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Influéncia da administracio de indometacina e leite fermentado por bactérias
laticas sobre o peso de ratos

Effect of the administration of indomethacin and fermented milk by lactic

bacteria on weight of mice

Cybelle P. de Oliveira'", Ana H. A. e Silva?, Hugo E. M. Garcia®, Jodo A. da Silva*

RESUMO - Foram avaliados os efeitos da administracdo oral em 40 dias de duas marcas comerciais de leites
fermentados - uma cultivada com Lactobacillus paracasei (L1) e outra com Lactobacillus casei (L2) - e de
indometacina sobre o ganho de peso corp6reo e peso dos 6rgdos de ratos Wistar machos com 90 dias de idade. Os
animais foram divididos em 6 grupos de n=10, onde, além de agua e ragdo, receberam: leite fermentado L1 (grupo
LP), leite fermentado L1 + droga (LP+D), controle agua (C), droga (D), leite fermentado L2 (LC) e leite fermentado
L2 + droga (LC+D), registrando-se os pesos semanais. Apos o sacrificio, os rins, bacos e figados foram pesados. Os
grupos LC, LC+D e LP+D nédo diferiram do grupo C em relacédo ao ganho de peso, porém LP e D apresentaram peso
inferior; os grupos LP+D e LC+D apresentaram diferenca em relagdo aos grupos C e D. Os pesos dos rins nao
diferiram; o baco do grupo LP apresentou menor peso em relacdo aos demais grupos; o grupo D apresentou peso de
figado superior ao grupo C; ja LP e LC+D demonstraram pesos inferiores ao grupo C, porém os pesos dos figados
ndo diferiram entre todos aqueles que receberam leite fermentado adicionado a sua alimentacéo.

Palavras-chave: Probidtico-LAB. Experimentacéo animal. Antiinflamatdrio.

ABSTRACT - The effects of the oral administration of two commercial brands of fermented milks were investigated,
one cultivated with Lactobacilus paracasei (L1) and another with Lactobacillus casei (L2), and anti-inflamatory
indomethacin on the corporal gain weight and weight of the organs of rats for 40 days. Wistar rats with 90 days of
age were divided into 6 n=10 groups, receiving, in addition to water and ration: fermented milk L1 (group LP),
fermented milk L1 + drug (LP+D), control water (C), drug (D), fermented milk L2 (LC) and fermented milk L2 +
drug (LC+D), recording the weekly weights. After the sacrifice, kidneys, spleens and liver were heavy. The weights
of the kidneys didn't differ; the spleen of the group LP presented smaller weight in relation to the other groups; the
group D presented weight of superior liver to the group C, however the weights of the livers didn't differ among all

those that received fermented milk added to your feeding.

Keywords: Probiotic-LAB. Animal testing. Anti-inflamatory.

INTRODUCAO

O crescente interesse da populagéo por alimentos
saudaveis vem estimulando o desenvolvimento de
alimentos funcionais no mercado (SUVARNA; BODY,
2005), como é o caso dos leites fermentados. Estes
alimentos, além de contribuirem para a nutricdo bésica,
sdo benéficos a salde do individuo que o consome devido
a presenca de bactérias laticas (LAB) como culturas
probidticas (ANTUNES et al., 2007; DONKORA et al.,
2007) e dos metabdlitos produzidos por elas durante a
fermentacdo do leite.

*Autor para correspondéncia
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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 populacdo de patdgenos pela
producdo de &cidos acético e latico, de bacteriocinas e de
outros compostos antimicrobianos; estimulacéo do sistema
imune e alivio da constipacdo; promocdo de um ambiente
acido, promovendo assim a absorcdo de minerais e
vitaminas; o aumento da disponibilidade de aminoacidos,
acidos graxos e vitaminas e elevacdo da absorcéo de ions
calcio e magnésio; a diminuicdo do risco de cancer de
cdlon, das doencas cardiovasculares, das concentracoes
plasméticas de colesterol e dos efeitos anti-hipertensivos
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(MEYDAN & HA, 2000; WOLLOWSHI et al., 2001;
SEPPO et al., 2003; CAO & FERNANDEZ, 2005;
SUVARNA & BODY, 2005; ZHAO et al., 2008).

