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RESUMO
Trabalho de Conclusdo de Curso realizado no Laboratéorio de Fitomedicamentos,
Farmacologia e Biotecnologia (FitoFarmaTec) do Instituto de Biociéncias de Botucatu, da
Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho. O presente trabalho apresenta o
relatorio de atividades realizadas durante o estdgio curricular no laboratdrio, abordando as
técnicas, conceitos, ferramentas ¢ o manejo do biotério. Neste trabalho foram abordados os
métodos mais utilizados em amplas pesquisas no laboratério observado, sendo os seguintes
métodos: cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG-EM), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), fermentacdo in vitro e expressdo génica. Além disso, dos
conceitos relacionados as pesquisas observadas no estagio, foram abordados: microbiota

intestinal, disbiose e prebioticos.

Palavras-chave: Farmacologia de Produtos Naturais; Instrumentag¢do; Microbiota Intestinal;

Disbiose; Prebioticos; Alimento Funcional



ABSTRACT
Final Course Report carried out at the Phytomedicines, Pharmacology, and Biotechnology
Laboratory (PhytoPharmaTech) of the Institute of Biosciences, Botucatu, Sao Paulo State
University Jalio de Mesquita Filho. This report presents the activities carried out during the
internship in the laboratory, addressing the techniques, concepts and tools observed,
addressing the techniques, concepts, tools, and management of the animal facility. This work
covered the methods most used in extensive research in the observed laboratory, including:
gas chromatography coupled with a mass spectrometer (GC-MS), high-performance liquid
chromatography (HPLC), in vitro fermentation, and gene expression. Furthermore, concepts
related to the research observed during the internship included: gut microbiota, dysbiosis, and

prebiotics.

Keywords: Pharmacology of Natural Products; Instrumentation; Gut Microbiota; Dysbiosis;

Prebiotics; Functional Food
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1. INTRODUCAO

Em 1986, o Professor Luiz Claudio Di Stasi ingressou como professor auxiliar no
Departamento de Farmacologia, Instituto de Biociéncias do campus de Botucatu da Unesp e
iniciou seu laboratédrio, cuja linha de pesquisa, na época, era voltada para o estudo de plantas
medicinais com atividade analgésica e estudos de etnofarmacologia com comunidades
tradicionais brasileiras. Em 1999, houve a mudanga de prédio do laboratorio, que passou a se
chamar Laboratorio de Fitomedicamentos (LaFit), mantendo as pesquisas com plantas
medicinais analgésicas, e adicionando pesquisas com ulcera gastrica, inibidores da secre¢ao
de histamina, antimalaricos, amebicidas e outras.

Em 2003, o laboratério deu inicio as pesquisas na area de Doenga Inflamatoria
Intestinal (DII), inicialmente utilizando compostos quimicos de origem vegetal, especialmente
cumarinas. A partir de 2004, passou a empregar alimentos funcionais em modelos
experimentais de DII, realizando pesquisas em produtos como polidextrose, lactulose, Musa
spp. € acai.

Em 2014, o laboratério se expandiu e se tornou Laboratorio de Fitomedicamentos,
Farmacologia e Biotecnologia (FitoFarmaTec), um laboratério de farmacologia e
biotecnologia de produtos naturais, realizando pesquisas sobre eficacia e seguranca do uso de
produtos naturais, € seus usos tanto como prebioticos, prebiotic-like e fitoterapicos, tendo
como foco doencas cronicas ndo-transmissiveis, como DII, diabetes do tipo 2 e obesidade.
Como metodologia nessas pesquisas, sdo utilizados ensaios experimentais em animais,
ensaios clinicos, métodos quimicos, testes in vivo, in vitro, in silico, biofisica molecular e
expressao génica.

Destes métodos, serdo descritos neste trabalho, os mais recorrentes e utilizados no
laboratério em uma ampla variedade de pesquisas, os quais sdo: cromatografia liquida de alta
eficiéncia, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, fermentagdo in vitro e
expressao génica. Além disso, serd abordado o manejo de biotério relacionado a
experimentacdo animal, o ferramental relacionado aos métodos e os conceitos relacionados as
linhas de pesquisa do laboratério. Dos conceitos, sdo descritos a microbiota intestinal,

disbiose e prebidticos.



