVE et al., 2010). Em
adicdo, possui acidos graxos monoinsaturados, acidos graxos poliinsaturados, e triglicerideos
de cadeia meédia (TCM) que sdo conhecidos por serem benéficos a salde humana
(HAENLEIN, 2004). O leite caprino também é uma fonte natural de oligossacarideos,
contendo entre 250 e 300 mg/L de oligossacarideos, 4-5 vezes maior do que o contetido no
leite de vaca, mas ainda é significativamente menor do que no leite materno humano, que
possui 0 teor nos intervalos de 5-8 g/L. Os oligossacarideos do leite sdo considerados
benéficos devido as suas propriedades prebidtica e anti-infecciosa (MARTINEZ-FEREZ et
al., 2006). Daddaoua et al. (2006) demonstraram que o0s oligossacarideos do leite de cabra
possuem efeitos anti-inflamatérios em modelo experimental de ratos com colite induzida,
podendo ser utilizados no tratamento das doengas inflamatorias intestinais.

Sua digestibilidade é elevada e ocorre pelo tamanho reduzido e facil dispersdo dos
seus glébulos de gordura e pela sua proteina de coagulacdo que forma uma coalhada fina,
macia e com perfeita digestdo em pequeno espaco de tempo (COSTA, 2002). Segundo Lowry
(2002), o consumo do leite de cabra reduz de maneira significativa os efeitos adversos dos

antiinflamatérios ndo-esteroidais na inflamacdo do intestino delgado. Os resultados
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demonstram claramente os beneficios positivos em relacdo a salde intestinal, resultando em
um maior consumo do leite de cabra.

Conforme Silanikove et al. (2010), o leite caprino contém contetdos semelhantes de
vitaminas, quando comparados com os leites bovino e humano; relatam ainda que, o contetdo
mineral do leite de cabra varia de 0,70 a 0,85%, possuindo maiores teores de célcio, fosforo e
potéssio, quando comparado com o leite humano e o de vaca.

De acordo com Lima (2000), o leite de cabra é indicado no uso medicinal e
terapéutico, relacionados a problemas alérgicos, disturbios digestivos, desnutricdo, na
convalescenga em criangas e idosos, estabelecendo desse modo um produto de grande valor
biolégico e nutricional. O papel terapéutico mais importante do leite caprino quando
comparado ao leite bovino é o seu valor hipoalergénico (PARK 1994; SLACANAC et al.,
2010). Bevilacqua et al. (2001) sugeriram que a alergenicidade reduzida do leite de cabra

pode estar relacionada diretamente com 0s niveis mais baixos de asi-caseina.

3.4 PROBIOTICOS

Os probidticos sdo definidos como micro-organismos viaveis que, quando aplicados a
humanos e animais e administrados em quantidades adequadas, causam beneficios a satde do
hospedeiro, por promover balanco da microbiota intestinal (FULLER, 1989; RYCROFT et
al., 2001; FAO/WHO, 2002).

O consumo regular de alimentos contendo probidticos podem oferecer beneficios para
a salde (CRUZ et al., 2009), dentre os quais a melhoria do sistema imunolégico, auxiliando
no combate de infec¢bes comuns e doencgas gastrointestinais (DE VRESE et al., 2006; WEST
et al., 2011). Conforme Soccol et al. (2010), cepas probioticas tem sido bastante estudadas e
exploradas no comércio em diversos produtos ao redor do mundo. Um produto lacteo deve
conter, pelo menos, 10 UFC/ mL no momento de seu consumo (SHAH, 2000; PLESSAS et
al., 2012) devendo estar associado a uma alimentacéo equilibrada e habitos de vida saudaveis
(ANVISA, 2008).

Os micro-organismos mais utilizados como probidticos pertencem, em sua maioria, a
algumas espécies dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, habitualmente encontrados no
intestino delgado e grosso de pessoas saudaveis, respectivamente, podendo ser utilizadas
outras espécies de fungos e bactérias. Entretanto, vale salientar que o efeito de uma bactéria é
especifico para cada cepa, ndo devendo ser extrapolado, mesmo que seja para outras cepas da
propia espécie (GUARNER; MALAGELADA, 2003; SANCHEZ et al., 2009). A producio
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de &cido latico por bifidobactérias parece ter um papel expressivo na manutengdo da
colonizacdo por diversos mecanismos (GIBSON et al., 2005). Essas bactérias possuem
também a capacidade de produzir vitaminas B1l, B2, B6, B12, acidos nicotinico e félico
(SAARELA et al., 2000; KOLIDA; TUOHY; GIBSON, 2002).

Estes géneros de bactérias citados acima tém sido isolados de todas as por¢oes do trato
gastrintestinal humano saudavel, todavia, o ileo terminal e o cdlon parecem ser,
respectivamente, o local de preferéncia para a colonizacdo intestinal dos lactobacilos e das
bifidobactérias (BIELECKA; BIEDRZYCKA; MAJKOWSKA, 2002; FRITZEN-FREIRE,
2009).

De acordo com Gopal (2011), os Lactobacillus acidophilus s&o caracterizados como
micro-organismos gram-positivos, incapazes de formar esporos, com extremidades
arredondadas, podendo ocorrer isoladamente em pares e em cadeias curtas,
homofermentativos, podendo alguns apresentarem-se heterofermentativos facultativos. Nas
AlegacOes de Propriedade Funcional Aprovadas, a legislagdo brasileira reconhece diversos
probidticos, dentre eles pode-se citar o Lactobacillus acidophilus (ANVISA, 2008).

Os Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus e L. casei sdo as bactérias mais utilizadas
nos alimentos considerados funcionais (VIZZOTTO; KROLOW,; TEIXEIRA, 2010).
Segundo as alegacOes de propriedade funcional aprovadas da ANVISA (2008), os micro-
organismos Lactobacillus delbrueckii (subespécie bulgaricus) e Streptococcus salivarius
(subespécie thermophillus) foram retirados da lista, tendo em vista que além de serem
espécies necessarias para producdo de iogurte, ndo possuem efeito probidtico cientificamente
comprovado.

