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RESUMO

O cancer de colon ¢ um dos tipos de canceres mais prevalentes e, sua etiologia pode estar
relacionada a fatores genéticos, ambientais e tipo de dieta. Por isso, o setor de alimentos investe
cada vez mais no desenvolvimento de alimentos funcionais ¢ entre esses, se destacam as
bactérias probioticas e ingredientes prebidticos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos
do consumo de probidtico (Lactobacillus acidophilus CRL 1014) e prebiotico (extrato de yacon)
sobre a microbiota intestinal de animais induzidos quimicamente ao cancer de cdlon. Foram
utilizados 175 ratos machos Wistar divididos aleatoriamente em cinco tratamentos: Tratamento
I-GCN: animais controle negativo (animais sadios que consumiram apenas a ragdo comercial);
Tratamento II-GCP: animais controle positivo (induzidos quimicamente ao cancer de célon e que
consumiram apenas a ragdo comercial); Tratamento III-GPRO: (induzidos quimicamente ao
cancer de colon e que consumiram ragdo comercial + L. acidophilus CRL 1014); Tratamento V-
GPRE: (induzidos quimicamente ao cancer de colon e que consumiram ragdo comercial +
yacon); Tratamento V-GS: (induzidos quimicamente ao cancer de célon e que consumiram ra¢ao
comercial + L. acidophilus CRL 1014+ yacon). Os animais induzidos foram inoculados
semanalmente com 1,2 dimetilhidrazina durante 2 semanas, sendo 2 indugdes semanais na
concentragio de 40mg/kg de peso. O L. acidophilus CRL 1014, na concentragdo de 10°UFC/mL
foi administrado aos animais na quantidade de 3 ml/kg de peso/dia, ja o extrato aquoso de yacon
foi administrado na quantidade de 10% de FOS/ragdo. Foram realizadas analises microbiologicas
dos géneros Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterobactérias,
Clostridium spp., Bacteroides spp., aerobios facultativos e aerdbios totais por método
convencional. Foi realizada a analise de PCR- DGGE para o género Lactobacillus spp., além da
producdo de acidos graxos de cadeia curta, ions de amonia e pH fecal. Para a microbiota fecal foi
observado que para o género Enterococcus spp, no final do protocolo experimental, os grupos
tratados apresentaram contagem superior aos controles. Para as Enterobactérias e Bacteroides
spp., o GCP foi o que apresentou as maiores contagens. Em relagdo as bactérias comensais,
houve aumento de Lactobacillus spp. para GPRO e aumento de Bifidobacterium ssp. para GPRE
e GS. Todos os grupos aumentaram a contagem de anaerdbios facultativos, e, GPRO foi o tinico
grupo que reduziu a populagdo de aerobios totais e Clostridium ssp., no final do protocolo
experimental de 8 meses. Ja para analise do ecossistema microbiano, através da PCR-DGGE, o
agrupamento apresentado no dendograma separou o tempo inicial dos demais. Através da andlise
de riqueza, pdde-se observar que GPRO e GPRE apresentaram maior enriquecimento na
populacao de Lactobacillus spp. durante os tempos intermediario e final. Com relagdo a
producdao de ions de amonia, os grupos tratados (GPRO, GPRE e GS) apresentaram valores
inferiores ao grupo controle positivo (GCP). Os grupos tratados (GPRO, GPRE e GS) tiveram
valores de pH fecal inferiores aos grupos controles (GCN e GCP). Para o GPRO e¢ o GPRE
observou-se uma redugdo no valor de pH quando comparado com o tempo inicial. Em relagdo a
producdo de acidos graxos de cadeia curta, o GPRO foi o unico grupo que ndo reduziu sua
producdo no final do protocolo, assim como, esse mesmo grupo, ndo reduziu a producdo de
acetato e, em valores absolutos, foi o grupo que apresentou maior producdo de propionato e
butirato. Todos os tratamentos avaliados, administragdo de L. acidophilus CRL 1014, extrato de
yacon ou L. acidophilus CRL 1014 + extrato de yacon, aos animais induzidos quimicamente ao
cancer de colon mostraram resultados positivos. Entretanto, os animais que consumiram
diariamente o L. acidophilus CRL 1014 apresentaram melhores resultados em relagdo a
populacao de Lactobacillus spp. verificado com métodos dependente ¢ independente de cultivo,
redugdo de pH fecal e producao de acidos graxos de cadeia curta (totais, acético, propionico e
butirico) durante todo o protocolo experimental.

Palavras-chave: probidtico, prebiotico, simbidtico, cancer de colon, microbiota intestinal.



ABSTRACT

Colon cancer is one of the most prevalent types of cancer, and its etiology may be related to
genetic, environmental factors and type of diet. Therefore, the food industry invests in the
development of functional foods, such as probiotic bacteria and prebiotic ingredients. This
research was evaluate the effects of consumption of probiotic (Lactobacillus acidophilus CRL
1014) and prebiotic (yacon extract) on the gut microbiota on 1.2 dimethylhydrazine (DMH)
induced colon carcinogenesis in Wistar rats. The animals were randomly allocated into five
groups (n=35): Treatment [-GCN: negative control animals (healthy animals + commercial feed);
Treatment II-GCP: positive control animals (DMH induced + commercial feed); Treatment III-
GPRO: (DMH induced + commercial feed + L. acidophilus CRL 1014); Treatment IV-GPRE:
(DMH induced + commercial feed + yacon); Treatment V-GS: (DMH induced + commercial
feed + L. acidophilus CRL 1014+ yacon). The induced animals were inoculated with DMH twice
weekly for 2 weeks at a concentration of 40mg/kg weight. The probiotic, L. acidophilus CRL
1014 was administered in 10°CFU/mL (3 ml/kg body weight) and the yacon extract (10% FOS/
feed),once daily. Microbiological analysis of Enterococcus spp., Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Enterobacteriaceae, Clostridium spp., Bacteroides spp., total acrobes and
facultative anaerobes were performed by plate count. Analysis of PCR-DGGE for the lactobacilli
community, short-chain fatty acids (SCFA) production, ammonium ions and fecal pH were
performed. The viable counts showed that the Enterococcus spp., at the end of the experimental
protocol, the treated groups showed higher than controls count. The counts of Enterobacteriaceae
and Bacteroides spp., were higher to GCP. There was an increase of Lactobacillus spp. for
GPRO and Bifidobacterium ssp. for GPRE and GS. All groups increased counts facultative
anaerobes, and GPRO was the only group that reduced total aerobes and Clostridium ssp. at the
end of the experimental protocol of 8 months. As for analysis of microbial ecosystem by PCR-
DGGE, the dendrogram separated the initial time of the other times, and by analysis of range-
weighted richness can be seen that GPRO and GPRE showed higher enrichment in the
population of Lactobacillus spp. during intermediate and late times. About ammonium ions
production, the treated groups (GPRO, GPRE and GS) were lower than the positive control
group (GCP) values. Treated groups (GPRO, GPRE and GS) also had fecal pH values lower than
the control groups (GCN and GCP). For GPRO and GPRE there were observed a reduction in
the pH value when compared to the initial time. About total SCFA production, GPRO was the
only group that has not reduced production at the end of the protocol, as well as, the same group
did not reduce the production of acetate and produced most propionate and butyrate. All the
treatments (L. acidophilus CRL 1014, yacon extract or L. acidophilus CRL 1014 + yacon
extract) showed beneficial results on improving of gut microbiota. However, the animals that
consumed daily L. acidophilus CRL 1014 showed better results in relation to a lactobacilli
community (using dependent and independent methods), reduction of fecal pH and SCFA
production (total, acetic, propionic and butyric) during throughout the experimental protocol.

Keywords: probiotic, prebiotic, symbiotic, colon cancer, gut microbiota.
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Capitulo 1



1 INTRODUCAO

As estruturas governamentais tém mudado o foco nas politicas de saude publica,
contemplando e incentivando a prevenc¢do de doencas, o que tem levado a um grande avango no
segmento da industria de alimentos funcionais, em todas as partes do mundo. Estes alimentos
tém um importante papel na redu¢do do risco de doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT)
como as cardiopatias, a osteoporose ¢ os diferentes tipos de cancer (ALLEN et al., 2004; GILL;
GUARNER, 2004; CANANI et al., 2007; SIRO et al., 2008; CAMPOS; RODRIGUES NETO,
2009; GRANATO et al., 2010; CASTRO E SILVA; SA, 2012).

Dentre os alimentos funcionais que surgiram com a finalidade de exercer um efeito
fisiologico além da fungdo basica de nutricao, estdo aqueles contendo bactérias laticas (BL), em
especial as bactérias probidticas, isoladas de diferentes ecossistemas (OLIVEIRA et al., 2002;
BURITI; SAAD, 2007; SILVA, 2013).

Grandes quantidades de relatos cientificos t€ém apontado para a capacidade das BL e dos
ingredientes prebioticos de reduzirem ou retardarem o desenvolvimento do cancer de colon.
Viérias hipdteses sdo apresentadas para explicar o provavel mecanismo dessa agdo desenvolvida
por determinadas bactérias associadas a prebiodticos. Dentre os mecanismos citados estdo a
redug¢do de enzimas pro-carcinogénica, producao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
modulagdo do sistema imune e da microbiota intestinal (BRADY; GALLAHER; BUSTA, 2000;
HIRAYAMA; RAFTER, 2000; RAFTER, 2003; SAIKALI et al., 2004; ISHIKAWA et al.,
2005; DE MORENO DE LEBLANC; PERDIGON, 2005, SIVIERI et al., 2011).

Estudos mostram que a administragdo diaria de Lactobacillus acidophilus pode modificar
a microbiota intestinal de animais, devido a adesao desse microrganismo na mucosa do célon e,

consequentemente, a reducao de bactérias patogénicas, assim como, pode reduzir o nimero de



focos de criptas aberrantes (FCA), retardar o crescimento de tumor e, reduzir o tamanho do
mesmo, quando j& estabelecido em ratos induzidos quimicamente ao cancer de colon
(BOLOGNANI et al., 2001; URBANSKA et al., 2009; GIANOTTI et al., 2010; CHEN et al.,
2012).

Assim como o0s probioticos, ha evidéncias para as propriedades protetoras dos prebidticos
relacionadas ao cancer de colon, pois o consumo desses pode estar envolvido na prevencgao de
danos e mutacdes do DNA e na proliferacio e/ou a atividade de populagdes de bactérias
desejaveis no colon (BURNS; ROWLAND, 2002; SAAD, 2006; BERNAUD; RODRIGUES,
2013).

O yacon, conhecido cientificamente como Smallanthus sonchifolius, é uma raiz tuberosa
originaria das regides andinas. E composto principalmente por agua e carboidratos, sendo esses
armazenados na forma de frutoligossacarideos (FOS), que sdo prebioticos (SANTANA;
CARDOSO, 2008; DELGADO et al., 2013).

A redugdo do risco de desenvolver cancer de célon pode estar ligada ao consumo de
yacon, pois estudos mostram que, a fermentagdo promovida pelas bactérias do género
Bifidobacterium spp. pode reduzir o pH intestinal e reestabelecer o equilibrio bacteriano na
microbiota intestinal, aumentando a populacdo de bactérias comensais. Além disso, 0 consumo
de FOS aumenta a producdo de AGCC, em especial o acido butirico, que ¢ considerado um
agente protetor contra o cancer de colon (DENIPOTE; TRINDADE; BURINI, 2010; DE
MOURA et al., 2012; DELGADO et al., 2013).

Tem sido demonstrado que a associacdo entre os prebidticos e probidticos também traz
consequéncias benéficas para o trato intestinal, uma vez que essa associacdo pode inibir o
crescimento de bactérias putrefativas do colon, modular o sistema imune, aumentar a produgao
de AGCC e proteger contra o cancer de célon. (PEDRESCHI et al., 2003; ROBERFORID, et al.,

2010; DE MOURA et al., 2012; DELGADO et al., 2013).
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Nesse contexto, o estudo da administragdo diaria de L. acidophilus CRL 1014, extrato
aquoso de yacon e associagdo de ambos, em animais quimicamente induzidos ao cancer de
coOlon, torna-se interessante, no sentido que os resultados podem elucidar os possiveis efeitos e

mecanismos de protecao ao desenvolvimento deste tipo de neoplasia.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CANCER DE COLON

As transformagoes sociais ¢ econdmicas relacionadas a urbanizagao e industrializacdo no
Brasil provocaram mudangas no perfil de morbimortalidade da populagdo. Esse processo de
mudanga demografica associada a transformacao nas relagdes entre as pessoas e seu ambiente,
trouxe uma alteragdo importante no perfil de morbimortalidade, diminuindo a ocorréncia das
doengas infectocontagiosas e colocando as doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) como
novo centro de atengdo dos problemas de doenca ¢ morte da populagao brasileira (INCA, 2014).

As DCNT podem ocasionar cerca de 36 milhdes de mortes anuais no mundo e, as
principais doencas pertencentes a esse grupo sdo diabetes, doencas cardiovasculares, acidente
vascular cerebral (AVC) e cancer (WHO, 2011; MALTA; SILVA JR, 2013).