Outro  importante  beneficio dos leites
fermentados para a populacdo é a possibilidade da
reincorporacdo de produtos lacteos a dieta de individuos
intolerantes a lactose, uma vez que as bactérias laticas tém
a capacidade de produzir a enzima B-D-galactosidade na
microbiota intestinal, auxiliando na quebra da lactose no
intestino e suprindo desta forma o déficit da producéao
desta enzima pelas células da mucosa intestinal de
individuos tolerantes (ADAM et al., 2004; GASSULL,
2006; LOWER et al., 2008).

Diante deste contexto, o objetivo deste trabalho
foi verificar a acdo das bactérias laticas de duas marcas
comerciais de leites fermentados sobre o ganho de peso
corpéreo e peso dos Orgdos de ratos Wistar machos
fazendo o uso do antiinflamatorio indometacina.

MATERIAIS E METODOS

As analises microbioldgicas e a administracdo da
dieta aos animais foram realizadas simultaneamente.
Foram utilizados trés lotes de cada um dos leites
fermentados comerciais, 0s quais foram administrados aos
animais no periodo experimental de 40 dias.
dos leites

Escolha das amostras comerciais

fermentados e amostragem

Foram submetidos aos ensaios dois tipos distintos
de leites fermentados comerciais, contendo apenas um
tipo de microrganismo mencionado no rétulo, sendo um
cultivado com Lactobacillus paracasei (L1) e outro com
Lactobacillus casei Shirota (L2). Apenas o leite
fermentado cultivado com Lactobacillus casei Shirota
mencionou alegac@es probidticas no rétulo do produto. As
amostras de leites fermentados foram coletadas, de forma
aleatéria, em supermercados das cidades de Jodo Pessoa
(Pb) e Recife (Pe) - Brasil. Ao serem adquiridas, foram
transportadas em caixas isotérmicas até o Laboratério de
Nutricdo ~ Experimental/CCS/UFPB,  onde  foram
conservadas sob refrigeracdo (+5°C) até a realizagdo dos
ensaios experimentais e microbioldgicos (Laboratério de
Microbiologia de Alimentos/CT/UFPB).

Durante todo o experimento, as amostras de leites
fermentados  foram  submetidas &  verificagdo
microbioldgica da viabilidade celular das bactérias laticas
constituintes (APHA, 1994), no primeiro dia da
administracdo aos animais e no Gltimo dia do seu prazo de
validade, para garantir o cumprimento da contagem
minima (10° UFC/mL) exigido pela legislagdo brasileira
vigente para o produto (BRASIL, 2004), onde todos o0s
lotes ensaiados encontraram-se em conformidade. Além
disso, os resultados da realizacdo dos testes de catalase,
coloragdo de Gram e observacdo da morfologia ao
microscOpio éptico, sugeriram que as bactérias ensaiadas

pertencam ao grupo latico, como mencionado nos rétulos
dos produtos.

Ensaio Biol6gico com ratos Wistar

Ap6s a aprovagio do projeto pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal, parecer n® 0108/08, 60 ratos Wistar
albinos, machos, foram distribuidos em seis grupos (n=10)
e mantidos em gaiolas individuais com agua e racdo
comercial ad libitum, temperatura 22+1 °C e ciclo de claro
escuro de 12h, até completarem 90 dias de idade, pesando
371,19 + 5,3g. Os animais receberam diariamente as
dietas descritas no Quadro 1 por um periodo experimental
de 40 dias e posteriormente foram sacrificados. Durante o
periodo de experimentagdo, os leites fermentados e a
droga antiinflamatoria indometacina (em solucdo aquosa,
com DMSO 3%) foram ministrados aos grupos de
animais, pela técnica de gavagem, nas dosagens de
5mL/Kg/dia (KUWABARA et al, 1995; UCHIDA &
KURAKAZU, 2004) e 2mg/Kg/dia (LEITE et al., 2004),
respectivamente. A dose da droga, de acordo com
Charalambous et al. (1996) e Levy et al. (2006), é
referente a terapéutica para humanos e sua escolha
baseou-se na acentuada agressdo ao trato gastrintestinal de
humanos que dela fazem uso continuo e prolongado e na
hipotese da protecdo desses efeitos adversos pela
administracdo simultdnea com leites fermentados
potencialmente probidticos.