Os critérios que devem ser obedecidos para que um microrganismo seja considerado
um probidtico vao desde o efeito benéfico que devem exercer sobre a salide do hospedeiro,
ndo serem patogénicas, serem capazes de sobreviver ao transito ao longo de todo o trato
gastrointestinal, bem como serem isolados a partir da mesma espécie do hospedeiro
(MCNAUGHT; MACFIE, 2001). Os mecanismos de acdo dos probidticos consistem
especialmente na competicdo por nutrientes e por locais de adesdo; a produgdo de metabolitos
antimicrobianos; mudancas nas condi¢des ambientais; bem como modulacdo da resposta
imune do hospedeiro (SAAD et al., 2013; SINGH et al., 2013). Viegas et al. (2010) relataram
que o alimento funcional contendo microrganismos probioticos pode propiciar a prevencao de
infeccOes intestinais e diarreias, bem como possuir efeito anticarcinogénico, auxiliar também

na reducdo dos niveis de colesterol e melhorar a digestéo da lactose.
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Existe certa relacdo da sobrevivéncia do probidtico no intestino com a capacidade de
resistir aos mecanismos antibacterianos. As caracteristicas de um bom probiotico englobam
um namero suficiente de micro-organismos que sejam capazes de sobreviver e aderir a
mucosa intestinal, resisténcia a valores baixos de pH, assim como os sais biliares e aos fatores
antimicrobianos presentes no trato gastrintestinal (ANDRIGHETTO; GOMES, 2003). Em
adicdo, Santos et al. (2011) afirmam que a quantidade dos probiéticos, bem como, a sua
sobrevivéncia, sdo influenciadas por fatores como a matriz do alimento em que foi
adicionado; a adicdo de diferentes tipos de frutas e/ou ingredientes; a presenca de outros
micro-organismos no produto; condi¢Oes de processamento; o tipo de embalagem utilizada; a
barreira a passagem de oxigénio dentre outras causas. A eficacia dos probidticos pode ser
reforcada pela presenca de substrato necessario para a fermentacdo coldnica e
desenvolvimento de suas funcdes metabolicas (LEE; SALMINEN, 2009).

O aumento da defesa imunoldgica da mucosa, a atuacdo contra a colonizagdo e a
translocacdo de microorganismos patogénicos sdo os principais efeitos benéficos a salde do
hospedeiro, que estdo relacionados com os probioticos (VANDERHOOF, 2001,
KALLIOMAKI et al, 2003). O modo de acéo dos probidticos ndo foi ainda completamente
esclarecido, embora tenham sido sugeridos varios processos que podem atuar
independentemente ou associados. Um deles é a exclusdo competitiva, em que o probidtico
competiria com 0s patdgenos por sitios de fixacdo e nutrientes, impedindo sua acao
transitoriamente (HAVENAAR et al.,1992; OUWEHAND et al., 1999; CROSS,2002). Os
probidticos podem também afetar patdgenos através da sintese de bacteriocinas (VILLANI et
al., 1995; RODRIGUEZ, 1996; NAIDU et al., 1999), de &cidos organicos volateis (AUDISIO
et al., 2000; JIN et al. 2000; OGAWA et al., 2001) e de peroxido de hidrogénio
(HAVENAAR et al., 1992; NAIDU et al., 1999), ou atuar sobre o metabolismo celular,
reduzindo a concentracdo de aménia no organismo (KOZASA, 1986), e liberando enzimas
como a lactase (DE VRESE et al., 2001).

As culturas probioticas podem ocasionar melhora da digestdo da lactose devido a
presenca ativa de galactosidase microbiana nos fermentos; pelo atraso no esvaziamento
géstrico, protelando a acédo residual da lactase no intestino delgado, bem como pela redugéo
da sensibilidade aos sintomas de mé absorc¢éo (DE VRESE et al., 2001).

Os probidticos proporcionam, através da ingestdo de alimentos funcionais, varios
beneficios para a salde, incluindo a regulacdo do trato gastrointestinal, infeccdo por
Helicobacter pylori, a prevencdo da DIIl, do céncer de cdlon, da doenca de figado,

estimulacdo do sistema imunitario, reducdo dos niveis de colesterol no soro, alivio da
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intolerancia a lactose e da sintomatologia da sindrome do intestino irritavel, prevencdo de
doencas cardiovasculares e varios tipos de cancer (CHONG, 2014; KUMAR ET AL., 2010;
SAAD et al., 2013), além da prevencdo da constipacdo e diarreia (SANCHEZ et al., 2009).
Em adicdo, Chauhan e Chorawala (2012), relatam também o poder dos probidticos na
prevencdo de patologias, como intolerancia a lactose, a sua agdo imunomudulatoria, os efeitos
hipocolesterolémicos, as atividades anticarcinogénica, antigenotéxica e antimutagénica, a
doenca intestinal pediatrica, bem como nas reac@es alérgicas relacionadas a alimentacao.

Os probioticos atuam no sistema imune do intestino, atravessando a barreira epitelial e
modulando a resposta inata e adquirida (GOURBEYRE; DENERY; BODINIER, 2011).
Segundo Correia et al. (2012), os probidticos inibem o fator de ativacdo (nuclear-kB),
aumentam a atividade das células K, induzem a secrecdo de citocinas e contribuem para a
maturacdo de células dendriticas, modulando, dessa maneira, o sistema imune, devido a
inibicdo da resposta inflamatéria no intestino. Algumas linhagens probidticas podem
estimular a resposta imunitéaria inata (fagocitos, citocinas), diminuindo, dessa maneira, 0
andamento de doencas infecciosas, como gastrenterites em criancas ou entdo, ampliando a
eficacia de vacinas. As mesmas linhagens podem desencadear efeito anti-inflamatério em
doencas intestinais, como na colite ulcerativa (HEYMAN; HEUVELIN, 2006).

3.5 IOGURTE

O iogurte é um produto adicionado ou ndo de outras substancias alimenticias, onde é
obtido pela coagulacdo e diminuigdo do pH do leite ou leite reconstituido, adicionado ou ndo
de outros derivados lacteos, mediante a adicdo de culturas de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus, podendo ser adicionado outras
bactérias laticas, sendo que no final essas bactérias devem estar vivas , pois exercem certos
beneficios ao organismo (RAMOS et al., 2002). Dentre os produtos lacteos existentes, o
iogurte e os leites fermentados sdo alimentos considerados objeto de varios estudos no mundo
inteiro, onde sdo relatados diferentes beneficios para a salde humana apds a sua ingestao
(WANG et al., 2012).