Conhecido ha muitos séculos, o cancer foi amplamente considerado uma doenga dos
paises desenvolvidos e com grandes recursos financeiros, porém, hd aproximadamente quatro
décadas, essa situagdo sofre transformagdes, e a maior parte do 6nus global do cancer pode ser
observada em paises em desenvolvimento, principalmente aqueles com poucos e médios
recursos (INCA, 2011).

No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, valida também para o ano de 2015, aponta
para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer. A Organiza¢cdo Mundial
da Satde estima que, no ano 2030 haja 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de
mortes e 75 milhdes de pessoas vivas, anualmente, com doenga (INCA, 2011; INCA, 2014).

O cancer de colon retal (CCR) € o terceiro tipo de cancer mais comum entre os homens, e
em relacdo ao sexo feminino, essa neoplasia ocupa a segunda colocagdo. Presume-se que neste
ano, no Brasil, ocorram 15.070 casos novos de cancer do colon e reto em homens e 17.530 em

mulheres (INCA, 2014).
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O desenvolvimento de varios tipos de cancer, inclusive o CCR ¢ resultado da interagdo
entre fatores endogenos e ambientais. Além disso, outros fatores como idade, pratica de
atividade fisica, consumo de bebida alcodlica, fumo, estado nutricional, presenca de poélipos,
histéria de cancer do proprio individuo e da familia, casos de enterocolite ulcerativa e
constipacao intestinal cronica podem aumentar o risco de desenvolvimento da doenga (NEVES;
MATTOS; KOIFMAN, 2005; INCA, 2008; INCA, 2014).

Outro fator envolvido na susceptibilidade do cancer de colon ¢ a composi¢ao da
microbiota intestinal, uma vez que essa influencia as fungdes fisiologicas relacionadas ao risco
de cancer, incluindo o controle da proliferacao das células epiteliais, prevencao do aumento no
nimero de microrganismos patogénicos, estimulacdo da imunidade do hospedeiro, entre outros
(ZHU et al., 2011).

A maioria dos casos de cancer de célon ocorre esporadicamente, sendo o tipo mais
comum o adenocarcinoma, que se desenvolve a partir de células glandulares que cobrem a
parede do intestino (HOPE et al., 2005). Os adenocarcinomas aumentam a partir do epitélio
normal, através de um acumulo de mutagdes que resulta na transformagdo maligna. A
instabilidade gendmica ¢ fundamental para esse processo e esta relacionada ao rearranjo de
genes, perdas e ganhos de fragmentos de DNA, aneuploidias e perda de heterozigose (GRADY,
2004). Além disso, ha inativacdo de genes supressores de tumor, tais como APC, DCC, DPC4 e
p53, juntamente com a ativacao de oncogenes, dos quais a familia dos genes ras sao os mais bem
descritos (HOPE et al., 2005).

Geralmente, o tumor de célon ¢ detectado pela primeira vez como um polipo (massa de
células projetadas da parede do colon), embora seja possivel detectar pequenas lesdes afetando
as criptas, chamadas de focos de criptas aberrantes (FCA) (HOPE et al., 2005), a partir das quais
os adenomas e carcinomas podem se desenvolver no célon. Os FCA podem funcionar como um

marcador pré-neopldsico no processo de carcinogénese (SAAD, 2006).
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Os tumores podem aparecer em qualquer lugar no colon, embora a maioria de CCR
esporadicos esteja localizada no lado esquerdo do célon distal (incluindo o reto e o sigmdide)
(RABENECK; DAVILA; EL-SERAG, 2003). Evidéncias cientificas t€m mostrado que o risco
de desenvolver cancer de colon esta relacionado com o alto consumo de gordura e carne
vermelha e baixo consumo de fibras (COMMANE et al., 2005; ZANDONAI et al., 2012).

Um dos possiveis efeitos de uma dieta ocidental sobre o cancer de codlon relaciona-se ao
aumento da excre¢do de acidos biliares secunddrios. Além disso, a produgdao de amodnia
aumentada em ratos que consomem uma dieta rica em proteina também tem sido relacionada ao
aumento do risco desse tipo de cancer em modelos animais (BARTRAM et al.,1993;
MACBAIN; MACFARLANE, 1998). No entanto, o alto consumo de frutas, cereais, peixe e
calcio podem ser relacionados a reducdao do risco no desenvolvimento do cancer de coélon
(GUARNER; MALAGELADA, 2003).

O efeito da dieta sobre a carcinogénese pode ser mediado pela mudanca da atividade
metabolica e composicdo da microbiota intestinal (GUARNER; MALAGELADA, 2003).
Diversos estudos tentam estabelecer relagdes entre bactérias e o cancer de cdlon. Ja se sabe que
diversos metabolitos bacterianos sdo carcinogénicos, como por exemplo, os fecapentanos, as
nitrosaminas, o fenol, o indol, as aminas, a amonia, entre outros (ZHU et al., 2011). Por outro
lado, existem metabdlitos bacterianos considerados benéficos, nos quais estdo inclusos os acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), como acetato, propionato e butirato, além de substincias que
impedem a colonizagdo de microrganismos oportunistas e patogénicos (LIONG, 2007;

PIMENTEL, 2011).

2.2 MICROBIOTA INTESTINAL

O termo microbiota intestinal refere-se ao ecossistema essencialmente bacteriano que

reside normalmente nos intestinos dos organismos animais. No ser humano, sua composi¢ao
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definitiva ¢ obtida em torno dos dois anos de idade, acompanhando o ser humano pelo resto de
sua vida, sob a influéncia dos alimentos, do estado clinico ¢ das condi¢cdes ambientais
(PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1996; MATARESE, 2003).

A microbiota gastrointestinal humana tem influéncia significativa sobre a saude ¢ bem
estar dos individuos. Diferentes niveis e grupos bacterianos sdo encontrados em todo o trato
gastrintestinal (TGI), sendo estdbmago e intestino delgado as regides com menor numero de
microrganismos, com aproximadamente 10° a 10" Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/g,
devido a atividade germicida apresentada pelo acido cloridrico e, o curto espaco de transito
através do intestino delgado, que ndo permite maior crescimento bacteriano. Em contapartida, no
colon, as caracteristicas intrinsecas desta regido, tais como pH, atividade de dgua e nutrientes
favorecem o desenvolvimento microbiano. Nesta regido observa-se de 10'' a 10'* UFC/g. A
maioria das espécies bacterianas presentes na microbiota intestinal ¢ anaerdbica estrita (97%) e
consequentemente, apenas 3% sdo aerdbias facultativas (NOVERR; HUFFNAGLE, 2004;
ALMEIDA et al., 2009).

No adulto, ha 100 trilhdes de bactérias com mais de 400 espécies diferentes, nimero 10
vezes maior que o total de células dos orgaos e tecidos do corpo humano. A microbiota intestinal
¢ composta por 4 filos (Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria), por poucos
géneros bacterianos, porém héa diversidade quanto as espécies. Prevalecem no intestino os
géneros Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Clostridium spp., Coprococcus spp.,
Enterococcus spp., Enterobacteriaceae spp., Eubacterium spp., Fusobacterium spp.,
Lactobacillus spp., Peptococcus spp., Peptostreptococcus spp., Ruminococcus spp.,
Streptococcus spp. e Veillonela spp. Nas fezes, ha predominancia dos géneros Bacteroides spp.,
Bifidobacterium spp., Clostridium spp., Coprococcus spp., Enterobacteriaceae spp.,
Eubacterium spp., Lactobacillus spp., Peptostreptococcus spp., Ruminococcus spp.,

Streptococcus spp., e Veillonella spp. Além disso, estima-se a existéncia de cerca de 300 a 500
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diferentes espécies de bactérias, com composicdo variada de acordo com o individuo
(GUARNER; MALAGELA, 2003; IANNITTI; PALMIERI, 2010).

Em geral, esses géneros sdo os mais prevalentes, porém existem diferencas de quantidade
de bactérias na microbiota intestinal de cada individuo. Assim, pode-se afirmar que cada
individuo tem sua microbiota intestinal unica (BLAUT, 2002).

A alteragdo da microbiota intestinal ¢ um distirbio conhecido como disbiose intestinal.
Essa ¢ caracterizada por disfuncao colonica, na qual ocorre predominio das bactérias patogé€nicas
sobre as comensais. Entre as possiveis causas desta alteracdo estdo: o uso indiscriminado de
antibioticos, uso de antinflamatorios, bem como o abuso de laxantes, consumo excessivo de
alimentos processados, as doengas consumptivas, como cancer ¢ sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), as disfungdes hepatopancredticas, o estresse e a diverticulose (SANTOS,
2010).

Segundo Fonseca e Costa (2010), hd outros fatores que também levam ao estado de
disbiose intestinal, como a idade, o tempo de transito intestinal, pH intestinal, a disponibilidade
de material fermentavel e o estado imunoldgico do hospedeiro.

Existem multiplas evidéncias de que as bactérias desempenham um papel chave no
surgimento das doengas inflamatoérias intestinais cronicas (BRANDT; SAMPAIO; MUIK, 2006;
VIEIRA et al., 2007; PINHO, 2008). Estudos experimentais demonstram a impossibilidade do
desenvolvimento desta inflamacao na auséncia de bactérias. Baseados nestes achados ha muitos
anos, tenta-se identificar os possiveis mecanismos envolvidos nos processos inflamatorios
intestinais e a sua relagdo com microbiota colonica (PINHO, 2008).

Existe uma variedade de bactérias intestinais que produzem diferentes metabolitos que
podem modular o desenvolvimento normal e funcional do hospedeiro. Por outro lado, as
atividades metabolicas da microbiota intestinal podem gerar compostos prejudiciais ao

hospedeiro, como, por exemplo, os intermedidrios do oxigénio reativo. Essas moléculas, que
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incluem superdxido, peroxido de hidrogénio, acido hipocloroso, oxigénio singleto e o radical
hidroxil, provocam o dano oxidativo do DNA celular ¢ podem aumentar o risco do cancer de
colon (OWEN; SPIEGELHALDER; BARTSCH, 2000) Estudos revelaram que o Enterococcus
faecalis comensal foi capaz de produzir superoxido e peroxido de hidrogénio, provocando danos
ao DNA em células epiteliais coldnicas, tanto em ensaios in vitro quanto in vivo (HUYCKE;
ABRANS; MOORE, 2002).

Dado o papel da microbiota intestinal na carcinogénese de coélon, sugere-se que fatores
que modulem beneficamente a composicdo e ou a atividade da microbiota possam proteger ao
desenvolvimento do CCR. Sobhani et al. (2011) analisaram a microbiota intestinal de pessoas
com cancer de colon e individuos com colonoscopia normal. Nesse estudo encontraram-se treze
géneros de bactérias correspondentes a microbiota intestinal humana (Alistipes spp., Collinsella
spp., Bacteroides spp., Lachnospira spp., Prevotella spp., Subdoligranulum spp., Dorea spp.,
Faecalibacterium spp., Roseburia spp., Coprococcus spp., Streptococcus spp., Bifidobacterium
spp. € Ruminococcus spp.). A distribui¢ao dos géneros nas distintas microbiotas ndo se diferiu
significativamente entre os pacientes com cancer de colon e individuos saudaveis. Entretanto,
observou-se um aumento significativo de Bacteroides spp. e Prevotella spp. em pacientes com
cancer.

A microbiota comensal ndo patogénica t€ém um profundo impacto sobre a fisiologia
normal do TGI. Ela garante a eficicia da motilidade intestinal, do crescimento e da imunidade,
bem como a digestdo de nutrientes, absor¢do, angiogénese e fortificagao da barreira de muco
(ROUND; MAZMANIAN, 2009). Outras fungdes da microbiota gastrintestinal incluem digestao
de nutrientes mal digeridos, modificacdo de acidos biliares, e a suplementacdo nutricional de
compostos auxotréficos adicionais que ndo podem ser obtidos através da alimentagdo, tais como

acido folico e biotina, sintese de vitaminas e AGCC (BLAUT, 2002; JONES et al., 2008).
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A complexa interacao entre dieta, microbiota intestinal normal e satide tem promovido o
desenvolvimento de estratégias que permitem o crescimento seletivo de microrganismos
benéficos ou probidticos (LIONG, 2007).

Dentre as diferentes espécies de bactérias, as que produzem acido latico sdao sempre
pesquisadas, em razdo dos efeitos fisioldogicos que exercem na saide dos seres humanos e

animais, cada uma apresentando diferentes beneficios (BOURLIOUX et al., 2003).

2.3 PROBIOTICOS

O termo probiotico foi utilizado pela primeira vez em 1965, por Lilly e Stillwell.
Segundo a Food and Agriculture Organization of United Nations e World Health Organization
(2001), probidticos sdo microrganismos vivos, administrados em quantidades adequadas, que
conferem beneficios a saude do hospedeiro.