10

2. UTENSILIOS DE PESQUISA
2.1. MICROTUBO

Os microtubos sdo pequenos tubos cilindricos de plastico, que variam entre 0,5 mL a 2
mL,utilizados comumente nos laboratérios para armazenar, manipular e centrifugar as
amostras, sendo utilizados usualmente em processos de analise bioquimica e de biologia

molecular.

2.2. TUBO FALCON

Os tubos Falcon sdo tubos conicos de pléstico, possuem as mesmas funcdes do
microtubo, além do formato se diferem destes ultimos por terem uma capacidade maior de
armazenamento, entre 15 mL e 50 mL, e por terem uma tampa de rosquear. Em certos
métodos, na qual ¢ necessario uma vedagdo no tubo para impedir com maior seguranga a

entrada de ar e contaminacdes relacionadas, ¢ utilizado plasticos Parafilm para cobrir a tampa.
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3. APARATOS E MAQUINARIO DE ANALISES
3.1. AUTOCLAVE

O Autoclave ¢ um aparato utilizado para esterilizagdo de instrumentos € materiais.
Este aparato elimina os microrganismos por combinar elevadas temperaturas, pressdo e
umidade, a qual leva a desnaturacdo de proteinas dos microrganismos € por conseguinte a sua
morte. Sendo assim um aparato importante para garantir a ndo-contaminagdo de analises e

métodos cientificos, que pode ser causado por instrumentos € materiais contaminados.

3.2. BALANCA

A balanga analitica ¢ uma balanca de precisdo utilizada para a medi¢do de massa de
objetos de interesse cientifico, usualmente amostras ou substancias quimicas. Por ser um
aparato de precisdo e sensivel a qualquer massa, deve-se manter o seu ambiente controlado,

para ndo haver alteragdes na medi¢do, que podem ocorrer até por vento.

3.3. CAMARA FRIA

A Camara fria ¢ um maquinario que armazena produtos em baixa temperatura
controlada. E utilizada para manter as substancias e amostras estaveis, impedindo condi¢des

de reagdes quimicas espontaneas e processos bioldgicos.

3.4. CENTRIFUGADORA

A centrifugadora ¢ um maquindrio que separa fases de amostras liquidas a partir da
forca centrifuga gerada por sua rotacdo. Esta forca centrifuga, separa diferentes componentes
dentro das amostras a partir da densidade destes, permitindo a divisdo das amostras

internamente em duas fases distintas.

3.5. ESTUFA

A estufa ¢ um equipamento de controle de temperatura e umidade, podendo ser

utilizado para secagem, esterilizagao, cultivo e outros processos.
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3.6. GELADEIRAS DE -20°C E -80°C

As geladeiras de -20°C e -80°C possuem a mesma funcdo que a camara fria,
armazenando as substidncias e amostras em baixa temperatura controlada, e assim as

mantendo estaveis.

3.7. INCUBADORA

A incubadora ¢ uma maquina que permite o controle de temperatura e a agitagao, ¢
utilizada no laboratdrio principalmente no método de fermentagdo in vitro, incubando e

permitindo as condi¢des para a fermentacao.
3.8. LIOFILIZADOR

O liofilizador ¢ uma maquina que permite a secagem por sublimacdo, ou seja, a
passagem direta do estado sélido para o gasoso, assim sem ser necessario o aquecimento dos
materiais em secagem. E utilizado no laboratério para a secagem de produtos testados na

fermentagao in vitro.
3.9. PIPETA

A pipeta automdtica ¢ um aparelho utilizado para a transferéncia de substancias
liquidas, possuindo uma medicdo de volume variavel. Seu volume variavel pode ir desde nl
até ml. Estas pipetas utilizam ponteiras descartaveis, para evitar contaminagao da pipeta e

outros tubos nas transferéncias.