O iogurte constitui uma rica fonte de proteinas, célcio, fosforo, vitaminas e
carboidratos. Logo, o consumo deste produto esta relacionado com uma imagem positiva de
alimento saudavel e nutritivo, agregado as suas caracteristicas sensoriais (TEIXEIRA et al.,
2000). O iogurte além de possuir um sabor caracteristico e um aroma acido, a sua textura é

considerada um importante aspecto que reflete na qualidade do produto, podendo ser afetada
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por algumas condic¢Bes de processamento, como o tratamento térmico (SOUKOULIS et al.,
2007). Em relacdo a acidez, o iogurte deve conter de 0,6 a 1,59 de &cido lactico/100g
(BRASIL, 2000).

O iogurte mostra diversos beneficios a saide humana, por conter um baixo teor de
lactose, caracterizada como um tipo de agUcar que nem todos podem consumir, caso sejam
intolerantes. Durante o processo de fermentacgdo, esse aglcar é modificado em &cido latico,
facilitando seu consumo pelas pessoas ndo absolutamente intolerantes, consentindo a
absorcdo de nutrientes e minerais do leite, como, por exemplo, o calcio. O acido latico
dissolve o célcio existente no iogurte, favorecendo a sua absor¢do (PEREIRA et al.,
2007). Ainda de acordo com os mesmos autores, é relatado que as proteinas do leite nesse
produto alimenticio, apresentam alto valor bioldgico por ja estarem pré-digeridas, devido a
atividade das bactérias laticas, permitindo, dessa maneira, uma melhor digestdo. As bactérias
lacticas consomem vitaminas do leite e produzem outras vitaminas, aumentando ainda mais a
riqueza nutricional do iogurte.

Em relacdo as caracteristicas sensoriais do iogurte, existe uma determinacdo para 0 seu
aspecto, devendo ser caracterizado por consisténcia firme, pastosa, semisolida ou liquida. A
cor deve ser branca ou de acordo com a(s) substancia(s) alimenticia(s) e/ou corante(s)
adicionado(s).Os requisitos para o odor e sabor deve ser caracteristico ou de acordo com a(s)
substancia(s) alimenticia(s) e/ou substancias aromatizante(s)/saborizante(s) adicionadas.
(BRASIL, 2007).

O iogurte é considerado uma das formas de consumo de leite de cabra. E caracterizado
como um produto de agradaveis propriedades sensoriais, de 6tima aceitabilidade e muito
diversificado, apresentando uma das melhores margens de rentabilidade para o fabricante de
produtos lacteos, pois ndo exige processo de concentracdo durante a sua fabricacdo. Seu
mercado vem demonstrando grande potencial de crescimento nos Gltimos anos (SANTOS,
1998). E um produto reconhecido pelas suas propriedades nutricionais, sensoriais e
terapéuticas, sendo considerado um alimento tradicional (GONZALEZ et al., 2011).

De acordo com a Resolugdo n° 5, de 13 de novembro de 2000, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento-MAPA, a fermentacdo do iogurte se realiza com
cultivos protosimbioticos de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, aos quais podem-se acompanhar, de forma complementar,
outras bactérias acido-lacticas que, por sua atividade contribuem para a determinacdo das
caracteristicas do produto final. Segundo Tamime et al. (2005), o iogurte concentrado traz

além das bacterias de iogurte, diferentes probidticos, em que as mais usadas sé@o dos géneros
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Lactobacillus e Bifidobacterium, em relacéo a viabilidade destes probidticos e as propriedades
sensoriais apropriadas verificadas no produto final.

3.6 MEL

Por defini¢do, o mel é um produto natural, considerado como uma mistura de agucares
preparada pelas abelhas, a partir do néctar, obtido de flores e outras secrecdes de plantas,
podendo ser unifloral, se coletado da mesma fonte vegetal, ou multifloral, quando coletado de
outras fontes vegetais, ou de excrecdes de insetos sugadores de partes vivas das plantas
(CAMPOS; MODESTA 2000; SUBRAHMANY AM, 2007).

Segundo a legislacédo brasileira o0 mel é o produto alimenticio produzido pelas abelhas
meliferas, a partir do néctar das flores ou das secrecdes procedentes de partes vivas das
plantas ou de excre¢Oes de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de
plantas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias especificas
préprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia (BRASIL, 2000).

No Brasil, a abelha, é um hibrido das abelhas européias (Apis mellifera mellifera, Apis
mellifera ligustica, Apis mellifera caucasica e Apis mellifera carnica) com a abelha africana
(Apis mellifera scutellata). A variabilidade genética dessas abelhas é enorme, havendo uma
predominancia das caracteristicas das abelhas européias no Sul do Pais, enquanto ao Norte
predominam as caracteristicas das abelhas africanas (EMBRAPA, 2003).

A composicao fisica e quimica e as propriedades sensoriais como sabor e cor do mel
podem sofrer mudangas dependendo da sua origem floral, e por esse motivo, o mel pode ser
classificado de acordo com sua origem botanica e através do procedimento de obtencéo
(CRANE, 1983; BRASIL, 2000).

Conforme Bogdanov et al. (2008) o aroma do mel resulta do contetdo de aminoacidos
e acidos presentes, assim como o mel que possui maior teor de frutose é considerado mais
doce do que aquele que tem concentracdo maior de glicose. Khalil, Sulaiman e Boukraa
(2010) afirmam que a cor do mel coletado pelas abelhas pode variar de agua branca até ambar
escuro, pois, depende da fonte vegetal e do conteido de minerais. O flavor do mel depende da
cor, logo, quanto mais escuro for o mel, melhor sera o flavor e a qualidade.

A composicdo do mel depende de diversos fatores, como as fontes vegetais, a espécie
da abelha, o solo, o estado fisiolégico da coldnia, 0 estado de maturagdo do mel, das
condicBes ambientais, processamento e até mesmo de outros fatores extrinsecos (CAMPOS et
al, 2003; PAMPLONA, 1989; ALVAREZ-SUAREZ; GIAMPIERI; BATTINO, 2013).
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Segundo Subrahmanyam (2007), o mel é constituido de agucares, como a sacarose e a frutose,
além de minerais, vitaminas, e de muitas enzimas como a catalase, invertase e a diéstase.