Os probidticos apresentam varios beneficios a satide do hospedeiro, pois, podem
promover a resisténcia gastrintestinal e wurogenital a colonizagdo por microrganismos
patogénicos, estimular o sistema imunologico, aliviar a constipagdo intestinal, tratar alguns tipos
de diarreias, produzir vitaminas, melhorar os niveis de colesterol, aumentar a absorcao de
minerais e reduzir o risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer (ROLFE, 2000; LIONG;
SHAH, 2005; STEFE et al., 2008; CHANG et al., 2012).

De acordo com a lista de alegacdes de propriedade funcional, descrita pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) atualizada em julho de 2008, os microrganismos
considerados probioticos pela mesma sdo: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei
Shirota, Lactobacillus casei variedade rhamnosus, Lactobacillus casei variedade defensis,
Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animallis
(incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium. Os

microrganismos Lactobacillus delbrueckii subespécie bulgaricus e Streptococcus salivarius
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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. Porém, para que um produto seja considerado probiotico, a quantidade minima
viavel de microrganismos deve estar situada na faixa de 10® a 10° Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) na recomendac¢ao didria do produto pronto para o consumo, conforme indicacao
do fabricante (BRASIL, 2008).

Ha algumas evidéncias de estudos in vitro (BODANA; RAO, 1990; NADATHUR,;
GOULD; BAKALINSKY, 1994) e in vivo (MCINTOSH; ROYLE; PLAYNE, 1999) que
demostram que algumas cepas probidticas sdo capazes de reduzir o risco de cancer de colon
(SAIKALI et al., 2004). De acordo com Brady, Gallaher e Busta (2000), os probidticos € 0 uso
de leites fermentados levaram ao desenvolvimento mais lento de cancer induzido e inibiram o
crescimento de células cancerigenas no intestino, bexiga e estobmago.

A agdo do “iogurte” de soja fermentado com E. faecium CRL 183 foi estudada em
relagdo ao processo de desenvolvimento do cancer de colon em ratos induzidos quimicamente.
Os resultados mostraram que a incidéncia de tumores foi menor nos animais que consumiram
cultivo puro de E. faecium CRL 183 e do produto ndo fermentado, seguidos dos animais que
receberam o produto fermentado suplementado com célcio e produto fermentado sem
suplementagdo (SIVIERI et al., 2008).

Urbanska et al. (2009) estudaram as propriedades de Lactobacillus acidophilus ATCC
314 microencapsulado em uma formulacdo de iogurte em ratos portadores de linhagem
germinativa com mutagdo APC. A administracdo diaria do iogurte probidtico resultou em
significativa supressdo da incidéncia de tumor de colon, multiplicidade e tamanho do tumor.

No Japao, pesquisadores examinaram a hipotese de que a administragdo de fibras e
Lactobacillus casei poderia prevenir a ocorréncia de cancer de colon em populagdo com risco de

desenvolvimento de lesdes intestinais, apos remocao de pelo menos dois adenomas. Nao foram
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encontradas diferencas significativas no desenvolvimento de novas lesdes de colon entre 2 ¢ 4
anos. Entretanto, apds 4 anos, a ocorréncia de lesdes de moderada e elevada intensidade, foi
significativamente reduzida no grupo que recebeu L. casei, diminuindo assim, as chances de
progredir para um cancer de célon (ISHIKAWA et al., 2005).

Hirayama e Rafter (2000) e Rafter (2003) sugerem varios mecanismos de atuagdo,
incluindo o estimulo da resposta imune do hospedeiro, através do aumento da atividade
fagocitaria, a sintese de IgA e a ativacdo de linfocitos T e B, da ligacdo e a degradacao de
compostos com potencial carcinogénico, alteracdes qualitativas e/ou quantitativas na microbiota
intestinal envolvidas na produ¢do de carcindgenos, producdo de compostos antimutagénicos no
colon, alteracdo da atividade metabolica da microbiota intestinal, alteragao das condig¢des fisico-
quimicas do célon com diminuic¢do do pH e efeitos sobre a fisiologia do hospedeiro.

Virios pesquisadores citam a habilidade de algumas espécies de lactobacilos e de
bifidobactérias em modular a microbiota intestinal ¢ consequentemente, diminuir o risco do
desenvolvimento do cancer de colon. Estes microrganismos sdo capazes de reduzir a atividade de
algumas enzimas pro-carcinogénicas, tais como: a p-glucuronidase e a nitroredutase (HOSODA
et al., 1996; DE MORENO DE LEBLANC; PERDIGON, 2005).

Rowland et al. (1998) concluiram que ratos tratados com B. longum reduziram em 30% a
atividade da B-glucuronidase, enquanto uma reducdo de 55% foi observada nos ratos tratados
com o probidtico B. longum combinado ao prebidtico (inulina), comprovando assim, melhor
eficacia quando utilizados os simbioticos. Em concordancia, estudos em humanos mostraram que
o consumo de Lactobacillus casei Shirota e Lactobacillus acidophilus também reduziu
significativamente a atividade dessas enzimas (GOLDIN et al., 1980; SPANHAAK;

HAVENAAR; SCHAAFSMA, 1998).
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2.4 PREBIOTICOS

Os prebidticos, por sua vez, sdo os carboidratos ndo-digeriveis, que afetam beneficamente
o hospedeiro ao estimularem seletivamente a proliferacdo e/ou a atividade de populacdes de
bactérias desejaveis no colon. Para ser considerado prebiodtico ¢ necessario que o ingrediente
atenda as seguintes caracteristicas: ndo sofrer hidrolise e nem ser absorvido na parte superior do
TGI, ser capaz de promover uma melhora intestinal, através do aumento no niimero de bactérias
comensais ¢ reducdo de patogénicas e consequentemente induzir efeitos no limen que
beneficiem o hospedeiro (FOOKS; FULLER; GIBSON, 1999; SAAD, 2006).

Evidéncias mais diretas para as propriedades protetoras de prebioticos na reduciao do
risco de desenvolvimento de cancer de célon podem estar relacionadas com a capacidade de
inibi¢do do crescimento e/ou metastase de tumores, produ¢do de AGCC, principalmente o
butirato produzido pela fermentagdo coldnica, o qual pode apresentar efeito protetor para o
colon, visto que diminui a proliferagdo celular, estimula a diferenciacdo celular e induz a
apoptose, além de reduzir o pH do cdlon e, consequentemente diminuir a colonizagdo de
microrganismos patogé€nicos e, aumentar as bactérias comensais no coélon como Lactobacillus
spp. e Bifidobacterium spp. (BURNS; ROWLAND, 2002; POOL-ZOBEL, 2005; SAAD, 2006;
BERNAUD; RODRIGUES, 2013).

Ratos alimentados com dieta contendo 3% de lactulose e induzidos quimicamente com
DMH (1,2-dimetilhidrazina) apresentaram menores danos ao DNA de células do colon,
comparados com ratos alimentados com sacarose, uma vez que nestes animais a percentagem de
células com danos graves no DNA foi de 33%, comparado com apenas 12,6% daqueles tratados
com lactulose (ROWLAND et al.,, 1996). Estes resultados evidenciam que os prebioticos
possuem efeitos protetores contra os estagios iniciais de cancer de clon (BURNS; ROWLAND,

2002).
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O yacon, conhecido cientificamente como Smallanthus sonchifolius, ¢ uma raiz tuberosa
comumente utilizada como alimento na América do Sul. Originaria das regides andinas foi
introduzida no Brasil na década de 90 (MOSCATTO; PRUDENCIO-FERREIRA; HAULY,
2004) e ¢ alvo de atengdo devido a sua composi¢ao nutricional. Esta raiz apresenta compostos
bioativos importantes a saude, além de ter como principais substancias agua e carboidratos, ¢ ¢
considerado um alimento prebiotico, devido seu alto teor de frutoligossacarideos (FOS) e inulina
(SANTANA; CARDOSO, 2008; DELGADO et al., 2013).

Os carboidratos do yacon sdo frutose, glicose, sacarose e oligossacarideos de baixo grau
de polimerizagdo, com ligagdes do tipo p (2—1), e os FOS (MOSCATTO; PRUDENCIO-
FERREIRA; HAULY, 2004).

O FOS ¢ formado a partir da hidrolise enzimatica da inulina e consiste em unidades
lineares de frutosil com ou sem a unidade final de glicose. Sdo carboidratos resistentes as
enzimas hidroliticas da saliva e do sistema digestorio do homem (ROBERFROID, 1993). A raiz
mostrou caracteristicas importantes com prebiotico, pois além de ndo serem hidrolisados e nem
absorvidos na parte superior do trato gastrointestinal, os mesmos influenciam positivamente a
microbiota intestinal, devido ao estimulo seletivo do crescimento e atividade de bactérias
intestinais promotoras de saide (BIBAS BONET et al., 2010).

Além disso, o FOS também tem sido relacionado com a reducdo da glicemia, auxilio na
redugdo da obesidade, niveis de lipidios séricos, aumento na capacidade de absor¢ao de minerais,
participa da reducdo do numero de bactérias patogénicas e putrefativas por efeito da
multiplicagdo das bifidobactérias, além de estar envolvido na inibigdo dos estdgios iniciais do

cancer de colon (GIBSON; ROBERFROID, 1995; ROBERFROID; DELZENNE, 1998).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar os efeitos do consumo de Lactobacillus acidophilus CRL 1014 ¢ extrato aquoso
de yacon sobre a microbiota intestinal em ratos submetidos a carcinogénese quimica de

cblon.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da ingestdo de L. acidophilus CRL 1014 ¢ extrato aquoso de yacon sobre
microbiota intestinal de animais induzidos quimicamente ao cancer de célon utilizando
métodos dependentes e independentes de cultivo;

e Avaliar o efeito da ingestdo de L. acidophilus CRL 1014 e extrato aquoso de yacon sobre

a producdo acidos graxos de cadeia curta, conteudo de amodnia e pH fecais.
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RESUMO

Os efeitos do consumo de probidtico (Lactobacillus acidophilus CRL 1014) e prebidtico (extrato
aquoso de yacon) sobre a microbiota intestinal em animais induzidos quimicamente ao cancer de
colon retal (CCR) foram avaliados. O protocolo experimental foi de 8 meses. Os animais, ratos
Wistar (n=175), foram divididos em 5 grupos experimentais. Tratamento [-GCN: animais
controle negativo (animais sadios que consumiram apenas a ragdo comercial); Tratamento II-
GCP: animais controle positivo (induzidos quimicamente ao CCR e que consumiram apenas a
racdo comercial); Tratamento III-GPRO: (induzidos quimicamente ao CCR e que consumiram
ragdo comercial + L. acidophilus CRL 1014); Tratamento [V-GPRE: (induzidos quimicamente
ao CCR e que consumiram ragdo comercial + yacon); Tratamento V-GS: (induzidos
quimicamente ao CCR e que consumiram ragdo comercial + L. acidophilus CRL 1014 + yacon).
Os animais receberam 4 indugdes com 1,2 dimetilhidrazina na concentragdo de 40mg/kg de peso.
O L. acidophilus CRL 1014 foi administrado em 10°UFC/mL (3 ml/kg de peso/dia) e o extrato
aquoso de yacon na quantidade de 10% de FOS/ragdo. Mudancas na microbiota fecal foram
avaliadas utilizando métodos dependentes e independentes de cultivo (PCR-DGGE). Realizou-se
analises de ions de amonia, pH fecal e producao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) nas
fezes dos animais dos diferentes grupos experimentais. Os grupos tratados apresentaram
modificagdo na microbiota intestinal em relacdo as bactérias comensais pelo método
convencional. Na andlise de PCR-DGGE, os grupos GPRO e GPRE, aumentaram a riqueza de
Lactobacillus spp. Em relagdo aos metabolitos bacterianos, os grupos tratados apresentaram
valores inferiores aos controles em relacdo a producao de ions de amodnia, assim como pH fecal.
O GPRO foi o grupo que produziu maiores concentracdes de AGCC totais, acético, propidnico e
butirico. Este estudo mostrou a influéncia benéfica da ingestdo de L. acidophilus CRL 1014 e
yacon sobre o metabolismo microbiano e a composi¢do da comunidade de Lactobacillus spp. em
animais com CCR.