3.10. VORTEX

O vortex ¢ um equipamento que tem fungdo de ser agitador, pode ser utilizado com

pequenos tubos, € utilizado para homogeneizar amostras ou outras substincias.
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4. PROCESSOS DE ANALISE

4.1. CROMATOGRAFIA

4.1.1. Introducao a cromatografia

4.1.1.1. Origem da cromatografia

O quimico e botanico M. S. Tswett, observou em extratos de pigmentos de plantas,
que diferentes solventes reagiam de maneiras distintas, extraindo os pigmentos seletivamente.
Em sua época, esse fendmeno era atribuido a problemas de solubilidade e reagdes quimicas
nas estruturas dos pigmentos. Porém, M. S. Tswett, discordando desta tese, concluiu que isso
ocorria pelas forgas moleculares entre os pigmentos e a superficie da folha, assim,
determinado solvente extrairia determinado pigmento por possuir uma for¢a de dissolucao
maior que as forcas moleculares de ligacdo entre este pigmento e a estrutura da planta, deste
modo, identificando a adsor¢do como esta forca. Com base nesta descoberta, ele desenvolveu
técnicas para utilizar esse principio para a extracdo isolada dos pigmentos de plantas, € em
1906, publica 2 artigos (Physico-Chemical Studies of Chlorophyll: the Adsorptions e
Adsorption Analysis and the Chromatographic Method: Application to the Chemistry of
Chlorophyll), nas quais aborda esse principio da adsor¢do e apresenta a cromatografia. Nestes
artigos, ele descreve a técnica: o adsorvente (usualmente carbonato de calcio) € colocado em
um tubo estreito, em seguida ¢ inserida a solucdo com pigmentos e o solvente no tubo, a
solucdo entdo ¢ filtrada no adsorvente e os pigmentos sao separados em zonas coloridas, de
acordo com sua sequéncia de adsor¢do. Essa técnica ¢ nomeada de cromatografia e definida
como “método no qual os componentes de uma mistura sdo separados em uma coluna de
adsorvente em um sistema de fluxo”. Embora essa classificacdo ainda nao existia em seu
periodo, utilizando a nomenclatura e teoria da cromatografia que se desenvolveu ao longo da
historia da cromatografia, ¢ possivel dizer que sua técnica foi o nascimento da cromatografia
adsortiva (ou seja, baseada no principio da adsor¢dao) e da cromatografia liquida. (Ettre e

Hinshaw, 2008)

4.1.1.2. Desenvolvimento da Cromatografia

Apbs a criagdo em 1906, a cromatografia ndo ¢ significativamente adotada e cai em

desuso por cerca de 25 anos, com poucos cientistas utilizando-a. O quimico analitico,
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importante tedrico e historiador da cromatografia, L. S. Ettre, atribui esse “esquecimento” da
técnica ao fato de que na época havia um foco na quimica e bioquimica em isolar e purificar,
e estudar somente uma substancia das amostras, ao invés de estudar todos os componentes,
assim se utilizava usualmente a extracdo e cristalizacdo, além disso, havia criticas a
cromatografia sobre a questdo de sua capacidade da pureza, e a visdo de que somente pela
cristalizagdo era possivel extrair substancias puras. (Ettre ¢ Hinshaw, 2008)

A partir de 1931, cresce as pesquisas em substincias naturais complexas na
bioquimica, assim como a demanda por técnicas de separacdo de substancias similares de
mistura de compostos em pouca quantidade, entdo a técnica de cromatografia retorna a ser
usada e tem uma grande adogdo, se tornando popular. Com sua popularizagdo, a
cromatografia foi se diversificando, com o desenvolvimento de muitas variagdes
independentemente, com suas proprias teorias e nomenclaturas. (Braithwaite e Smith, 1996)

Em 1938, Izmailov e Shraiber, para analisar tinturas farmacéuticas, desenvolveram um
sistema cromatografico na qual utilizavam uma camada fina de adsorvente de alumina em
uma placa de vidro e aplicavam manchas (spots) de solvente para formar cromatogramas
circulares. Este trabalho inicia a cromatografia de camada delgada moderna. (Ettre € Hinshaw,
2008; Braithwaite e Smith, 1996)

Também em 1938, durante a Segunda Guerra Mundial e o Projeto Manhattan (projeto
de desenvolvimento da bomba atdmica pelo governo dos Estados Unidos), ¢ desenvolvido a
cromatografia de troca idnica para a separagdo das terras raras e elementos transuranicos. Em
1938, Taylor e Urea relatam o uso de resinas de zeodlita para a separagdo de isotopos de litio e
potéssio. Nesta técnica, as moléculas carregadas da amostra se ligam a resina, dependendo da
sua afinidade e da for¢a da interagdo i6nica. (Braithwaite e Smith, 1996)