A composicdo quimica do mel é objeto de estudo de muitos pesquisadores
(AZEREDO et al., 2003). Composto principalmente de &gua e acUcares (KHALIL;
SULAIMAN; BOUKRAA, 2010), sendo a frutose e a glicose os principais carboidratos
encontrados (ALVAREZ-SUAREZ; GIAMPIERI; BATTINO, 2013). Silva et.al (2006), diz
que o mel é pobre em vitaminas, alegando pouca diversidade, contendo apenas tracos de
vitaminas A, B2 ,C e B6. Os acidos organicos enriquecem e contribuem bastante para o sabor
caracteristico do mel. Foram encontrados em mel os acidos butirico, acético, férmico, latico,
succinico, félico, malico, citrico e gluconico, sendo os dois ultimos os principais (SIMPSON
et al., 1975; PEREIRA et al., 2003; SILVA et al., 2006). Alguns minerais sdo também
encontrados no mel, como o potassio, magnésio, sodio, célcio, fosforo, ferro, manganés,
cobalto, cobre, dentre outros. E verificada uma grande correlagio entre os contetdos de
potdssio e magnésio. Sais minerais, acidos organicos, e aminoacidos tornam o mel um
eletrolito (SILVA et al., 2006; USDA, 2014). Segundo Bogdanov et al. (2008), o0 mel também
apresenta em sua composicdo proteinas, aminoacidos livres e enzimas, onde as principais
enzimas sdo a diastase, invertase e a glicose oxidase.

O mel é um produto conhecido pelo seu valor terapéutico e tem sido usado na
medicina tradicional, contudo seja mais utilizado como adogante. E considerado um alimento
funcional prebiotico, devido a existéncia de fruto-oligossacarideos em sua composicdo
(VIUDA-MARTOS et al., 2008; HUSSEIN et al., 2012; ANJO, 2004; VIZZOTTO et al.,
2010). Segundo Sousa et al. (2003), os prebidticos podem ser definidos como compostos
quimicos que alteram o balango da flora microbiana intestinal, dessa maneira, estimulando a
acao dos organismos benéficos ou o crescimento das bactérias probidticas do colon.

A combinacdo de prebioticos e probidticos tem sido sugerida devido aos potenciais
efeitos da acdo conjunta. O crescimento de bifidobactérias no trato gastrointestinal depende da
presenca de carboidratos complexos, como por exemplo, dos oligossacarideos
(ROBERFROID, 2000; SHAN, 2001; SILVA et al., 2006). O mel favorece o crescimento,
acdo e viabilidade de cepas comerciais de bifidobactérias utilizadas na producéo de produtos
lacteos fermentados. H& um efeito sinérgico entre os carboidratos do mel e a promogéo do
crescimento e atividade de bifidobactérias, idéntico ao que os oligossacarideos FOS, GOS e
inulina ocasionam (MIRAGLIO, 2003; SILVA et al., 2006).

O mel é considerado relevante por suas propriedades nutricionais e , além disso, por

suas propriedades funcionais e biologicas, verificada pela presenca dos compostos fendlicos,
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assim como dos flavondides (VIUDA-MARTOS, et al. 2008). O mel possui propriedades
terapéuticas que contribui para que ele seja utilizado como agente de terapia natural devido as
suas atividades antitumoral, anticancerigena, antimicrobiana (BOGDANOV et al., 2008;
ISRAILI, 2013; ALVAREZ-SUAREZ; GIAMPIERI; BATTINO, 2013), anti-inflamatoria e
antioxidante (BOGDANOV et al., 2008; VIUDA-MARTOS, et al. 2008), imunossupressiva
(BOGDANOV et al., 2008), além de bioestimulante, depurativa cicatrizante, antibi6tica,
anticarie energética e emoliente (MATSUNO, 1997; MOTHERSHAW,; JAFFER, 2004,
HORIE et al., 2004; BEKERS et al., 2004; WAILI-AL, 2004; AL et al., 2009).

Bilsel et al. (2002) verificaram o efeito anti-inflamatério do mel, que se mostrou
efetivo no modelo experimental de ratos induzidos a colite, porém o mecanismo de agéo
sugerido foi evitar a constituicdo de radicais livres no tecido que se encontrava inflamado,
logo a diminuicdo dessa inflamacao pode ser por causa do efeito antibacteriano do mel ou, até

mesmo, devido ao efeito anti-inflamatério direto do mel.

3.7 DOENCA INFLAMATORIA INTESTINAL

A DIl é uma doenca crénica do trato digestivo, onde usualmente se refere a Colite
Ulcerativa (CU) e a Doenca de Crohn (DC) (PERAN et al 2007). Segundo Sartor (2006), séo
caracterizadas como patologias idiopaticas, onde as condi¢cBes inflamatérias sao
imunologicamente mediadas. Algieri et al. (2013) relatam que a DIl é uma doenca crénica do
trato digestivo, onde ha inflamacéo cronica, reincidente e espontanea. Sdo doencas que geram
repercussoes relevantes na qualidade de vida dos portadores (PONTES et al, 2004).

Varios estudos epidemioldgicos vém revelando a incidéncia crescente da DC e da CU
nas Gltimas décadas (FELLOWS; FREEMAN; HOLMES, 1990; SHIVANANDA et al.,
1996). A DC exibia uma prevaléncia relativamente baixa (MISZPUTEN, 1996), porém ha
uma tendéncia de aumento no numero de casos novos mundialmente nos dias atuais (DE
SOUZA; BELASCO; AGUILAR NASCIMENTO, 2008). As DIl podem acometer pessoas de
diferentes classes socioeconémicas, idade, sexo e nacionalidade, sendo moderadamente
frequentes, afetando cerca de 1,4 milhdes de pessoas nos Estados Unidos (LOFTUS et al.,
2007), na Europa em torno de 2,2 milhdes (NEUMAN, 2007) e no Canadéa, aproximadamente
150 mil pessoas (RUSSEL, 2000).

Os EUA, Inglaterra, Italia, Escandinavia e os paises da Regido Norte da Europa séo
areas de incidéncia elevada de DII; Sul da Europa, Africa do Sul, Australia e Nova Zelandia

sdo regifes que possuem incidéncia intermediaria; ja a Asia e América do Sul sdo
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classificadas como regides de baixa incidéncia (QUILICI et al., 2007). De acordo com 0s
mesmos autores, a prevaléncia das DIl no Brasil ainda é considerada baixa, havendo pouca
informacdo na literatura nacional, porém ha um aumento expressivo registrado da incidéncia
dessa patologia em nosso meio, nas regides Sul e Sudeste. Segundo Engel e Neurath (2010) a
doenca inflamatdria do intestino, que é composta por dois tipos principais, sendo a CU e a
DC, atinge em média 3,6 milhGes de pessoas nos Estados Unidos e na Europa. Tem sido
observado um aumento alarmante em areas consideradas de baixa incidéncia anteriormente,
como na Asia.