Palavras — chave: probiotico, prebidtico, acido graxo de cadeia curta, cancer de colon
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ABSTRACT

The effects of probiotic (Lactobacillus acidophilus CRL 1014) and prebiotic (yacon
aqueous extract) on the gut microbiota on DMH-induced colon rectal cancer (CRC) in
rats were evaluated. The experimental protocol was performed in 8 months. The
animals, Wistar rats (n = 175) were randomly allocated into 5 groups. Treatment I-
GCN: negative control animals (healthy animals + commercial feed), Treatment II-
GCP: positive control animals (DMH induced + commercial feed), Treatment III-
GPRO: (DMH induced + commercial feed + L. acidophilus CRL 1014), Treatment IV-
GPRE: (DMH induced + commercial feed + yacon), Treatment V-GS: (DMH induced
to CRC + feed + L. acidophilus CRL 1014+ yacon). The animals were induced four
times with 1.2 dimethylhydrazine (DMH) at a concentration of 40mg/kg/weight. The L.
acidophilus CRL 1014 was administered at 10°CFU/mL (3 ml/kg body weight/day) and
aqueous yacon extract (10 % FOS/feed). Changes in the gut microbiota were evaluated
using methods dependent and independent growth (PCR- DGGE). Analysis of
ammonium ions, fecal pH and production of short chain fatty acids (SFCA) was
performed on differents groups’ feaces. The treated groups change the gut microbiota in
respect to commensal bacteria by plate count. In PCR-DGGE analysis, the GPRO and
GPRE increased the richness in lactobacilli community. About bacterial metabolites, the
treated groups showed lower values than the controls in ammonium ions production as
well fecal pH. The GPRO was the group that produced the highest concentrations of
total SCFA, acetic , propionic and butyric. This study demonstrated the beneficial
influence of the ingestion of L. acidophilus CRL 1014 and yacon on microbial
metabolism and Lactobacillus spp. community in CRC animals.
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INTRODUCAO

O cancer de colon ¢ o quarto tipo de tumor mais frequente em todo o mundo.
Além disso, tem se tornado uma das principais causas de morte por cancer entre homens
e mulheres nos paises ocidentais (JEMAL et al., 2011). No Brasil, essa doenga ¢ o
segundo e terceiro tipos de cancer mais frequente diagnosticado em mulheres e homens,
respectivamente (INCA, 2014). Portanto, ¢ importante identificar os agentes de
prevencdo que poderiam inibir ou minimizar seu risco de desenvolvimento. Estudos
mostram que a dieta baseada no consumo de frutas, vegetais e bebidas lacteas pode ter
um papel importante no controle da carcinogénese do célon humano (POULSEN et al.,
2011; TARAPORE; SIDDIQUI; MUKHTAR, 2012).

Mudangas no padrao alimentar e suplementacao com substancias bioativas tém
demonstrado efeitos benéficos na redu¢do do risco de cancer de célon (KUMAR et al.,
2010). Ha uma forte correlagdo entre os habitos alimentares, a microbiota intestinal e o
cancer de colon (IANNITTI; PALMIERI, 2010). Além disso, estudos mostram uma
relagdo positiva entre a ingestdo de probidticos, prebidticos e simbiodticos e cancer de
colon (SAIKALI et al., 2004; FOTIADIS et al., 2008; DENIPOTE; TRINDADE;
BURINI, 2010).

Alguns estudos tém mostrado que o microrganismo probidtico Lactobacillus
acidophilus pode reduzir o risco de desenvolvimento do céancer de colon
(BOLOGNANI et al., 2001; BALDWIN et al., 2010; KIM et al., 2010; CHANG et al.,
2012; VERMA; SHUKLA, 2013). Assim como, observa-se efeito anticarcinogénico de
alimentos contendo frutooligossacarideos (FOS) (ROBERFROID, 2002; POOL-
ZOBEL, 2005; SANTANA; CARDOSO, 2008).

Essa reducdo do risco de desenvolvimento do cancer de colon também pode ser

resultado da producdo de metabolitos gerados a partir do consumo de probiodticos e
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prebioticos. Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) acetato, propionato e butirato sdo
os produtos finais da fermentagdo de carboidrato realizada pelas bactérias presentes no
colon. Autores relatam que o butirato pode induzir a apoptose e, inibir a proliferacdo de
células carcinogénicas (HAMER et al.,2008; LEONEL; ALVAREZ-LEITE, 2012).
Consequentemente, a produ¢do de AGCC acidifica o meio, diminuindo o pH lumial, e
assim, favorece a reducdo de algumas espécies patogé€nicas (MANNING; GIBSON,
2004).

O yacon (Smallanthus sonchifolius Poepp. e Endl., Asteraceae) ¢ um tubérculo
originario da regido andina da América do Sul e apresenta uma raiz tuberosa comestivel
com alto teor de FOS (VALENTOVA et al., 2006; DELGADO et al., 2013). Estudos
com animais tém demonstrado que o consumo de yacon tem varios efeitos bioldgicos,
tais como a redug¢do dos niveis de glicose plasmatica ¢ melhora dos os niveis de
insulina, além da diminuicdo dos niveis de triglicérides e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL). O consumo de yacon também reduziu o pico da glicemia pds-prandial
em ratos machos diabéticos, além de reduzir de forma significativa, o numero e
multiplicidade de focos de criptas aberrantes (FCA) em ratos induzidos quimicamente
ao cancer de colon, uma vez que alguns autores acreditam que esses FCA podem ser
lesdes precoces e precursores de cancer de colon (AYBAR et al., 2001; PARK et al.,
2009; HABIB et al., 2011; DE MOURA et al., 2012).

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a administragdo diaria de L.
acidophilus CRL 1014, extrato aquoso de yacon e a associagdo de ambos, em animais
quimicamente induzidos ao cancer de coélon além de elucidar os possiveis efeitos e

mecanismos de protecao ao desenvolvimento deste tipo de neoplasia.
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MATERIAL E METODOS

PREPARO DO PROBIOTICO E PREBIOTICO

O cultivo puro de L. acidophilus CRL 1014 (CERELA, Tucuma, Argentina) foi
preparado semanalmente em laboratorio utilizando meio MRS caldo. As bactérias foram
coletadas por centrifuga¢io (5000g/10min/4°C) e lavadas com agua peptonada fosfatada
estéril. As células foram mantidas na concentracdo de 10° UFC/ml nesta solugio até o
momento da administragdo (SIVIERI et al., 2007).

O extrato aquoso de yacon foi preparado segundo metodologia apresentada por
PAULY-SILVEIRA (2009) e, a determinagdo da concentracdo de FOS foi realizada

utilizando método enzimatico previamente descrito por KORAKLI et al. (2003).

ANIMAIS

Foram utilizados 175 ratos machos Wistar com 4 semanas de idade, obtidos do
biotério da Faculdade de Medicina, campus Botucatu. Os animais foram divididos
aleatoriamente em 5 grupos de 35 ratos e alocados em caixas opacas de prolipopileno
acomodadas em estantes ventiladas providas de filtragdo de ar e controle interno de
temperatura (22°C + 1°C) e, ambiente mantido com ciclos de claro e escuro de 12 horas
cada. Durante o experimento, os animais consumiram agua e ra¢do comercial ad libitum
(23% de proteina, 49% de carboidrato, 4% de gordura, 5% de fibra, 7% de cinzas e 6%
de vitamina C). Todos os procedimentos com os animais estavam de acordo com as
recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), com
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Araraquara/Unesp, n° 16/2010.
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DESIGN EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 5 grupos: Tratamento I - Grupo Controle
Negativo (GCN): animais sadios que consumiam apenas a ragdo comercial; Tratamento
I - Grupo Controle Positivo (GCP): animais induzidos com DMH que consumiam
apenas a ragdo comercial, Tratamento III - Grupo Probidtico (GPRO): animais
induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial + L. acidophilus CRL 1014;
Tratamento IV - Grupo Prebidtico (GPRE): animais induzidos com DMH que
consumiam ra¢do comercial + extrato aquoso de yacon; Tratamento V - Grupo
Simbiotico (GS): animais induzidos com DMH que consumiam ra¢do comercial + L.
acidophilus CRL 1014 + extrato aquoso de yacon.

Uma semana apds o inicio da ingestdo das suspensdes em estudo, os ratos dos
tratamentos II, III, IV e V foram inoculados com 1,2 dimetilhidrazina (DMH- Sigma®,
St Louis, USA), via subcutdnea, semanalmente, em duas doses de 40mg/kg peso
corporeo, durante 2 semanas (Figura 1). O DMH foi dissolvido em uma solugdo salina
0,9% e o pH foi ajustado a 6,5 com solugdo de hidroxido de sodio (SIVIERI et al.,
2008).

Mensalmente, cinco animais pertencentes a cada grupo experimental foram

sacrificados em camara com atmosfera modificada de CO, ap6s jejum de 24 horas.
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Figua 1. Design Experimental do protocolo de 8 meses.
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Os animais do GPRO e GS receberam o L. acidophilus CRL 1014 na quantidade

de 3 ml/kg de peso/dia. Para GPRE e GS foi administrado diariamente o extrato aquoso

de yacon. A quantidade de extrato aquoso de yacon administrada aos grupos GPRE e

GS foi calculada em relagdo a ingestdo de racao diaria, como descrito a seguir: 10% x

(quantidade de ingestao de ragao/dia/grupo), de acordo com Pool-Zobel (2005).

47



COLETA DAS FEZES
As fezes foram separadas por grupos de animais e coletadas quinzenalmente

com o auxilio de uma pinga estéril durante os 8 meses de protocolo experimental.
Foram utilizadas para as analises microbioldgicas dependentes e independentes de
cultivo, analise de ions de amodnia, pH fecal e acidos graxos de cadeia curta. As
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos com fecho hermético, identificadas
para posterior armazenamento. Os sacos foram armazenados em ultrafreezer com

temperatura de -70°C (BEDANI et al., 2010).

ANALISES MICROBIOLOGICAS
ANALISES DEPENDENTE DE CULTIVO

A analise da composi¢do da microbiota intestinal foi baseada na enumeracao de
bactérias aerdbias e anaerdbias totais, Enterococcus ssp., Lactobacillus ssp.,
Bifidobacterium ssp., Enterobactérias, Clostridium ssp. ¢ Bacteroides ssp. Pesaram-se
vinte e cinco gramas de fezes, as quais foram suspensas em 225 ml de 4gua peptonada e
homogeneizadas em homogeneizador para amostras (Stomacher Nova Etica). Diluigdes
seriais foram preparadas e a inoculagdo foi realizada em meios de cultura seletivos:
aerdbios e anaerobios totais: agar Standard Methods (Acumedia, EUA; 37°C/48h);
Enterococcus spp.: agar KF Streptococcus (Acumedia, EUA; 37°C/48h) (EDLUND et
al., 2000); Lactobacillus spp.: agar MRS (Merck, Alemanha; 37°C/48h, anaerobiose)
(YOSHIOKA; ISEKI; FUJITA, 1983); Bifidobacterium spp.: Bifidobacterium medium
25-BIM-25 (37°C/72h, anaerobiose) (MUNOA; PARES, 1988), Enterobactérias: agar
MacConkey (Acumedia, EUA; 37°C/48h) (BRIGIDI et al., 2001), Clostridium spp.:
agar RCA (Difco, Franca; 37°C/48h, anaerobiose) (MARZOTTO et al., 2006) e
Bacteroides spp: agar BBE (Acumedia, EUA, 37°C/72h, anaerobiose) (LIVINGSTON

et al., 1978).
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ANALISES INDEPENDENTE DE CULTIVO

ANALISE DO ECOSSISTEMA MICROBIANO

O DNA foi extraido de 2 g de amostras de fezes usando QIAamp DNA Stool
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com o protocolo do fabricante. A
qualidade do DNA foi quantificada utilizando um espectrofotometro NanoDrop ND-
1000 (NanoDrop Technologies, Willmington, EUA) (SIVIERI et al., 2013). Na presente
pesquisa, o protocolo utilizado para extragao de DNA foi “Isolation of DNA from Stool
for Human DNA” (QIAGEN, 2010).

A diversidade da comunidade de Lactobacillus spp., foi avaliada por eletroforese
em gel de gradiente desnaturante (DGGE), usando PCR como previamente descrito por
Heilig et al. (2002). Esta operacdo envolve uma primeira reagdo de PCR com primers
Bact27f (5'-GTTTGATCCTGGCTCAG-3") (LANE, 1991) e 1492R (5’- CGG CTA
CCT TGT TAC GAC-3’) (FELSKE; WELLER, 2001), seguido de uma segunda reacao
com primers Labl159f (5-GGAAACAGATGCTAATACCG-3") e Lab677-GCr (5’
GCCCGGGGCGCGLCLCCCGGGCGGAEGLCGGGGGCACGGGGGGGCACCGCTACA
CATGGAG-3’) (HEILIG et al. 2002).

A PCR foi realizada utilizando Taq Polimerase Brasil (Invitrogen, Brasil). As
amostras foram amplificadas em termociclador (Applied Biosystems, EUA) utilizando-
se os seguintes parametros: desnaturagdo inicial a 94°C durante 2 minutos; 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento do primer especifico a 56°C durante
40 segundos, extensdo a 72°C por 5 minutos, seguido de resfriamento final a 4°C. A
eletroforese previamente descrita por Heilig et al. (2002), foi realizada utilizando um gel
de poliacrilamida a 8% com gradiente desnaturante de 30-50% por 16h a 85V em

Tampao TAE (0,5%), numa temperatura constante de 60°C. Os géis foram corados com
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brometo de etidio pelo método de Sanguinetti et al. (1994), digitalizados em 400dpi, e,

analisados pelo Software BioNumerics 6.0 (Apllied Maths, Bélgica).