Em 1941, A. J. Martin e R. L. Synge publicaram o artigo “A new form of
chromatogram employing two liquid phases”, neste artigo eles descrevem um sistema
cromatografico onde usam 4gua em um suporte de silica como fase estaciondria e cloroférmio
como fase movel, para separar os monoaminoacidos monocarboxilicos. Neste artigo, eles
chamam a nova técnica de cromatografia liquida-liquida, porém, essa técnica ficou conhecida
como cromatografia de parti¢ao, ja que o principio basico de separacdo se da por partigao,
com as
substancias sendo separadas pela particdo entre a agua e o cloroférmio. (Ettre ¢ Hinshaw,
2008; Braithwaite e Smith, 1996)

Em 1944, R. Consden, A. H. Gordon e A. J. Martin publicam o artigo “Qualitative

analysis of proteins: a partition chromatographic method using paper”, neste artigo descrevem
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um sistema cromatografico na qual utilizam um papel filtro impregnado com dgua como fase
estacionaria e butanol como fase movel, com o butanol subindo pelo papel filtro por forca
capilar e carreando diferencialmente os diferentes monoaminoacidos dicarboxilicos e assim os
separando. Com este sistema, eles criavam a cromatografia de papel. (Ettre e Hinshaw, 2008;

Braithwaite ¢ Smith, 1996)

4.1.1.3. Conceito padronizado de Cromatografia

Conforme ja discutido antes, com o desenvolvimento das variadas técnicas
cromatograficas de maneira independente, com cada técnica desenvolvendo sua propria
terminologia e teoria, se tornando necessdrio uma padronizacdo das nomenclaturas e
conceitos. Sendo assim, em 1973 a IUPAC publicou sua padronizacdo internacional das
nomenclaturas da cromatografia (Unified nomenclature for chromatography - 1973), e em
1993 a revisou e atualizou no documento “Nomenclature for chromatography”, na qual define

cromatografia como:

Cromatografia ¢ um método fisico de separagdo na qual os componentes a serem separados sdo distribuidos entre
duas fases, uma sendo estacionaria (fase estaciondria) enquanto outra (fase movel) se move em uma diregao
definida. (Ettre, 1993)

4.1.2. Cromatografia gasosa

4.1.2.1. Defini¢ao

A cromatografia gasosa ¢ um método cromatografico na qual a fase movel € gasosa.

(Ettre, 1993)

4.1.2.2. Origem da cromatografia gasosa

Em 1941, no artigo ja anteriormente citado, que iniciava a cromatografia de parti¢ao,
A. J. Martin e R. L. Synge j4 comentava sobre a possibilidade de utilizar uma fase moével
gasosa ao invés de liquida para analise de substancias volateis.

Em 1952, Martin e James publicam Gas—Liquid Partition Chromatography: The
Separation and Microestimation of Volatile Fatty Acids from Formic Acid to Dodecanoic
Acid, esse artigo descreve o que ficou conhecido como a primeira cromatografia gasosa (CG),
iniciando o desenvolvimento da técnica. Neste artigo, eles descrevem um sistema onde

usavam gas nitrogénio como fase moével, e uma coluna preenchida com celita coberta com
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particulas finas de com 6leo de silicone e 10% de 4cido estearico como fase estaciondria, com
essa coluna aquecida por steam jacket e um equipamento de titulacdo automatizada no fim da

coluna para quantificar a quantidade das substancias. (Ettre e Hinshaw, 2008).