Avaliacéo de ganho de peso semanal dos animais

O peso corporal dos animais dos seis grupos
experimentais (n=10) foi determinado semanalmente,
durante os 40 dias de experimento.

Sacrificio e peso dos 6rgéos

Apbs os 40 dias de experimento, 0s animais
foram submetidos a um jejum de 12h, sendo
posteriormente sacrificados pela técnica de deslocamento
cervical. As amostras dos 6rgdos de cada grupo
experimental (n=5) foram coletadas de forma aleatdria,
apos a eutandsia, para a verificagdo do peso dos 6rgdos. A
escolha dos 6rgdos envolvidos - rins direito e esquerdo,
baco e figado - baseou-se na propensdo da indometacina
em provocar efeitos colaterais nos rins e bago e pelo
figado ser o responsavel pela metabolizac¢do desta droga,
além da intencdo de se verificar se os leites fermentados
causariam alguma alteragao.

Andlise Estatistica

Utilizou-se andlise de variancia (ANOVA) para
comparacdes entre os diversos pardmetros avaliados nos
grupos  experimentais.  Constatando-se  diferenca
significativa para ANOVA, utilizou-se o Teste de Tukey,
para verificar se os grupos diferiam entre si. Quando nédo
foi possivel utilizar o teste paramétrico, utilizou-se o teste
ndo paramétrico de Friedman e Kruskall-wallis, seguido
de Wilcoxon. Todos os testes foram realizados com
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significancia estatistica em nivel de 5% (p<0,05) em todos
os parametros avaliados. Para realizacdo dos dados

estatisticos utilizou-se o pacote estatistico R Foundation
for Statistical Computing (2006).

Quadro 1 Composicdo da dieta dos grupos experimentais.

GRUPO REFERENCIA DIETA
Grupo LP Leite fermentado comercial cultivado com | Ragdo comercial* e agua ad libitum + L1
Lactobacillus paracasei (L1)
GrupoLP+D Leite fermentado comercial cultivado com | Ragdo comercial® e agua ad libitum + L1
Lactobacillus paracasei + droga ** + droga
Grupo C Controle Racdo comercial* e agua ad libitum +
agua
Grupo D Droga ** Racdo comercial* e agua ad libitum +
droga
Grupo LC Leite fermentado comercial cultivado com | Ragdo comercial* e agua ad libitum + L2
Lactobacillus casei Shirota (L2)
GrupoLC+D Leite fermentado comercial cultivado com | Racdo comercial® e agua ad libitum + L2
Lactobacillus casei Shirota + droga** + droga

*Racdo Comercial: Labina ® / ** Antiinflamatério indometacina, fornecedor Deg.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo do ganho de peso semanal dos grupos
experimentais

Os resultados apresentados no Grafico 1
demonstram que os grupos C e D comportaram-se de
maneira bastante semelhante em relagdo ao ganho de peso
semanal dos seus animais. Assim, a administracdo diéria
do antiinflamatério indometacina aos ratos ndo
influenciou no ganho de peso corpéreo durante os 40 dias
do experimento ao compara-lo com o grupo controle. O
grupo C também ndo apresentou diferenca significativa
em relacéo aos grupos LP e 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 ragdo comercial e agua. Em contrapartida, o grupo C
apresentou diferenca significativa comparando-se com 0s
grupos LP+D e LC+D, demonstrando desta forma haver
alguma interacdo entre a droga e os leites fermentados em
relacdo ao ganho de peso semanal corporeo.