ANALISE DE AGRUPAMENTOS (DENDOGRAMAS)

O dendograma ¢ um grafico gerado por uma técnica que separa as amostras em
grupos que compartilham caracteristicas semelhantes (perfis de conjuntos de bandas) a
partir de uma matriz de similaridade gerada pela presenca e auséncia obtida dos dados
dos géis de DGGE. Neste grafico estao dispostas linhas ligadas segundo os niveis de
similaridade que agruparam pares de espécies ou de varidveis (ALVES et al., 2007).

A similaridade do padrio de bandas intra-gel foi verificada utilizando-se o
coeficiente de similaridade Jaccard. Para a avaliacdo do perfil da diversidade das
amostras e calculo do coeficiente de Jaccard, utilizou-se o programa BioNumerics
(Applied Maths, Bélgica).

O indice de Jaccard ¢ um coeficiente de similaridade binario que expressa a
proporcao de caracteres que dois objetos possuem mutuamente quando comparados e €
representado pela seguinte equagdo (GOMES; FERREIRA, 2004):

1J =a/(a+b+ ¢)
onde:
a = as duas espécies ocorrem
b = somente a primeira ocorre

¢ = somente a segunda ocorre
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ANALISE ECOLOGICA DA POPULACAO DE LACTOBACILLUS SPP.

Para a analise ecologica da populagdo de Lactobacillus spp., foram utilizados os
parametros da riqueza (Rr) e a funcionalidade (Fo) desta populagdo nos diferentes
grupos experimentais e distintos tempos do protocolo experimental.

O calculo da riqueza da populacdo estudada foi calculado de acordo com a
seguinte formula:

Rr = (N* x Dg) (MARZORATI et al., 2008)
onde:

N= ntimero total de bandas na linha de DGGE
Dg = gradiente desnaturante compreendido entre a primeira e a ultima banda

Esta formula, de acordo com Marzorati et al. (2008), ¢ baseada no fato de que se
um ambiente ¢ muito habitavel, ele pode hospedar elevada quantidade de diferentes
microrganismos e, portanto, apresentara elevada variabilidade genética e, como
consequéncia, um maior gradiente de desnaturacdo sera necessario para descrever a
diversidade microbiana total. Por outro lado, se o ambiente é adverso ou exclusivo, uma
menor quantidade de microrganismos ird fazer parte da comunidade microbiana e,
portanto, sera necessario um gradiente de desnaturagdo mais estreito para descrever a
diversidade total.

Outro parametro utilizado para descrever a populagdo de Lactobacillus spp. foi a
organizacao funcional. A organizacao funcional (Fo) ¢ um valor numérico utilizado para
descrever a uniformidade da comunidade microbiana. Para representar graficamente a
uniformidade das comunidades de Lactobacillus spp., foram criadas curvas de
distribuicdo de Lorenz (LORENZ, 1905) com base nos perfis de DGGE, como
previamente descrito (MERTENS; BOON; VERSTRAETE, 2005). Resumidamente,

para cada linha de DGGE, as respectivas bandas sdo classificadas com base em suas
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intensidades. Consecutivamente, a propor¢ao acumulada de espécies ¢ utilizada como o
eixo X, € o eixo y ¢ representado pelas propor¢des acumuladas de intensidades das
bandas. Matematicamente, isto gera uma curva convexa. Quanto mais a curva de Lorenz
desvia da linha tedrica perfeita de equilibrio (isto €, 45°), uma menor uniformidade pode
ser observada na estrutura da comunidade estudada. A baixa uniformidade significa que
uma pequena fragdo das diferentes espécies estd presente em quantidades
predominantes. Neste estudo, a curva de Lorenz foi também avaliada com base no
principio de Pareto (PARETO, 1897). Segundo este principio, o valor cumulativo do
eixo y (no caso, a propor¢do de intensidades de bandas) corresponde a 20% da
propor¢ao cumulativa da espécie avaliada (eixo X). Na economia, onde se originou a
curva de Pareto, observou-se que apenas 20% da popula¢ao de um pais possuem 80%
de sua riqueza (PARETO, 1897). Refere-se as curvas de Lorenz, avaliadas no nivel de
20% do eixo do x, como "curva de Pareto Lorenz.” (WITTEBOLLE et al., 2008).

Além disso, através da curva de Pareto Lorenz foi calculado o coeficiente de
Gini, o qual representa um valor numérico para uniformidade de espécies (MERTENS;

BOON; VERSTRAETE, 2005).

ANALISE DE {ONS DE AMONIA

Pesou-se 1 g de fezes, que foi suspensa em 100 ml de agua destilada e,
homogeneizadas em homogeneizador para amostras (Stomacher Nova Etica). O
contetido de amonia foi determinado utilizando-se um medidor de ion seletivo (modelo
710A, marca Orion) acoplado a um eletrodo de ion seletivo para aménia (modelo 95-12,
Orion). O aparelho foi calibrado utilizando solugdes padrao de cloreto de amonio 0,1 M,
nas concentracdes de 10, 100 e 1000 mg/l de amoénia. Em 25 ml de amostra foi

adicionado 0,5 ml de solugdo ISA (ammonia pH adjusting lonic Strength Adjuster
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(Orion) — solucdo ajustadora de pH e forga ionica). Todas as medidas foram realizadas

a 25°C (BEDANI, 2008).

DETERMINACAO DO PH FECAL
Pesou-se 1 g de fezes, que foi suspensa em 100 ml de agua destilada e,
homogeneizadas em homogeneizador para amostras (Stomacher Nova Etica). O pH

fecal foi determinado para cada grupo experimental, com o auxilio de pHmetro, com

eletrodo combinado de vidro (Qualxtron, Brasil) (TOIT et al., 1998).

ANALISE DE ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA

Pesou-se 1 g de fezes, que foi homogeneizada com 5 ml de dgua destilada em
homogeneizadas em homogeneizador para amostras (Stomacher Nova Etica) por 3
minutos. Com uma solu¢cdo de HCI 5 M, ajustou-se o pH das amostras, os quais
permaneceram entre 2 e 3. As amostras ja acidificadas foram centrifugadas por 20
minutos a 5000 g (ZHAO; NYMAN; JONSSON, 2006). Os AGCC foram extraidos
com dietil éter e determinados em cromatdgrafo gasoso com detector de ionizagdo de
chama e injetor capilar split/splitless (Shimadzu GC2010) e coluna HP-INNOWAX, de
30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, usando hidrogénio como gas de arraste com um fluxo de
1,56 mL/min. As temperaturas da coluna, do injetor e do detector foram 170, 250 e

280°C, respectivamente (VAN DE WIELE et al., 2004).

ANALISE ESTATISTICA
Os valores de todos os parametros avaliados foram submetidos a analise de
variancia e teste de médias Tukey com significancia minima de 5%, utilizando o

programa estatistico Bio Stat 5.0.
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RESULTADOS

CONSUMO DE RACAO E PESO DOS ANIMAIS

Em relagdo ao consumo médio de racdo durante os 8 meses de protocolo
experimental, ndo foi encontrada diferenca estatistica (p<0,01) entre os distintos
grupos estudados.

Quando se compara peso inicial e apos término do protocolo, ha diferenca
significativa (p<0,05) em todos os grupos, com ganho de peso médio de 362,30 g +
22,64 g. Também, observa-se que os grupos que sofreram inducdo quimica ao cancer de
colon, apresentaram ganho de peso inferior, quando comparado ao grupo sadio, com

excecao de GS (Tabela 1).

Tabela 1. Peso corporeo médio(g) dos animais dos diferentes grupos de estudo.

Grupos Peso Inicial(g) Peso Final (g)
GCN 69,40+ 11,84 469,80+37,70%
GCP 70,46+9,425° 412,00+3,46™°
GPRO 72,638,145 424 40+18,284°
GPRE 70,77+6,73 425,60+8,91°
GS 74,066,725 437,004£26,244%®

Valores com letras minusculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

Valores com letras maiusculas iguais na mesma linha néo diferem significativamente entre si (p<0,05).

GCN: animais sadios que consumiam apenas a ragdo comercial; GCP: animais induzidos com DMH que consumiam apenas a ragao
comercial; GPRO: animais induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial + L. acidophilus CRL 1014; GPRE: animais
induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial + yacon; GS: animais induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial
+ L. acidophilus CRL 1014 + yacon.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE FRUTOOLIGOSSACARIDEO.

Mensalmente, determinou-se a concentragdo de FOS presente no extrato aquoso
de yacon e a média encontrada foi de 37,67% + 7,09, sem diferenca estatistica entre os

lotes analisados.
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ANALISES MICROBIOLOGICAS

ANALISES DEPENDENTE DE CULTIVO

Na Tabela 2, observa-se as populagdes bacterianas referentes aos principais
géneros pertencentes a microbiota intestinal, no tempo inicial (T0), ou seja, antes da
administracdo dos tratamentos, tempo intermediario, que ¢ referente a 4 meses de
protocolo experimental (TI) e apds 8 meses de protocolo experimental, ou seja, tempo
final (TF).

Para o género Enterococcus spp., nota-se que todos os grupos com excegdo de
GS, aumentaram de forma significativa a populacdo desse género bacteriano, quando
compara-se TO e TI. Esse foi maior que 1 ciclo log, exceto para GCP, que aumentou
0,39 ciclo log. No final do protocolo experimental (TF), os grupos tratados
apresentaram contagem superior (GPRO: 7,52+0,06 log UFC/g, GPRE: 7,46+0,05 log
UFC/g e GS: 8,48+0,03 log UFC/g) a encontrada em TO (GPRO: 7,12+0,08 log UFC/g,
GPRE: 6,56+0,01 log UFC/g e GS: 8,48+0,00 log UFC/g). E os grupos GCN e GCP
apresentaram contagem inferior & TO, mostrando redugdo significativa nessa populacao
de microrganismos (6,49+0,03 log UFC/g e 7,75+0,03 log UFC/g, respectivamente).

Em relacdo as enterobactérias, apenas o GS apresentou redu¢do na contagem
dessa populacdo no tempo intermediario, sendo essa de 0,45 ciclo log (p<0,005). Os
outros grupos aumentaram a contagem desse género, porém o aumento apresentado pelo
GCP foi de apenas 0,14 ciclo log. J& em relacdo ao tempo final, os grupos GCN, GPRO
e GPRE reduziram a contagem, de 0,8 ciclo log, 2,87 ciclos log e, 3,12 ciclos log,
respectivamente. Em relacdo a contagem apresentada por GPRO e GPRE, essas foram
as menores encontradas durante todo o protocolo experimental(GPRO: 4,69+0,02 log

UFC/g e GPRE: 5,28+0,02 log UFC/g).
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Ja para a populagdo de Lactobacillus spp., todos os grupos, com excegao de GS
apresentaram reducdo da populagdo do tempo inicial para tempo intermedidrio. O GS
aumentou a contagem desse género em 0,69 ciclo log, porém no final do protocolo, para
esse mesmo grupo, houve reducido de 0,54 ciclo log em sua contagem. O grupo que
recebeu somente o L. acidophilus CRL 1014, no final do protocolo experimental,
apresentou aumento de 0,63 ciclo log. O aumento também foi encontrado pelo GCP,
porém em 0,50 ciclo log. Os demais grupos, reduziram a contagem de Lactobacillus
spp., no final do protocolo experimental. Para Bifidobacterium spp., todos os grupos,
exceto o GS aumentaram a contagem no tempo intermediario, sendo que GPRO, foi o
grupo que apresentou maior contagem em relagdo a esse género, ou seja, apresentou o
aumento de 1,42 ciclo log. No final do protocolo experimental, GPRE e GS
aumentaram a contagem de Bifidobacterium spp, sendo 0,06 ciclo log e 0,40 ciclo log,
respectivamente. Os demais grupos experimentais reduziram a contagem desse
microrganismo.

Com relagdo aos Bacteroides spp., no final do protocolo experimental, todos os
grupos aumentaram a contagem desse género, porém, o resultado de GS foi o que
menos se diferiu do TO, uma vez que seu aumento foi apenas de 0,03 ciclo log. Ja o
GCP foi o grupo que apresentou contagem mais alta, sendo essa de 5,47 UFC/g e seu
aumento foi de 0,61 no final do protocolo experimental.

Em relacdo aos anaerdbios facultativos, todos os grupos experimentais
aumentaram sua populacdo tanto no tempo intermediario, quanto no tempo final, sendo
que GPRO foi o tnico grupo experimental que obteve aumento inferior a 1 ciclo log,
quando comparado TI e TF. Ao comparar TO e TF, encontrou-se aumento de houve
aumento para todos GCN: 2,88 log UFC/g para GCN, 1,23 log UFC/g para CGP, 1,84

log UFC/g para GPRO, 1,91 log UFC/g para GPRE e, 2,65 log UFC/g para GS.
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Para os aerdbios totais, os grupos CGN e GS apresentaram comportamento
semelhante, uma vez que, ambos apresentaram reducdo da contagem no tempo
intermedidrio e aumento no tempo final do protocolo experimental. Comportamento
semelhante também foi encontrado entre GCP e GPRE, pois esses aumentaram a
contagem de aerobios totais tanto no tempo intermediario quanto no tempo final. O
unico grupo que apresentou reducdo na contagem dessa populagao (1 ciclo log) no
tempo final do protocolo experimental foi GPRO.