A diferenca entre a DC e a CU e realizada através de exames de colonoscopia, onde a
principal diferenca é que na doenca de Crohn, ha inflamacédo cronica de uma ou mais partes
do tubo digestivo e pode acometer desde a boca até o reto e o anus, passando pelo eséfago,
estdmago, intestino delgado e intestino grosso. JA& a RCUI é uma inflamacdo da mucosa,
podendo muitas vezes estar acompanhada de ulceras (VERONESI, 2003). Todas as camadas
do intestino podem estar envolvidas na Doenga de Crohn, porém podem ser encontradas
partes saudaveis entre as sec¢des inflamadas do intestino (LAKHAN; KIRCHGESSNER,
2010), ja a Colite ulcerativa atinge a mucosa e a submucosa do colon e reto (AWAAD; EL-
MELIGY; SOLIMAN, 2013).

Apesar da etiologia da DII ser desconhecida, a sua origem pode ser ligada a questéo
multifatorial, abrangendo agentes genéticos, ambientais; que seriam provavelmente
microbioldgicos, imunes, alimentares e mudancas na permeabilidade da barreira do epitélio
colénico (STENSON, 2001). Segundo o mesmo autor, a DIl acontece com mais frequéncia
em pacientes entre as idades de 15 e 25 anos, sendo 0 sexo masculino e feminino afetados de
maneira similar, podendo a ocorréncia e a prevaléncia da DC e da CU se diversificarem de
acordo com a localizacdo geografica. E relevante observar que o aumento da ocorréncia de
colite ulcerativa pode estar relacionado com um aumento da prevaléncia de cancer coloretal
(SUNG; PARK, 2013). Foi observado que pacientes que possuem idade inferior a 40 anos
apresentam a doenca de maneira mais grave durante o diagnostico, quando comparados com
o0s doentes mais velhos (LEE et al., 2010).

Quando o intestino esta inflamado, acontece uma ruptura da fungdo da barreira
intestinal, secrecdo anormal, ocorrendo mudancas nos padrdes de mobilidade e sensibilidade
visceral, contribuindo, dessa maneira, para sucessao de sintomas. Habitualmente, alteragdes
na funcdo do intestino que acompanham a inflamacdo dao origem a diarreia, colicas e dor,
todos os sintomas comuns da DIl (LAKHAN; KIRCHGESSNER, 2010). Segundo Beyer

(2010) além dos sintomas comuns entre a CU e a DC, como a diarreia, febre, perda de peso,
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anemia, intolerancias alimentares, desnutricdo, deficiéncia de crescimento e manifestacoes
dermatoldgicas, hepéticas e artrites, podem apresentar ainda um quadro de sangramento,
sendo mais habitual na colite ulcerativa. A mortalidade é considerada baixa e geralmente pode
ocorrer nos primeiros anos da doenca. Isto acontece quando existe mudancgas nutricionais,
podendo causar desidratacdo e anemia, que aumentam a morbidade gerada pelas crises de
diarréia (STEIDLER et al., 2000). Todas as alteragdes nutricionais dependem da extenséo e
da gravidade com que se manifestam a doenca. A desnutricdo acaba agravando o prognostico
do paciente, com reducdo da competéncia imunologica e aumento das infec¢bes (PINTO,
2001). Apesar dos consideraveis progressos realizados nos Gltimos anos, ainda permanece
uma grande lacuna no conhecimento da patogénese da DII. A previséo de evolucdo da doenga
continua sendo um desafio (LAKHAN; KIRCHGESSNER, 2010).
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4 ABORDAGEM METODOLOGICA

4.1 Animais

Foram utilizadas 60 ratas fémeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), com
peso médio entre 190 a 240 g, provenientes do Biotério Professor Tomas George do Centro de
Biotecnologia—Cbiotec/UFPB. Os animais foram mantidos em temperatura ambiente de 22 °C
+ 2 °C, com ciclo claro/escuro padréo de 12/12 h e umidade relativa do ar entre 50 e 55%.
Tiveram acesso a racdo Purina-presence e agua ad libitum, passando por um periodo de
aclimatacdo, atendendo ao protocolo vigente para manutengdo de animais de experimentacgéo.
Esse experimento foi desenvolvido no Laboratério de Nutricdo Experimental LE/ DN/ CCS/
UFPB.

Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (n=10/grupo), os quais: Nao
colitico; Colitico; Leite de Cabra (LC); logurte Caprino (sem mel) (IC); logurte Caprino
adicionado de Mel (10%) (ICM) e logurte Caprino adicionado de Mel (10%) duas vezes ao
dia (ICM/ 2x). (Figura 1). A administracdo do produto foi na quantidade de 1 mL,
diariamente, via gavagem. A dose diaria de 1 mL foi escolhida em conformidade com a
literatura que diz que um produto lacteo deve conter, pelo menos, 10® UFC/ mL no momento
de seu consumo (SHAH, 2000; PLESSAS et al., 2012). O grupo ICM/ 2x recebeu 1 mL pela
manhd e 1 mL a tarde, com o intuito de observar se o reforco da dose do iogurte caprino
adicionado de mel melhoraria os parametros inflamatorios em relacdo ao grupo que recebe

apenas 1x ao dia (ICM).

Figura 1 — Desenho experimental
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4.2 Inducéo da Colite

Para inducdo da colite foi utilizado o método descrito originalmente por Mac Pherson
e Pfeiffer (1978), e posteriormente modificado por Millar et al. (1996), com pequenas
adaptacdes. Os animais foram submetidos a jejum de 24 horas e, em seguida, anestesiados
com 0,1/ 100 g peso de Cloridrato de ketamina e 0,1/ 100 g peso de Cloridrato de xilasina.

Acido acético na concentracdo de 10% v/v em solucio salina 0,9% foi administrado
por via retal, utilizado uma sonda retal n.6 de 2 mm de diametro que foi introduzida no reto
do animal até uma distancia de 8 cm, apds administracdo, o animal foi mantido em posicao
elevada por 30 segundos e, em seguida, foram devolvidos as suas gaiolas para se recuperar da
anestesia. Os ratos do grupo ndo-colitico (normal) receberam 0,5 mL de solucdo salina via
retal.

Quatorze dias antes da inducdo da colite foi iniciada a gavagem com os produtos
testados e, apds 48 horas da inducdo, os animais foram eutanasiados. Para tanto, a anestesia
dos animais foi realizada usando Cloridrato de Ketamina (0,1 mL/ 100 g de peso) e Cloridrato
de xilazina (0,1 mL/ 100 g de peso), administrada por via intraperitoneal. Apos a sedacdo, foi
realizada laparotomia para exposicdo do coracdo e obtencdo do célon para posteriores

analises.