4.1.2.3. Desenvolvimento da cromatografia gasosa

Na década de sua criacao, a CG foi rapidamente adotada na industria de petrdleo para
andlises de composi¢do, um grande desafio analitico da época na area, levando a grandes
desenvolvimentos da técnica. A partir de 1960, esta cromatografia teve um crescimento de
adog¢do em outras areas, principalmente na bioquimica, com aplicagdes em andlises de
aminoacidos, produtos naturais e estudos de alimentos. Em 1980, o desenvolvimento da
coluna capilar , continuou a rapida expansdo do método. (Bartle e Myers, 2002)

No inicio da CG, conforme descrito pelo artigo da criagdo do método, se utilizava
colunas preenchidas como fase estacionaria, porém, com estas colunas, a resolugao da
cromatografia ficava limitada pelo comprimento da coluna, ligado a uma restrigao pela queda
da pressdo provocada pela resisténcia do fluxo de géas. Para superar isso, Golay em 1958
desenvolveu a coluna capilar, nesta coluna a fase estacionaria ¢ revestida na parede interna,
seja como uma pelicula fina (tubo aberto revestido na parede) ou impregnada em uma camada
porosa na parte interna (camada porosa ou tubo aberto revestido no suporte). A coluna capilar
permitiu uma melhor eficiéncia de separagdo e a possibilidade de se trabalhar com menores
temperaturas, permitindo um aumento da velocidade da cromatografia em 10 vezes, se
comparado com a coluna original. Porém, como a coluna capilar constitui uma fase
estaciondria menor, isso faz com que sua capacidade seja mais limitada, se comparada, assim
necessitando o desenvolvimento de métodos especiais de introdug¢do de amostras e detectores
mais sensiveis nos cromatografos gasosos. (Bartle e Myers, 2002)

Em 1961, Desty desenvolveu a coluna capilar de vidro, a qual foi amplamente
utilizada até 1980, porém, por conta da sua fragilidade e problemas com interagdo com
analitos polares, foi sendo substituida pela coluna de silica fundida, desenvolvida em 1979 por
Dandeneau e Zerrenner. A coluna de silica fundida ¢ feita com tecnologia de fibra dptica,
sendo altamente flexivel, durdvel e inerte quimicamente. Estas colunas sdo externamente
revestidas com uma camada protetora de poliamida e com um filme imobilizado de uma
ampla variedade de fases estacionarias, sdo uteis para a analise de quase todas as misturas
volateis, tendo como excecdo geralmente os gases permanentes e compostos de baixo peso

molecular. (Bartle e Myers, 2002)
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O desenvolvimento da coluna capilar também criou a necessidade de maior precisao
nos controles pneumaticos dos cromatografos de CG, relacionados a inje¢do de amostra e
controle de fluxo do gas de arraste. Esta necessidade promoveu todo um desenvolvimento de
sistemas automatizados computadorizados, comum aos cromatdgrafos gasosos atuais. (Bartle
e Myers, 2002)

No inicio, a CG utilizava como detector dos compostos um sistema de titulacao
automatizada, acoplado no fim da coluna. Em 1954, Ray desenvolveu o catarometro, um meio
de deteccao por mudanca de temperatura de um filamento de um dispositivo de medida de
condutividade termal. Este detector, continua popular para uso com coluna preenchida,
porém, caiu em desuso para colunas capilares e foi sendo substituido ao longo do tempo por

detectores baseados em ionizacdo. (Bartle e Myers, 2002)

4.1.2.4. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

Em 1963, a partir do trabalho de Gohlke, se iniciou o desenvolvimento da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), na qual utiliza um
espectrometro de massa como detector. O espectrometro de massa identifica e quantifica os
compostos a partir da relacdo massa-carga dos ions, permitindo uma maior sensibilidade na
deteccao. (Bartle e Myers, 2002)

No laboratério FitoFarmaTec, a cromatografia gasosa ¢ feita utilizando CG-EM, na
qual se utiliza um modelo FOCUS da Thermo Scientific, equipado com amostrador liquido
automatizado (modelo triplus DUO da Thermo), acoplado com o modelo de espectrometro de
massa Thermo-ISQ 230ST, equipado com uma coluna capilar de silica fundida com
polietilenoglicol TG-WASMS de alta polaridade e hélio como gés carreador. O CG-EM ¢
utilizado no laboratorio para analises de substancias volateis, principalmente dcidos graxos de

cadeia-curta.