Em relagdo ao Clostridium spp., no tempo intermediario, todos os grupos em
estudo apresentaram aumento na contagem desse género, porém esse aumento SO
permanece no final do protocolo para GCN (0,54 ciclo log), GCP (1,47 ciclo log),
GPRE (0,75 ciclo log) e GS (0,42 ciclo log). Ja o grupo que recebeu L. acidophilus
CRL 1014, foi o tnico grupo que reduziu a contagem de Clostridium spp, no final do

protocolo, sendo essa de 0,63 ciclo log.
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Tabela 2. Populagdo dos principais géneros bacterianos (média e desvio padrao) (log UFC/g)
isolada das fezes dos animais dos diferentes grupos experimentais em diferentes periodos.

Géneros Bacterianos GCN GCP GPRO GPRE GS

T.0
Enterococcus spp. 6,63£0,06%  7,97+0,00%°  7,12+0,08%  6,56+0,01°* 8,40+0,00
Enterobactérias 5,40+0,00%  7,40£0,00°*  5,40+0,00%  6,52+0,01%° 6,040,045
Lactobacillus spp. 8,08+0,04%  8,26+0,00%  8,36+0,02%  8,84+0,05% 8,59+0,03"
Bifidobacterium spp. 7,19+0,02¢  7,84+0,04%  8,31+0,04%°  8,39+0,03%° 8,78+0,01"
Clostridium spp. 6,5140,03“°  8,40+0,00%  6,54+0,05%  7,11+0,02° 8,40+0,00*
Aerdbios Totais 8,40+0,00%!  8,46+0,07%°  8,87+0,03°*  6,75+0,05° 8,76+0,02"
Anaerdbios Facultativos  6,30+0,00°°  8,46+0,07%"  6,59+0,11%  7,61+0,04°  7,40+0,00
Bacteroides spp. 4,40+0,00°°°  4,86+0,025*  3,78+0,00°%¢  4,30+0,09°° 4,46+0,01%°

T.I
Enterococcus spp. 8,17£0,03%°  8,36+0,02""  8,44+0,01*" 847+0,01** 8,35+0,02%°
Enterobactérias 6,50+0,01°°  7,54+0,05%°  7,56+0,04""  8,40+0,00*" 5,59+0,26
Lactobacillus spp. 8,00+0,04%  8,08+0,01°°  8,36+0,03%"  8,01£0,00%¢ 9,28+0,04"*
Bifidobacterium spp. 8,00£0,02%¢  8,20+0,02¢  9,73+0,03*" 8,45+0,015" 8 34+0,065
Clostridium spp. 8,24+0,01%  8,31+0,06°° 9,11+0,04"*  8,57+0,05° 8,53+0,02%°
Aerdbios Totais 7,80+0,03°°  8,53+0,045%°  9,48+0,02"*  8,62+0,03%" 8,36+0,00¢
Anaerébios Facultativos ~ 7,96+0,08%°  8,53+0,04%  8,28+0,02"°  8,46+0,07% 8,37+0,01%®
Bacteroides spp. 4,5140,035%  4,63+£0,01°° 4,52+0,06™™  4,45+0,025¢ 4,58+0,00*"

T.F
Enterococcus spp. 6,49+0,03¢  7,75+0,03°  7,52+0,06%  7,46+0,05% 8,48+0,03"*
Enterobactérias 5,67+0,06%  8,43+0,03%*  4,69+0,02°°  5,28+0,02°¢ 6,61+0,02°
Lactobacillus spp. 7,59+0,02%¢  8,58+0,03"°  8,99+0,01**  7,67+0,05" 8,74+0,04%°
Bifidobacterium spp. 7,24+0,01%  7,61+0,03°¢  8,15+0,04°  8,51+0,06"° 8,74+0,02*
Clostridium spp. 8,78+0,01%  9,78+0,02"%  8,48+0,03%  9,32+0,04"° 8,95+0,01"°
Aerdbios Totais 8,58+0,03%  9,69+0,04""  8,48+0,07%° 9,60+0,01"" 9,83+0,03"*
Anaerdbios Facultativos ~ 9,18+0,01°Y  9,69+0,04%*  8,43+0,03*°  9,52+0.06"° 10,05+0.01*°
Bacteroides spp. 4,83+0,03%°  5.47+0,02%*  4,48+0,02*  4,69+0,01*° 4,49+0,01%

Valores com letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

Valores com letras maiusculas iguais na mesma coluna nio diferem significativamente entre si (p<0,05).
GCN: animais sadios que consumiam apenas a ragdo comercial; GCP: animais induzidos com DMH que consumiam apenas a ra¢ao
comercial; GPRO: animais induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial + L. acidophilus CRL 1014; GPRE: animais
induzidos com DMH que consumiam rag¢ao comercial + yacon; GS: animais induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial
+ L. acidophilus CRL 1014 + yacon.
TO: tempo inicial do protocolo experimental; TI: tempo intermediario do protocolo experimental; TF: tempo final do protocolo

experimental.
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ANALISES INDEPENDENTE DE CULTIVO

ANALISE DA DIVERSIDADE DA POPULACAO DE LACTOBACILLUS SPP. POR PCR-
DGGE

Com o intuito de comparar o efeito dos diferentes tratamentos em relagdo a
composicdo da populagdo de Lactobacillus spp., nos diferentes tempos de protocolo
experimental, foi gerado um dendograma (Figura 2). Nesse, houve a formagao de dois
principais agrupamentos, os quais se separam de acordo com a similaridade encontrada
nos perfis de bandas. A analise de similaridade foi realizada utilizando o coeficiente de
similaridade de Jaccard. Assim, no grupo denominado como Grupo 1, juntou-se os
tratamentos dos tempos intermedidrio e tempo final de protocolo experimental. Ja no

Grupo 2, houve a jungdo dos tratamentos No tempo inicial do protocolo experimental.
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Figura 2. Dendograma e percentual de similaridade (%) entre os perfis de bandas dos diferentes

tratamentos dos grupos em estudo.

TO PRO: GPRO em tempo inicial de procolo experimental; TO PRE: GPRE em tempo inicial de procolo experimental; TO S: GS em
tempo inicial de protocolo experimental; TI PRO: GPRO em tempo intermediario de procolo experimental; TI PRE: GPRE em
tempo intermediario de procolo experimental; TI S: GS em tempo intermediario de procolo experimental; TF PRO: GPRO em
tempo final de procolo experimental; TF PRE: GPRE em tempo final de procolo experimental; TF S: GS em tempo final de procolo
experimental.
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INTERPRETACAO ECOLOGICA (RIQUEZA E FUNCIONALIDADE) DA
POPULACAO DE LACTOBACILLUS SPP.

Com o objetivo de realizar uma interpretacdo ecoldgica dos resultados de
DGGE, foi utilizada uma abordagem baseada em duas andlises, a de riqueza (Rr), e a de
organizac¢ao funcional (Fo) (MARZORATI et al., 2008; MARZORATI et al. 2010).

A Figura 3a apresenta os resultados da andlise de riqueza da comunidade de
Lactobacillus spp. durante os tempos inicial, intermediario e final do protocolo

experimental nos animais que receberam tratamento.

(a) (b)
25 - 25
20 - 20 -
15 | 15
B0
mTo
BTl
10 - 10 - NTF
NTF
5 5
0 - 0 -
GPRO GPRE G5 GCN GCP GPRO GPRE GS

Figura 3a. Nivel de riqueza (Rr) apresentada pelos grupos que receberam tratamento durante o protocolo
experimental. 3b. Nivel de riqueza (Rr) apresentada por todos os grupos experimentais durante o protocolo

experimental.

GCN: animais sadios que consumiam apenas a ra¢do comercial; GCP: animais induzidos com DMH que consumiam apenas a ragdo comercial;
GPRO: animais induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial + L. acidophilus CRL 1014; GPRE: animais induzidos com DMH que
consumiam ragdo comercial + yacon; GS: animais induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial + L. acidophilus CRL 1014 + yacon.

TO: tempo inicial do protocolo experimental; TI: tempo intermediario do protocolo experimental; TF: tempo final do protocolo experimental.

A Figura 3a mostra que houve maior enriquecimento na populagdo de
Lactobacillus spp. nos grupos que consumiram probidtico (GPRO) e prebiotico (GPRE)
e, esse enriquecimento € presente tanto no tempo intermediario, quanto no tempo final
do protocolo experimental. Em relacdo ao grupo que foi tratado com simbiotico (GS),
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houve enriquecimento na populacdo de Lactobacillus spp. apenas no tempo
intermedidrio do protocolo experimental, pois no tempo final, h4 uma queda na
populagdo desse microrganismo. Ao comparar essa queda com os resultados
apresentados na analise microbiologica convencional, nota-se que nesse mesmo periodo
a contagem de Lactobacillus spp., estava em 9,28+0,04 UFC/g e passa para 8,74+0,04
UFC/g no final do protocolo experimental.

A Figura 3b, mostra que ao comparar o tempo inicial do protocolo experimental
com o tempo final, todos os grupos experimentais com exce¢do do GCP apresentaram
um maior enriquecimento em rela¢do a populagido de Lactobacillus spp., sendo que, os
grupos GPRO e GPRE, apresentaram uma riqueza classificada como média, esse
resultado ndo foi encontrado nos demais grupos.

A Figura 4 mostra os resultados da funcionalidade da populagio de
Lactobacillus spp. apresentada pelos grupos GPRO, GPRE e GS, durante os diferentes
tempos estudados no protocolo experimental, ou seja, tempo inicial, tempo

intermediario e tempo final.
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Figura 4. Curva de Pareto-Lorenz dos diferentes grupos em estudo que receberam

tratamento em tempo inicial, intermediario e final de protocolo experimental.

TO PRO: GPRO em tempo inicial de procolo experimental; T0O PRE: GPRE em tempo inicial de procolo experimental; TO S: GS em tempo
inicial de protocolo experimental; TI PRO: GPRO em tempo intermediario de procolo experimental; TI PRE: GPRE em tempo
intermediario de procolo experimental; TI S: GS em tempo intermediario de procolo experimental; TF PRO: GPRO em tempo final de
procolo experimental; TF PRE: GPRE em tempo final de procolo experimental; TF S: GS em tempo final de procolo experimental.

De uma maneira geral, todos os grupos independente do tratamento e do tempo
do protocolo experimental analisados, encontram-se acima de PL 20-25%. No entanto,
na mesma figura, nota-se que GPRO, GPRE e GS, apds os 8 meses de protocolo
experimental, apresentam seus pontos proximos ao de 40%.

Em relacdo ao coeficiente de Gini, a Figura 5 mostra que o unico grupo em
estudo que reduziu o valor de Gini durante o protocolo experimental de 8 meses foi

GPRO.
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Figura 5. Coeficiente de Gini

GPRO: animais induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial + L. acidophilus CRL 1014; GPRE: animais
induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial + yacon; GS: animais induzidos com DMH que consumiam ragao
comercial + L. acidophilus CRL 1014 + yacon.

TO: tempo inicial do protocolo experimental; TI: tempo intermediario do protocolo experimental; TF: tempo final do
protocolo experimental.

AVALIACAO DO METABOLISMO MICROBIANO

VALORES DE IONS DE AMONIA

Em relacdo a produgdo de ions de amonia (Tabela 3), houve aumento dos
valores (p<0,05) em todos os grupos em relagdao ao tempo inicial e tempo intermediario,
porém os valores encontrados nos grupos tratados (GPRO, GPRE e GS) sao menores
em comparacdo ao GCP, porém sem diferenca significativa. No tempo final do
protocolo experimental, todos os grupos aumentaram a producdo de ions de amonia,
porém o GS foi o Gnico grupo que nao apresentou aumento significativo em relagao ao
tempo intermediario do protocolo experimental, além disso, foi o grupo que apresenta

menor valor de incremento de amonia.
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Tabela 3. Valores de ions de amodnia (ppm) ¢ pH, média e desvio padrdo, para diferentes
grupos, no tempo inicial, tempo intermediario e ap6s 8 meses de protocolo experimental.

fons de aménia (ppm)

Grupos

T.0 T.I T.F Incremento
GCN 13,90+0,82¢° 44,71+0,97" 55,20+0,79"¢ 41,30+1,35°
GCP 13,73+1,80° 47,49+7,135 78,67+1,474 64,93+2,46*
GPRO 14,93+1,29° 41,66+3,13% 65,40+0,66"° 50,47+1,36°
GPRE 9,71+0,70%° 41,9242 475 62,60+0,92° 52,82+1,31°
GS 28,93+0,40¢ 46,56+0,475 48,97+1,17% 20,03+0,78¢

Grupos

T.0 T.I T.F Incremento
GCN 7,08+0,03 8,11+0,27% 8,47+0,04% 1,39+0,06
GCP 7,14+0,02¢° 8,03+0,29% 8,49+0,04" 1,35+0,04*
GPRO 7,42+0,035 8,23+0,08" 6,65+0,02¢¢ -0,74+0,054
GPRE 7,20+0,012° 7,45+0,05%° 7,00+0,01¢ -0,20+0,01¢
GS 7,07+0,02¢4 7,64+0,114% 7,18+0,035° 0,11+0,03°

Valores com letras mintisculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).
Valores com letras maiusculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

GCN: animais sadios que consumiam apenas a ra¢do comercial; GCP: animais induzidos com DMH que consumiam
apenas a ragdo comercial; GPRO: animais induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial + L. acidophilus
CRL 1014; GPRE: animais induzidos com DMH que consumiam ra¢do comercial + yacon; GS: animais induzidos
com DMH que consumiam ragdo comercial + L. acidophilus CRL 1014 + yacon.