4.3 Parametros Avaliados

4.3.1 Parametros Murinométricos

Durante todo o experimento, o peso corporal de cada animal foi verificado
semanalmente. No momento do sacrificio, apds a anestesia dos animais, foram realizados os
parametros murinometricos, que incluiram o peso corporal, comprimento naso-anal,
circunferéncias toracica (CT), abdominal (CA) e o indice de Massa Corporal (IMC)
(NOVELLLI et al., 2007). O IMC foi calculado de acordo com a Equacéo 1.

Equagdo 1-> IMC = peso corporal (g) / comprimento ao quadrado (cm?)
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4.3.2 Avaliagéo do Dano Intestinal
4.3.2.1 Peso e comprimento do colon

Apos o sacrificio dos ratos, o colon foi removido assepticamente, observando se havia
aderéncias, que é considerado indicativo de processo inflamatério. Em seguida, foi retirado
todo o tecido adiposo e conectivo que se encontrava ao redor, verificando o peso de cada
segmento e o0 seu comprimento. Posteriormente, foi realizada a relacdo peso/comprimento do

célon.
4.3.2.2 Macroscopico

O colon foi aberto longitudinalmente para avaliar a extensdo e o dano macroscopico
segundo o modelo descrito por Bell, Gall e Wallace (1995), conforme estd mostrado na Tab.

1, que avalia a gravidade e a extensdo do dano intestinal.

Tabela 1 — Critérios de avaliacdo da gravidade para o dano macroscépico da colite

Pontuacdo Critério
0 ponto Colon normal
1 ponto Hiperemia localizada sem Ulceras
2 pontos Ulceracdo sem hiperemia ou engrossamento da parede intestinal
3 pontos Ulceracdo com até um sitio de inflamacéo
4 pontos Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamacéo

Grandes sitios de dano com uma extensao > 1cm ao longo do
comprimento do co6lon
Grandes sitios de dano com extensdo > 2 cm ao longo do comprimento
do colon, com pontua¢do de um aumento de 1 para cada cm adicional

5 pontos

6 - 10 pontos

FONTE: Adaptado de BELL; GALL; WALLACE (1995)

4.3.2.3 AvaliagOes Histopatologicas Morfologicas

O material coletado para avaliacdo histopatologica foi obtido da zona de dano mais
representativo (zona de necrose e inflamagdo). Fragmentos do colon foram lavados com soro
fisiologico (NaCl a 0,9%) e imediatamente acondicionados em solugdo fixadora de formol
tamponado a 10% durante 24 horas, seguido de lavagem em &gua corrente no periodo de 12

horas, para que o excesso do fixador fosse retirado. Em seguida, o material passou por
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sucessivas desidratacGes em etanol em graduacdes crescentes, iniciando com 70%, 80%, 90%,
95% e 100%, meia hora cada. Posteriormente o material passou pelo processo de diafanizacéo
em trés banhos de xilol sucessivos, com meia hora em cada banho. Sequencialmente foi
transferido para recipientes contendo parafina histoldgica fundida, com ponto de fusdo entre
54-56 °C, permanecendo durante meia hora em cada um, sendo dois recipientes ao todo. Ao
fim deste procedimento, o material foi incluido em parafina liquida e confeccionado os blocos
com auxilio de barras de Leuckart.

Os cortes foram realizados com 5 p de espessura utilizando-se micrétomo rotativo
manual. Os cortes foram distendidos em banho histolégico, com temperatura em torno de
40°C, coletados em lamina e levados a estufa de secagem, a temperatura de 37 °C. Na etapa
da coloracdo, as laminas passaram por dois banhos sucessivos de xilol, dez minutos em cada,
para desparafinizacdo dos cortes, seguido de banhos sucessivos de etanol em graduacgdes
decrescentes (100%, 90%, 80%,70%) para hidratacdo dos cortes. A coloracdo dos cortes foi
realizada através da técnica de Hematoxilina de Harris e Eosina (BECAK; PAULTE, 1976).
Passaram primeiramente pela Hematoxilina durante 2 minutos, lavados em agua corrente para
retirada do excesso do corante e, em seguida, foram corados com Eosina, durante 30
segundos, sendo colocados posteriormente em alcool a 95% durante trés minutos e no alcool
100% durante dez minutos. Por fim, foram realizadas duas imersdes em xilol, com dez
minutos em cada e montados entre lamina e laminula com resina sintética (Entellan-Merck).

Todo o processamento histopatol6gico foi realizado no Laboratorio de Processamento
de Material Biologico, que esta localizado na Escola Técnica de Satde da UFPB. As analises
para possiveis alteracBes nos fragmentos do c6lon dos animais estudados foram verificadas
por um patologista, com emissédo de laudo.

As analises histologicas da morfologia do intestino enfatizarao alteracdes relacionadas
a integridade e inflamagdo da mucosa col6nica, edema, presenca de Ulceras e necrose dos
tecidos. Essas alteracdes sdo avaliadas utilizando a microscopia convencional de luz, através
do microscopio optico acoplado a um sistema de captagdo de imagens.

Os cortes histolégicos foram avaliados pelo grau de infiltracdo leucocitaria e sua
distribuicdo no tecido coldnico, utilizando-se os parametros para classificacdo do tecido em
tecido normal, infiltracdo leve, infiltracdo moderada e infiltracdo intensa, além da verificagdo
da presenca/auséncia de parametros indicadores de um processo inflamatério, como o edema,

a perda da citoarquitetura normal do tecido e os pontos de necrose e destruicao.
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4.3.3 Paréametros Bioquimicos

O sangue dos animais foi coletado atraves da puncéo cardiaca e transferido para tubos
coletores com anticoagulante, sendo levados para centrifugacdo a 3500 rpm durante 15
minutos, com a finalidade de separar o soro. Apds esse periodo, foi retirado o soro
(sobrenadante) e armazenado em microtubos de 2,0 mL para posteriores dosagens
bioquimicas de colesterol total (CT), triglicerideos (TG), fracGes lipoprotéicas (HDL-c e

LDL-c) e Glicemia, a partir da utilizacdo de Kits bioquimicos Labtest.