Urdaneta et al. (2007), ao trabalharem com
grupos experimentais de ratos cuja alimentacéo recebeu a
adicdo de kefir a dieta, também constataram que o0s
animais do grupo controle e experimental apresentaram
crescimento similar de peso corpdreo. Em contraposicao,
Aboderin & 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 néo diferiu do grupo LC, mas
diferiu de LC+D, sugere-se que a adicdo do leite
fermentado cultivado com Lactobacillus casei Shirota e o
antiinflamatério indometacina a dieta dos animais possa
ter interagido de tal forma que resultou em diferenca
estatistica significativa em relacdo ao grupo D e ao grupo
C.

O grupo LC+D apenas néo diferiu dos grupos LP
e LC. Deste modo, pode-se supor que 0 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 interacdo entre o leite fermentado
cultivado com  Lactobacillus paracasei e o0
antiinflamatdrio em questdo, ja que os grupos LP e LC
ndo diferiram em relacdo ao ganho de peso semanal dos
grupos D e C. Em se tratando do grupo LP+D, este apenas
ndo diferiu estatisticamente do grupo D, apresentando um
comportamento de ganho de peso conforme este Gltimo.

Em relacdo ao ganho de peso dos animais pela
diferenca entre o peso inicial e final do experimento,
demonstra-se nos Graficos 2 e na Tabela 1 que os grupos
LP+D, LC+D, LC e C ndo diferiram estatisticamente em

Revista Verde (Mossor6 — RN - Brasil), v. 8, n. 4, p. 01 - 07, out-dez, 2013



C. P. de Oliv

seus resultados. O Gnico grupo que diferiu do controle foi
0 LP. Em relagdo ao grupo D, este ndo apresentou
diferenca estatistica ao ser comparado aos grupos C e LP,

eira et al.

mas diferiu dos demais grupos que tiveram

leite

fermentado adicionado a sua alimentacdo (LP+D, LC+D,

LC).
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Grafico 1 Ganho de peso semanal dos grupos experimentais. Os valores estdo 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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Gréfico 2 Diferenca entre o peso inicial e final dos grupos experimentais durante as seis semanas.
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Tabela 1 Relacéo 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) 40,23g 10,91%

C (bd) 37,749 9,45%

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

LP (a) 12,53g 3,34%

Os valores estdo expressos em média. Os grupos seguidos de letras distintas, entre parénteses, diferem entre si (teste ndo-paramétrico

de Kruskall-wallis, seguido de Wilcoxon, p<0,05).

Os grupos experimentais que receberam
diariamente leite fermentado comportaram-se de maneira
semelhante ao grupo controle, com excec¢do do grupo LP,
onde se constatou um déficit de ganho de peso corpéreo
em compara¢do ao grupo C. Estes resultados se
contrapdem aos obtidos por Dock et al. (2004), onde
observaram em seus ensaios que o0 grupo experimental de
ratos que teve sua alimentacdo adicionada de probioticos
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 é um
antiinflamatério  ndo-esteroidal (AINE) com acéo
predominante inibidora da COX-1, cujos efeitos adversos
destacados sdo os gastrintestinais, principalmente os de
estbmago e duodeno e em menor frequéncia os de
intestino delgado e cédlons, principalmente com um uso
continuo e prolongado do farmaco (RANG et al, 2004;
BRICKS & SILVA, 2005), a acdo da droga pode ter
dificultado a absor¢do de alguns nutrientes pelo trato
digestivo, resultando em um peso corpdreo deste grupo de
animais inferior ao obtido no grupo controle.