Célculo de Incremento: Produgdo de ions de amdnia em T.F — Produgdo de ions de amonia em T.0

TO: tempo inicial do protocolo experimental; TI: tempo intermediario do protocolo experimental; TF: tempo final do
protocolo experimental.

VALORES DE PH

Para os valores de pH, pode-se observar que de uma maneira geral, quando
comparados os tempos inicial e intermediario, hd aumento nestes valores para todos os
grupos em estudo (Tabela 3). Também, verifica-se que, no tempo final do protocolo,
houve diferenga significativa entre os valores encontrados nos diferentes grupos, porém,
aqueles que receberam tratamento (GPRO, GPRE e GS) apresentaram valores inferiores

aos grupos controles (GCN e GCP).
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PRODUCAO DE ACIDOS GRAXO0S DE CADEIA CURTA (AGCC)

Encontrou-se em média 78,94; 86,52 e 83,28% de acido acético, nos tempos
inicial, intermedidrio, e final, respectivamente, oque corresponde a 84,09% total de
acidos graxos de cadeia curta produzidos. A Figura 6a mostra que, no tempo inicial, ndo
houve diferenca significativa entre os diferentes grupos experimentais em relagdo a
producdo de acido acético, uma vez que nesse periodo os animais eram sadios,
apresentando comportamento semelhante na producdo desse acido. Além disso,
observa-se que, todos os grupos aumentaram a producdo de acetato no tempo
intermediario do protocolo experimental de forma significativa, porém apenas os grupos
que receberam L. acidophilus (GPRO e GS), foram os que ndo apresentaram redugdo de
forma significativa no final do protocolo experimental.

Em relacdo a produgdo de acido propidnico (Figura 6b), observou-se um
aumento (p<0,05) todos os grupos no tempo intermediario do protocolo experimental.
No entanto, no final dos 8 meses de protocolo, os grupos GCN e GS, reduziram a
producao desse AGCC. Em contrapartida, GPRO foi o grupo que mais produziu esse
AGCC em valor absoluto (6,33+2,31 mMol 4cido propidnico/g).

Para o acido butirico (Figura 6c), observa-se que em relagdo aos diferentes
tempos do protocolo experimental que foram analisados, apenas o GCP aumentou de
forma significativa a producgao de butirato. A producao de 4cido butirico no tempo final
do protocolo experimental foi semelhante ao acido proidnico, uma vez que, o grupo
probiotico foi o que apresentou maior producdo em valores absolutos (2,04 + 1,32

mMol acido butirico/g).
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Referente a producdo total de AGCC (Figura 6d), pode-se observar que no
tempo inicial do protocolo experimental, todos os grupos em estudo apresentaram
semelhanca na concentracdao total de AGCC, pois ndo houve diferenga estatistica
significativa entre esses. Ja, em relagdo a producdo de AGCC no tempo intermedidrio,
todos os grupos aumentaram de forma significativa a producdo desses, porém, o

aumento sO prevaleceu para GPRO no final do protocolo experimental.
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Figura 6a. Produgdo de acido acético (mMol/g) para os diferentes grupos estudados em tempo inicial, intermediario e final de protocolo experimental. 6b. Producdo de acido propidnico
(mMol/g) para os diferentes grupos estudados em tempo inicial, intermediario e final de protocolo experimental. 6¢. Produgdo de acido butirico (mMol/g) para os diferentes grupos estudados
em tempo inicial, intermediario e final de protocolo experimental. 6d. Producdo total de acidos graxos de cadeia curta (mMol/g) para os diferentes grupos estudados em tempo inicial,
intermediario e final de protocolo experimental.

Letras minusculas iguais ndo diferem significativamente entre os grupos (p<0,05).

Letras maitisculas iguais ndo diferem significativamente entre os tempos (p<0,05).

GCN: animais sadios que consumiam apenas a ragdo comercial; GCP: animais induzidos com DMH que consumiam apenas a ragdo comercial; GPRO: animais induzidos com DMH que consumiam ra¢do comercial + L. acidophilus CRL
1014; GPRE: animais induzidos com DMH que consumiam ragdo comercial + yacon; GS: animais induzidos com DMH que consumiam ra¢do comercial + L. acidophilus CRL 1014 + yacon.

TO: tempo inicial do protocolo experimental; TI: tempo intermediario do protocolo experimental; TF: tempo final do protocolo experimental.
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EFEITO DOS TRATAMENTOS APOS 8 MESES DE PROTOCOLO EXPERIMENTAL NOS ANIMAIS

INDUZIDOS QUIMICAMENTE AO CANCER DE COLON.

ApoOs os 8 meses de protocolo experimental foram analisadas as diferentes variaveis
estudadas na presente pesquisa. A Figura 7 mostra que, em rela¢ao a populagdo de Lactobacillus
spp., 0 GPRO foi o que apresentou maior contagem no final do protocolo experimental, sendo
essa de 8,99 UFC/g, além disso, observa-se no GPRO redugao de pH fecal, aumento na producao

total de AGCC e de riqueza para a populacdo de Lactobacillus spp.
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Figura 7. Efeito dos tratamentos apds 8 meses de protocolo experimental nos animais induzidos
quimicamente ao cancer de colon sob analise de pH, riqueza (Rr), contagem de Lactobacillus spp
(UFC/g), ions de amonia (ppm) e AGCC (mMol/g).

GPRO: animais induzidos com DMH que consumiam ra¢do comercial + L. acidophilus CRL 1014; GPRE: animais induzidos com DMH que
consumiam ragdo comercial + yacon; GS: animais induzidos com DMH que consumiam ragao comercial + L. acidophilus CRL 1014 + yacon.

Ja o GPRE, foi o grupo o qual apresentou maior riqueza na populagdo de Lactobacillus
spp, em relacdo a andlise do ecossistema microbiano e, GS, foi o grupo experimental que

apresentou menor producao de ions de amonia.
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DISCUSSAO

Varios estudos vém demostrando que o consumo de probidticos pode modular a
microbiota residente, e, consequentemente, alterar a atividade metabdlica da microbiota
intestinal (RAFTER, 2003; GUEIMONDE; SALMINEN, 2006).

Alguns autores conseguiram verificar modificagdes na microbiota intestinal em animais
que consumiram probidticos, como Enterococcus faecium (SIVIERI et al., 2008),
Bifidobacterium animalis e Bifidobacterium longum (SALAZAR et al., 2011) e Bifidobacterium
infantis, Lactobacillus gasseri e Lactobacillus plantarum (HAKANSSON et al., 2012),
prebiodticos como inulina (ROOLER et al., 2004; SZABADOSOVA et al., 2013) e simbioticos,
com associacdo de FOS e Lactobacillus acidophilus (SWANSON et al., 2002) e associagdo de
FOS, GOS ou inulina com Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis e Lactobacillus
casei (SU; HENRIKSSON; MITCHELL, 2007).

Na presente pesquisa, houve modificagdio da microbiota em relagdo as bactérias
comensais nos grupos que receberam L. acidophilus CRL 1014 (GPRO e GS).

Estudos clinicos mostram os efeitos benéficos na modulagao da microbiota intestinal apos
o consumo de L. acidophilus ou FOS. Savard et al., (2011) avaliaram o impacto do consumo de
quatro semanas de iogurte comercial com Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12), ¢
Lactobacillus acidophilus (LA 5) sobre a populagdo bacteriana nas fezes de adultos saudaveis.
Foi observado um aumento de bactérias comensais (Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-
12), Lactobacillus acidophilus (LAS5), Lactobacillus spp., e redu¢do daquelas consideradas
potencialmente patogénicas (Enterococcus spp.). A utilizagdo de FOS foi eficaz no trabalho
realizado por Gibson et al. (1995), pois o consumo desse prebidtico por individuos saudaveis (15
g/dia) por 15 dias resultou no aumento significativo de Bifidobacterium spp., e na redugdo de

Bacteroides spp. e Clostridium spp.
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E importante ressaltar também que a redugio na populacdo do género Clostridium spp., é
benéfica ao organismo, pois algumas bactérias pertencentes a esse género podem ser prejudiciais
devido a sua atividade metabolica ou carater patogénico de algumas espécies. O mesmo ocorre
para algumas espécies de enterobactérias, além de apresentarem potencial patogénico, estdo
associadas a disbiose intestinal, quando encontradas em elevadas contagens (MONTESI et al.,
1988; ALMEIDA et al., 2008).

Os grupos GPRO e GPRE apresentaram reducgao significativa (0,71 ciclo log e, 1,24 ciclo
log, respectivamente) na contagem de enterobactérias no final do protocolo experimental, porém,
em relacdo ao género Clostridium spp., ndo foi encontrada redugdo no tempo final do
experimento, apesar de a menor contagem dessa populagdo ter sido apresentada pelo GPRO.

Aproximadamente 70-80% da microbiota intestinal ¢ incultivavel em meios de cultura
tradicionais, portanto, para se analisar de forma mais precisa o comportamento do ecossistema de
Lactobacillus spp., foi realizada a analise molecular independente de cultivo (PCR-DGGE).
(POSSEMIERS et al., 2004). Esse método utilizado nos estudos de ecologia microbiana com
resultados representativos na identificacdo da riqueza e abundancia de diferentes filotipos das
amostras e possibilita estimativas reais da diversidade microbiana (HUYS; VANHOUTTE;
VANDAMME, 2008).

O resultado dessa analise se d4 a partir da formagdo de um dendograma que separa as
amostras em grupos que compartilham caracteristicas semelhantes. Sendo assim, houve a
formacgdo de 2 grandes grupos, sendo que em um deles houve o agrupamento dos tratamentos
dos tempos intermediario e tempo final de protocolo experimental (Grupo 1), ja no outro grupo
(Grupo 2), houve a jungdo dos tratamentos no tempo inicial do protocolo experimental. Esse
resultado se justifica pelo fato dos animais no inicio do protocolo experimental apresentarem o
mesmo tratamento, ou seja, foram alimentados apenas com a ragdo comercial. Sendo assim,

encontrou-se uma alta similaridade na populagdo de Lactobacillus spp. entre os grupos. Em
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contra partida, o agrupamento dos tempos intermedidrios e finais mostra que com a
administracao de probidtico, prebidtico e simbidtico, houve mudanga na microbiota intestinal
desses animais em relagdo a populagdo de Lactobacillus spp., uma vez que, houve aumento no
numero de bandas nesses tratamentos quando comparados ao tempo inicial do protocolo
experimental.

Em relagdo a riqueza, todos os grupos em estudo apresentaram-se mais ricos ao longo do
protocolo experimental, com exce¢do do GCP para o género Lactobacillus spp. Segundo
Morzarati et al. (2008), uma populacdo com Rr abaixo de 10 ¢ considerada de baixa riqueza, ja
uma populagao com Rr entre 10 e 30 e acima de 30 sdo consideradas de média e alta riqueza,
respectivamente. Esta ultima caracteriza-se como uma populacao tipica de ambientes muito
saudaveis, caracterizada por uma alta diversidade microbiana. Desta forma, pode-se afirmar que
a administracdo de probidtico e prebidtico gerou um ambiente mais saudavel nos animais
induzidos quimicamente ao cancer de colon, uma vez que durante o protocolo experimental, a
riqueza desses tratamentos aumentou (Rr entre 10 e 30), porém o mesmo ndo ocorreu para o GS.
A inducdo quimica ao cancer de cdlon aos animais pertencentes ao GCP pode ter influenciado na
redu¢do da riqueza a esse grupo, uma vez que o0 GCN (animais saudaveis) também aumentou sua
riqueza ao longo do protocolo experimental.

Para maior compreensdo do comportamento da populagdo microbiana dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos, foi construida uma curva de Pareto-Lorenz. De acordo
com Marzorati et al. (2008), a interpretacdo destas curvas estd baseada na hipotese de que a
distribuicao das espécies dentro de uma determinada populacdo microbiana relata a capacidade
de otimizar e conservar sua funcionalidade, mesmo diante de condi¢des adversas. A organizagao
funcional (Fo) ¢ um valor numérico utilizado para descrever a uniformidade de uma populacao

microbiana como descrito na curva de Pareto-Lorenz (PL) (MARZORATI et al., 2008). Utilizou-
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se como padrio de referéncia o ponto das abscissas de 20% (MARZORATI et al., 2008;
WITTEBOLLE et al., 2008).