4.4 Analise Estatistica

As andlises das diferencas entre as médias foram avaliadas atraveés da analise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de Tukey. Os dados ndo paramétricos do
indice de danos macroscopicos foram analisados utilizando-se o teste de Mann-Whitney. O
nivel de significancia estatistica foi fixada em p <0,05, utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism 4.

4.5 Comissdo de Etica no Uso de Animais

O presente projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) —

CBIOTEC — Centro de Biotecnologia/ UFPB, sob Protocolo n® 0109/13 e aprovado, conforme

certiddo em anexo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Pardmetros Murinométricos

A Figura 2 representa a variacdo do peso corporal dos animais submetidos ao
experimento. Pode-se observar que ndo houve diferencga significativa entre os grupos (p
<0,05). Assim como a variacdo do peso, ndo foi observada também diferenca estatistica entre

0S grupos para os parametros de CA/CT (Figura 3) e IMC (Figura 4).
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Figura 2 — Variacdo de peso corporal dos animais do experimento. Dados expressos como média +
d.p.m. (ANOVA seguida do teste de Tukey; n=10 por grupo). Nao houve diferenga significativa entre
os grupos (p <0,05). LC: Leite de cabra; IC: logurte caprino (sem mel); ICM: logurte caprino com
mel; ICM/2x: logurte caprino com mel (2x ao dia); PI: Peso inicial; PF: Peso final
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Figura 3 — Circunferéncia Abdominal (CA)/ Circunferéncia Toraxica (CT) dos animais do
experimento. Dados expressos como média £ d.p.m. (ANOVA seguida do teste de Tukey; n=10 por
grupo). Néo houve diferenca significativa entre os grupos (p <0,05). LC: Leite de cabra; IC: logurte
caprino (sem mel); ICM: logurte caprino com mel; ICM/2x: logurte caprino com mel (2x ao dia)
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Figura 4 — Indice de Massa Corporal (IMC) dos animais do experimento. Dados expressos como
média + d.p.m. (ANOVA seguida do teste de Tukey; n=10 por grupo). Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos (p <0,05). LC: Leite de cabra; IC: logurte caprino (sem mel); ICM:
logurte caprino com mel; ICM/2x: logurte caprino com mel (2x ao dia)

5.2 Efeito do iogurte caprino adicionado de mel na inflamagé&o colonica

Os animais que foram submetidos a colite induzida com acido acético (0,5 mL de 10%
v/v em solucdo salina 0,9%) apresentaram o dano col6nico caracterizado por ulceracdo e/ou
inflamacdo ao longo do tecido do célon. A administracdo do iogurte caprino adicionado de
mel quartorze dias antes da inducdo da colite levou a uma diminui¢do do escore do dano (p
<0,01), com consequente reducdo da necrose e/ou inflamacéo do tecido coldnico, porém, ndo
houve diferenca entre os grupos tratados (p <0,01), conforme pode ser observado na Tabela 2.
Diante disto, os resultados demonstram que 0s grupos tratados tanto com leite de cabra quanto
com o logurte caprino com e sem mel apresentaram uma reducdo no escore do dano

relacionado a colite, mostrando-se eficazes na reducédo do dano causado por essa patologia.

Tabela 2 — Efeito do iogurte caprino adicionado de mel no dano macroscépico da
colite induzida com &cido acético

Grupos experimentais Escore do dano
Nao colitico 0 (0)

Colitico 8 (7-9)

LC 5 (4-6)"

IC 4,5 (2-6)™

ICM 4 (4-5)"

ICM/2x 4 (4-5)"

Dados do score foram expressos em mediana, n=10. LC: Leite de cabra; IC: logurte caprino sem mel;
ICM: logurte caprino com mel; ICM/2x: logurte caprino com mel (2x ao dia) “p < 0,01 vs grupo
colitico
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5.3 Efeito do iogurte caprino adicionado de mel nos achados histoldgicos

Os resultados relacionados a histologia sdo observados na Figura 5. O co6lon dos
animais do grupo nédo-colitico revelou-se um tecido normal com preservacéo total do 6rgdo e
auséncia de processo inflamatério (Figura 5a). A avaliacdo histologica do célon dos animais
do grupo colitico apresentou infiltracdo intensa, com perda da arquitetura tecidual, destruicdo
do epitélio e consequente destruicdo das células caliciformes, bem como a presenca de
hemorragia (Figura 5b). O LC apresentou infiltracéo leve, preservacdo do epitélio em todas as
camadas do o6rgdo, presenca de hemorragia com vasodilatacdo (Figura 5c). No IC foi
observado um quadro de infiltragio moderada com presenga de polimorfonucleares e discreta
hemorragia (Figura 5d).

O ICM apresentou infiltracdo moderada, presenca de vasodilatacdo e congestdo
sanguinea nas criptas, seguido de estase sanguinea na submucosa (Figura 5e). Foram
encontrados no ICM/2x uma infiltracdo leve com polimorfonucleares e presenca de leve

hemorragia na submucosa (Figura 5f).

5.4 Parametros Bioquimicos

No que diz respeito aos dados bioquimicos, conforme apresentado na Tabela 3 néo foi
observada diferenca com relacdo aos niveis de HDL e Glicemia entre os grupos (p<0,05).
Com referéncia aos valores de Triglicerideos (TG), observa-se que todos os grupos diferiram
do grupo ndo colitico, no entanto, ndo foi verificada variacdo entre os grupos tratados
(p<0,05). Em relacdo ao Colesterol Total (CT), detectou-se diferenca entre o LC e 0 nédo
colitico e, os grupos tratados foram semelhantes entre si (p<0,05).