Os maiores valores de ganho de peso final dos
grupos experimentais foram de trés (LP+D, LC+D, LC)
dos quatro grupos que receberam adicdo de leite
fermentado & sua dieta e estes apresentaram um
incremento de peso final médio estatisticamente superior
ao grupo D. Isto pode estar relacionado com as
caracteristicas nutritivas dos alimentos fermentados, uma
VEZ que 0S Seus principais constituintes estdo parcialmente
pré-digeridos devido ao processo  fermentativo,

aumentando desta forma a disponibilidade de aminoacidos
e carboidratos simples. Além disso, as vitaminas K, as do
complexo B e &cidos graxos de cadeia curta (AGCC)
também sdo produtos finais da fermentacéo. Os principais
AGCC resultantes sdo o acetato, o propionato e o butirato.
O acetato aumenta o efeito do butirato e do propionato no
estimulo da absorcdo de célcio e magnésio e outros
cations no colon; tem sido demonstrado que o propionato
aumenta a contragcdo muscular do c6lon, contribuindo para
a promocao da laxacdo e alivio da constipacdo; o butirato
estd relacionado com a manutencdo da integridade da
mucosa e sua infusdo conduz a uma rapida remissdo de
colite ulcerativa distal. A absor¢do de minerais e
vitaminas é favorecida pela promogdo de um ambiente
acido resultante da producdo de é&cido lActico
(FERREIRA, 2003; CHAGOYAN et al.,2005; SAAD,
2006; ZHAO et al., 2008).

A ingestdo de leite fermentado cultivado com
Lactobacillus paracasei resultou em uma menor indugdo
de ganho de peso do grupo experimental LP em relacdo
aos demais grupos e ao controle. Esse resultado é
importante porque 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.

Peso dos 6rgaos

O peso dos drgdos estd diretamente relacionado
com a atividade metabdlica exercida por eles bem como
com o peso corpdreo do animal.

Os resultados obtidos dos pesos dos 6rgdos dos
grupos experimentais estdo representados na Tabela 2.
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Tabela 2 Estimativa do peso dos 6rgdos dos seis grupos experimentais: rim direito, rim esquerdo, bago e figado.

C.P. deOliveiraet al.

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

Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem entre si (ANOVA,

seguida de Tukey, p<0,05).

N&o foram encontrados na literatura consultada
trabalhos que correlacionassem o peso dos 6rgdos em
animais que tiveram suas dietas acrescidas de leite
fermentado para fins de comparacéo.

A avaliacdo do peso dos rins direito e esquerdo
dos seis grupos de animais ndo demonstrou diferenca
significativa (p<0,05), o que contribui para sugerir uma
funcdo renal sem alteragdes, independente da dieta
submetida.

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

Analisando-se o peso do figado, os grupos LP, D
e LC+D diferiram significativamente do grupo controle
(C). Os demais grupos ndo diferiram estatisticamente
entre si de forma significativa. O grupo D apresentou um
peso de figado superior ao grupo controle, 0 que pode
sugerir uma maior atividade metabdlica deste 6rgao
devido a presenc¢a do antiinflamatdrio indometacina, que,
sofrendo biotransformacdo hepética por desmetilacao,
acetilacdo e conjugacdo (KOROLKOVAS & FRANCA,
2003), poderia induzir um aumento do reticulo
endoplasmaético liso de células hepéticas. J& LP e LC+D
demonstraram pesos inferiores ao grupo C, porém o peso
do figado néo diferiu entre todos aqueles que receberam
leite fermentado adicionado a sua alimentacéo.

CONCLUSAO
A adic¢do dos leites fermentados e da droga indometacina a

dieta dos grupos experimentais (LP, LC e D) ndo
influenciou no ganho de peso semanal dos animais. Os

grupos droga-leite (LP+D e LC+D) apresentaram
diferencas estatisticas em relagdo aos grupos C e D,
sugerindo haver interacdo droga-nutriente. Os animais que
receberam leite fermentado comportaram-se de forma
semelhante ao grupo controle em relagdo a diferenca entre
0s pesos inicial e final dos grupos experimentais, com
excecdo do grupo LP, cujo ganho de peso corpéreo
demonstrou-se inferior, sugerindo-se que esta reducdo de
peso possa estd relacionado com a administracdo do
Lactobacillus paracasei na dieta dos animais. O grupo D
também apresentou déficit de ganho de peso corpdreo em
relacdo ao grupo controle. Ndo 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; j& LP e LC+D
demonstraram pesos inferiores ao grupo C.
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