Todos os grupos, independente do tratamento e tempo do protocolo experimental (tempo
inicial, tempo intermedidrio ou tempo final), apresentaram valores superiores ao de PL 20-25%
Segundo Marzorati et al. (2008), em termos ecologicos, uma curva PL ente 20-25% , representa
uma comunidade de elevada uniformidade, que pode ndo apresentar uma estrutura interna bem
estabelecida em termos de espécies dominantes. Como ndo had espécies presentes em altas
concentragdes, pode ser necessaria uma longa fase lag para combater exposi¢des repentinas ao
estresse. Desta forma, esta comunidade é comumente relatada como sendo uma comunidade de
baixa organizacdo funcional. Os resultados encontrados no tempo final do protocolo
experimental mostraram que os grupos GPRO, GPRE e GS, apresentam seus pontos proximos ao
de 40%, mostrando que ha uma populacdo com baixa uniformidade quando comparada a descrita
anteriormente; entretanto, ¢ comumente relatada como uma populagdo bastante balanceada, com
grande potencial em lidar com alteracdes ambientais, preservando sua funcionalidade
(MARZORATI et al., 2008; CARBALLA et al., 2011). Também, vale ressaltar que, uma curva
PL igual ou acima de 80% representa uma comunidade especializada, na qual pequena
quantidade de espécies ¢ dominante e todas as outras estdo presentes em baixas quantidades, com
grande diferenca entre os dois grupos. Esta comunidade apesar de ter uma alta organizacdo
funcional, costuma ser fragil a mudangas externas em decorréncia da necessidade de uma longa
fase lag, assim como a primeira comunidade relatada (MARZORATI et al., 2008; CARBALLA
etal., 2011).

Em relagdo ao coeficiente de Gini, seus valores podem variar entre 0 a 1, sendo que esse
valor € o Unico que descreve um grau especifico de uniformidade. Segundo Wittebolle et al.
(2009), quanto maior for o valor encontrado no coeficiente de Gini, mais desigual ¢ uma

comunidade microbiana. Os resultados encontrados na presente pesquisa mostraram que o Unico
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grupo em estudo que reduziu o valor de Gini durante o protocolo experimental de 8 meses foi o
grupo que recebeu diariamente somente o Lactobacilus acidophilus CRL 1014, ou seja, GPRO.

Os produtos da degradagdo de proteinas no colon sdo considerados prejudiciais a saude
intestinal. Entre esses produtos estdo compostos nitrosos, fendis, indois e amonia
(RICHARDSON; MCKAIN; WALLACE, 2013).

A amonia ¢ uma toxina resultante da quebra de proteinas pelas bactérias intestinais,
fazendo parte dos metabolitos bacterianos que sdao considerados carcinogénicos; portanto,
acredita-se que ela esteja relacionado com neoplasias no intestino (BEDANI, ROSSI, 2009).
Esse metabolito ¢ encontrado em maior concentracao no colon descendente e, esta relacionada
com a oxida¢do de AGCC, ou seja, elevadas concentragdes de ions de amonia, reduzem a
producao de AGCC no célon, metabdlitos envolvidos na diminui¢ado de risco de cancer de colon
(HOPE et al., 2005; DAVILA et al., 2013).

Na presente pesquisa, nao houve reducao na producao de ions de amonia por nenhum dos
diferentes grupos em estudo; porém, vale ressaltar que todos os grupos que receberam tratamento
(GPRO, GPRE e GS) apresentaram resultados inferiores ao apresentado pelo GCP, no final do
protocolo experimental.

Goldin e Gorbach (1984), em seu estudo com modelo animal, verificaram que a
administragdo de L. acidophillus foi capaz de reduzir a concentragdo de amonia fecal. Rowland
et al., (1998) verificaram que a associa¢do de B. longum na concentragdo de 4x10° UFC/g e

inulina foi capaz de diminuir a concentracao de ions de amonia em ratos.
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Segundo Benno e Mitsouka (1992), ha uma ampla variedade de microrganismos
produtores de amonia, como por exemplo, enterobactérias, Bacteroides spp. e Clostridium spp. A
analise microbioldgica mostrou que os grupos que receberam tratamento GPRO e GPRE, foram
0os que apresentaram redu¢do na contagem de enterobactérias no tempo final do protocolo
experimental. O GPRO também foi o unico grupo experimental que reduziu a contagem de
Clostridium spp., no tempo final do protocolo experimental, ja o GS foi o unico grupo que no
tempo final de protocolo ndo apresentou diferenca significativa em relacdo a populagdo de
Bacteroides spp. Sendo assim, pode-se supor que a administragdo de probiotico, prebidtico ou a
combinagdo simbidtica ajudou no controle da producdo de ions de amodnia, bem como, da
multiplicagdo de algumas espécies patogénicas.

Para os valores de pH, alguns autores propdem que niveis elevados de pH fecal podem
estar relacionados ao aumento do risco de cancer de colon, assim como a acidifica¢do do colon
pode prevenir a formacao de carcindgenos pela inibicdo do crescimento de espécies bacterianas
potencialmente patogénicas (Escherichia coli, Clostridium spp., Enterococcus spp., e Proteus
spp.) em detrimento de bactérias benéficas, como Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.
(THORNTON, 1981; MODLER; MCKELLAR; YAGUCHI, 1990; PYE et al., 1990; GIBSON,
2004).

Os resultados da presente pesquisa mostraram que os grupos que receberam o probiodtico
(GPRO) e o prebiodtico (GPRE) reduziram de forma significativa os valores de pH fecal no final
do protocolo experimental e, o GCP foi o que apresentou maior valor de pH. Resultados
semelhantes foram encontrados por Szabadosova et al. (2013), que observaram redugao de pH no
grupo que recebeu prebidtico e aumento no grupo induzido por DMH. Essa redu¢do pode ser
devida a fermentacdo de frutanos, cujo resultado ¢ a formacao de acidos (AGCC e acido latico),
que acidificam o cdlon e, consequentemente, reduzem o pH fecal (MANNING; GIBSON, 2004;

BIBAS BONET et al., 2010).
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A reducao de pH fecal também ocorreu em um estudo clinico realizado por Benno e
Mitsouka (1992), no qual foi administrado B. longum por 5 semanas a homens saudaveis. Em
contrapartida, Burigo et al. (2007), em estudo clinico, verificaram o efeito bifidogénico do FOS
em pacientes com neoplasias hematoldgicas e nao encontraram diferenga significativa nos
valores de pH fecal entre os grupo controle e suplementado com FOS; porém, notou-se uma
pequena reducao do pH no grupo suplementado e uma discreta elevagao no grupo controle.

Com o crescente interesse em se estudar probioticos e prebidticos, aumentou também
consequentemente o mesmo em relacdo aos AGCC. Esses sdo produzidos a partir da acdo de
bactérias do célon num processo de fermentacdo de fibras ingeridas na dieta. A definicdo de
fibra dietética sugere a inclusdo de oligossacarideos e outros carboidratos nao digeriveis, entre
esses, 0 FOS. A fermentacdo envolve varias reagcdes e processos metabdlicos na degradagdo
microbiana anaerdbia da matéria orgénica, produzindo energia metabolizavel para multiplicacao
microbiana e outros produtos finais para a utilizacdo por parte do hospedeiro (SAAD, 2006;
WONG et al., 2006).

Experimentos com animais, principalmente ratos e porcos, mostram que h4 maior
producdo de AGCC no intestino, devido a fermentacdo de carboidratos. Porém, os ratos sdo
considerados animais coprofagicos, ou seja, se alimentam das proprias fezes, mas, trata-se de
uma pratica natural de algumas espécies de animais. Por isso, hé certa limitagdo nos valores de
AGCC encontrados em estudos utilizando ratos como modelo animal (TOPPING; CLIFTON,
2001). Segundo alguns autores, a absor¢do de AGCC ocorre no ceco e no colon e, apenas 5% a
10% ¢ excretado nas fezes (ROBERFROID, 2007; WONG et al., 2006).

Os principais acidos graxos de cadeia curta sdo: acido acético, acido propidnico e acido
butirico, os quais exercem papel fundamental na manutencdo da satde intestinal. Pesquisas
mostram que a producdo de AGCC fecal ¢ encontrada na ordem de &acido acético > acido

4

propidnico > 4cido butirico. Essa relacdo geralmente € constante, embora alteracdes possam
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ocorrer devido a mudanga na dieta (TOPPING; CLIFTON, 2001; HINNEBUSCH et al., 2002;
PRYDE et al., 2002; HUDA-FAUJAN et al., 2010; DELGADO et al., 2013).

O é4cido acético ¢ o AGCC mais encontrado em fezes. Esse pode ser absorvido por
tecidos periféricos e, bactérias presentes no intestino humano tem a capacidade de usar esse
AGCC para sintetizar acido butirico (DUNCAN et al,. 2002). Os resultados de acido acético
encontrado na presente pesquisa, estao de acordo com os resultados de Duncan et al. (2012), uma
vez que a média encontrada nos diferentes tempos estudados foi de 84,09%.0 mesmo ocorreu na
pesquisa realizada por de Moura et al. (2012), pois o acetato foi o AGCC mais encontrado nas
fezes dos animais. Porém, esses pesquisadores encontraram maior concentracdo de acetato nos
grupos experimentais que receberam prebidtico e simbiodtico, o que diverge dos resultados
encontrados na presente pesquisa, uma vez que o GPRO foi o grupo que mais produziu esse
AGCC.

O 4cido propidnico também estd relacionado com a apoptose de células cancerigenas,
tendo em vista que, sua a¢do ¢ em menor grau, quando comparada com o butirato (TOPPING;
CLIFTON, 2001; WONG et al., 20006).

Em relagdo ao propionato, no tempo intermedidrio de protocolo experimental, foi
observado aumento significativo para todos os grupos experimentais, porém esse aumento so
permanece no tempo final do protocolo nos grupos GCP, GPRO e GPRE. Esse resultado ¢
divergente aos encontrados por de Moura et al. (2012), uma vez que nao foi observada diferenga
significativa na produ¢do de propionato entre os diferentes grupos em estudo.

O GPRO foi o grupo que apresentou, em valores absolutos, a maior producao de acido
propionico. Esse resultado ¢ diferente dos encontrados por Szabadosova et al., (2013). Esse
grupo de pesquisa encontrou a maior producao (em valores absolutos) de propionato nas fezes de

animais nao induzidos quimicamente ao cancer de colon.
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Segundo alguns autores (BIRD; BROWN; TOPPING, 2000; HINNEBUSCH et al., 2002;
WONG et al., 2006) o acido butirico esta relacionado com a diminui¢ao do risco de cancer de
colon, uma vez que, ¢ capaz de promover diferenciagdo celular, inibir atividades genotoxicas e
induzir a apoptose de colondcitos.

As maiores concentracoes de butirato foram observadas no GPRO. De Moura et al.,
(2012) observaram que os grupos que receberam prebiodtico (yacon 1%) e simbiotico (L. casei +
yacon) aumentaram a concentragao de butirato (p<0,05).

Outas pesquisas, também mostraram o efeito positivo do consumo prebiotico (FOS e
inulina) sob a producdo de butirato (RODRIGUES et al., 2012; SZABADOSOVA et al., 2013).
Porém, esses resultados diferem-se dos encontrados na presente pesquisa, uma vez que GPRE foi
0 que menos produziu acido butirico ao final do protocolo experimental.

Aumentos na producao de AGCC, podem resultar em diminuicao do pH, o que influencia
indiretamente a composi¢ao da microbiota do colon pois, com o pH mais acido, ha reducao de
Clostridium spp. (WONG et al., 2006). Em concordancia com o autor citado anteriormente, o
GPRO foi o grupo que apresentou maior produ¢do de acidos graxos de cadeia curta € 0 menor
incremento em relacdo aos valores de pH. Em relagdo a microbiota intestinal, o GPRO
apresentou redugdo de 0,63 ciclo log na populagdo de Clostridium ssp., ao final do protocolo
experimental.

Assim, os resultados encontrados apontam que uma reducao do risco de desenvolvimento
do cancer de colon pode ser resultado da acdo do consumo de probidtico e prebidtico, pois esses

podem modular beneficamente a microbiota intestinal.

CONCLUSAO
O estudo mostrou que a administragdo de probiotico, prebidtico e simbidtico modificou

significativamente a microbiota intestinal de ratos Wistar induzidos quimicamente ao cincer de
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colon, pelos métodos dependentes e independentes de cultivo e reduziu o pH fecal dos grupos
probioticos e prebidticos além de apresentarem aumento inferior aos controles em relagdo a
producao de ions de amonia.

O consumo de Lactobacillus acidophilus CRL 1014 influenciou de forma positiva a
producao de AGCC. O GPRO foi o tnico que aumentou a producdo de AGCC totais durante
todo o protocolo e, em valores absolutos, aumentou também a produgao de acetato, propionato e
butirato.

Conclui-se que a administragdo diaria de L. acidophilus 1014 ou extrato aquoso de yacon
ou a associacdo de ambos, foi capaz de modificar positivamente os metabdlitos bacterianos;

porém, GPRO apresentou melhores resultados.
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