Tabela 3 - Valores médios dos parametros bioquimicos em fungdo dos grupos experimentais

Expf:ilﬁﬁgﬁtais CT(mg/dL)  HDL-c(mg/dL) TG (mg/dL) G(Lr:]g/E d'\ﬁ)'A
No colitico 5850800  4780%877a  4940% 1674b 160,00 % 38,02
Colitico 69,83+ 14,77ab 3567 +9,97a  121,67+42,76a 140,50 + 32.46a
LC 8033+ 18662 4333%7,38a  144,80%64,26a 130,80 * 21,63a
IC 7250+ 14,19ab 4488+ 13,128 126,63 +50,76a 134,63 +36,72a
ICM 7278+ 1207ab  4378+942a 11356 +47,96a 132,44 + 35 84a
ICM/2x 76,14+ 955ab 3643+ 685a  127,00%21,88a 122,71+ 31,87a

Dados expressos como média = d. p. m. (ANOVA seguida do teste de Tukey; n=10 por grupo) Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05). LC: Leite de cabra; IC: logurte
caprino (sem mel); ICM: logurte caprino com mel; ICM/2x: logurte caprino com mel (2x ao dia); CT:
Colesterol Total; HDL-c: Colesterol HDL; TG: Triglicerideos.
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Figura 5 — Microfotografia de corte histolégico examinado e corado com H/E, apresentando
fragmento do c6lon cortado no sentido longitudinal. (a) N&o colitico (b) Colitico (c) LC (d) IC (e)
ICM (f) ICM/2x Aumento total 100x. LC: Leite de cabra; IC: logurte caprino sem mel; ICM: logurte
caprino com mel; ICM/2x: logurte caprino com mel (2x ao dia)

Os resultados obtidos através deste estudo demonstram o possivel efeito preventivo do
iogurte caprino adicionado de mel no modelo agudo de colite induzida com acido acetico.
Estudo realizado por Gobbato, Rachid e Perdigon (2008) demonstrou o efeito anti-
inflamatorio da administracdo do iogurte em modelo experimental da DII, através da indugédo
por acido TNBS. Chaves et al. (2011) demonstraram em modelo agudo da DIl e durante a
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fase de remissdo, o efeito anti-inflamatério do iogurte, em que a administracdo do produto
durante a fase de remissdo impediu a recorréncia da inflamacdo sem producdo dos efeitos
secundarios considerados indesejaveis. Peran et al. (2007) verificaram em seu estudo que 0s
probidticos Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis
demonstraram atividade anti-inflamatdria intestinal no modelo de colite induzida em ratos,
através do &cido TNBS, apesar de cada probidtico exibir o seu préprio perfil anti-inflamatério,
podendo ser considerados potenciais adjuvantes no tratamento da doenca inflamatdria
intestinal, sendo necessarios mais estudos com a finalidade de demonstrar sua eficicia em
seres humanos.

Segundo Bogdanov et al. (2008) e Viuda-martos et al. (2008), o mel possui
propriedades anti-inflamatoria e antioxidante comprovadas, porém, neste presente estudo
verificou-se que ndo houve diferenca entre os grupos tratados com iogurte caprino adicionado
ou ndo de mel, podendo ser devido a baixa concentracdo que foi utilizada deste produto
durante a producdo do iogurte, que foi apenas 10%, a fim de melhorar a palatabilidade do
iogurte, visto que o leite caprino possui sabor bastante caracteristico.

Ainda de acordo com os resultados do presente estudo, foi verificado que o leite de
cabra também apresentou efeito semelhante, assim como o iogurte, havendo reducdo do dano
coldnico macroscdpico, com diminuicdo da inflamacdo ao longo do tecido do célon dos
animais do experimento, apresentando também melhora nas lesbes histolégicas, com a
reducdo da infiltracdo leucocitaria e preservacdo da arquitetura tecidual do 6rgéo, resultando
na preservacdo do epitélio. Conforme Martinez-Ferez et al. (2006), o leite caprino é
considerado uma fonte natural de oligossacarideos. Estudos realizados por Daddaoua et al.
(2006) e Lara-Villoslada et al. (2006), demonstraram que os oligossacarideos do leite caprino
exerceram atividade anti-inflamat6ria em modelo experimental de ratos com colite induzida.

O possivel efeito protetor observado nos achados histolégicos do colon dos animais do
experimento relacionado aos grupos tratados tanto com leite caprino quanto com iogurte, pode
ser sugerido devido ao mecanismo de acédo dos probidticos que foram adicionados no iogurte,
as proteinas do leite de cabra, que sdo conhecidas por apresentarem melhor digestibilidade, ou
até mesmo dos oligossacarideos presentes no leite caprino, que podem ter propiciado
beneficios ao trato gastrintestinal, com consequente protecdo nos segmentos do colon.

Verificou-se ainda em relacdo aos parametros bioquimicos, que ndo houve alteragdes
nos niveis de HDL e Glicemia entre os grupos. Com referéncia aos Triglicerideos e o

Colesterol Total, ndo foi observada variacdo entre os grupos tratados.



37

6 CONCLUSAO

Com o presente estudo foi demonstrado em relacdo aos dados bioquimicos que nao
houve variacao entre os niveis de HDL e Glicemia entre os grupos experimentais. Nos grupos
tratados, ndo houve alteracbes nos valores de Triglicerideos e o Colesterol Total. O iogurte
caprino apresenta possivel efeito anti-inflamatério em modelo experimental de colite, da
mesma maneira, pode-se comparar ao leite de cabra, que possui efeito analogo, com
observacao na reducao do escore do dano macroscépico nos grupos tratados, bem como, uma
melhoria nas lesGes histologicas. Desse modo, o leite de cabra e o iogurte caprino podem
atuar como um alimento coadjuvante no tratamento da doenca inflamatoria intestinal, devido
ao seu possivel potencial. Considerando ainda que o iogurte caprino adicionado de
Lactobacillus acidophilus e mel, possibilita uma opcdo de produtos novos para 0 mercado,

contendo probidticos, colaborando para o enriquecimento do valor do leite caprino.
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Fotos do experimento
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Gavagem Anestesia

Bioquimica Frascos coletores

Confeccio dos blocos em
barras de Leuckart

Material incluido em parafina Colon incluido em parafina
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Nio colitico

Colitico

Leite de cabra (LC)

Iogurte caprino sem mel (IC)

Iogurte caprino adicionado de mel (ICM)

Togurte caprino com mel 2x ao dia (ICM/2x)
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIDAO

Jodo Pessoa, 4 de novembro de 2013.
CEUA N°0109/13

limo(a). Profa. Dra. Rita de Cassia Ramos do Egypto Queiroga
Departamento Nutrigédo - CCS - UFPB

Orientando(a): Paloma Oliveira Antonino de Assis, (Mestrado)

A Comissao de Etica no Uso de Animais do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal da Paraiba em sua reunido ordindria de 01/11/2013 analisou e APROVOU a
execugao do projeto Efeito anti-inflamatério e antioxidante de leite acidéfilo caprino
adicionado de mel em ratos com colite.

Com previsdo de empregar 36 Ratos WISTAR; - ANIMAIS DO
BIOTERIO Prof. Thomas George.

Para serem utilizados no periodo de 13/01/2014 a 13/12/2014
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ey, e Gorii—
C/. Prof. Dr. Luis Cezar Rodrigues
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animal do CBiotec/lUFPB
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