4.1.3. Cromatografia liquida

4.1.3.1. Defini¢ao

A cromatografia liquida ¢ um método cromatografico que possui uma fase movel

liquida. (Ettre, 1993)
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4.1.3.2. Introdugao

A cromatografia e seu desenvolvimento, conforme j& abordado anteriormente, desde
sua origem a criagdo e popularizacdo da cromatografia gasosa, utilizava uma fase movel
liquida, sendo assim dominada pela cromatografia liquida. Apos a criacdo e desenvolvimento
da cromatografia gasosa, por esta ser mais rapida e eficaz comparada a cromatografia liquida
classica, ela foi sendo menos utilizada. Porém, por conta da limitagdo de andlise da
cromatografia gasosa em somente substancias volateis, levou a uma necessidade e
desenvolvimento de novas técnicas de cromatografia liquida, baseadas nos avancos e teoria
desenvolvida na cromatografia gasosa, estas novas técnicas ficaram conhecidas como

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). (Ettre e Hinshaw, 2008)

4.1.3.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Inicialmente, chamada de cromatografia liquida de alta pressdo, por conta da adog¢do
do uso de pressio de 100 a 300 atm para a aceleragdo da corrida cromatografica,
posteriormente, com o avango da técnica, o método foi renomeado por Csaba Horvath para
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Diferente dos métodos classicos, a CLAE possui uma
maior velocidade de corrida, por conta do uso de pressdo inserida no sistema cromatografico,
além disso, possuindo um sistema automatizado semelhante ao da cromatografia gasosa atual,
permite a analise de amostras pequenas, com grande eficiéncia, utilizando diversos detectores.
(Ettre e Hinshaw, 2008; Fanali et. al, 2023)

O desenvolvimento da CLAE se iniciou sobre as bases tedricas estabelecidas por
Giddings em 1963, em seu trabalho Giddings concluiu que a cromatografia liquida classica
possui uma difusdo na fase movel liquida 3 vezes mais lenta comparada a cromatografia
gasosa, € que para aumentar a performance da cromatografia liquida era necessario alta
pressdo e pequenas particulas na coluna. Com base nestas conclusdes, a partir da década de
1960 se iniciou o desenvolvimento desta nova técnica, levando ao desenvolvimento de
inimeras colunas com superficies porosas com particulas. Dos detectores desenvolvidos pelo
método, desde o inicio, um dos principais foi o detector baseado em luz ultravioleta (UV), o
qual identifica e quantifica as substincias com base na refragdo gerada pelo analito ao
sofrerem uma radiagcdo de luz ultravioleta. A partir da década 1970 comecaram também a ser

utilizados os detectores de Indice de Refragdo (IR), os quais identificam e quantificam as
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substancias pela diferenca no indice de refracdo entre o analito e um fluxo de referéncia da
fase movel. (Ettre e Hinshaw, 2008; Fanali et. al, 2023)

No laboratdrio ¢ utilizado a cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo este método
utilizado para a identificagdo e quantificacdo de compostos isolados, extratos de plantas,
flavonodides, cumarinas e fibras soluveis de baixo peso molecular. Como detector, sdo
utilizados o detector IR, especificamente para analises de fibras de baixo peso molecular e

agucares, ¢ o detector UV, nas andlises das outras substancias.

4.2. FERMENTACAO IN VITRO
4.2.1. Introducao

Os primeiros métodos de fermentagdo in vitro para simular as condigdes e processos
digestivos foram baseadas no trato intestinal superior, j& que inicialmente o trato intestinal
inferior era considerado de baixa significancia nutricional. Entretanto, principalmente na
década de 1990, com os estudos e reconhecimento do papel do trato intestinal inferior, na
nutricdo ¢ na saude intestinal, iniciou-se o desenvolvimento e adocao de fermentagao in vitro
enquanto modelo para esta regido. (Coles et al. 2005)

Os modelos de fermentagdo in vitro, mais adotados para modelos de intestino grosso e
regido colica, incluindo as pesquisas de microbiota intestinal, sio modelos do tipo “batch”,
estes modelos sao os mais simplificados. Neste tipo, ha apenas o uso de amostra fecal, com
tampdes e em alguns métodos, meios de nutricio e agentes redox, sendo esta mistura
incubada em aquecimento por horas. Embora seja um método simplificado, ha varios métodos
de fermentacdo in vitro do tipo “batch”, sem uma padroniza¢do ampla do método. (Coles et

al. 2005)

4.2.2. Aplicacoes no laboratorio
4.2.2.1. Introducao

No laboratorio, ¢ utilizado um método de fermentagao in vitro do tipo “batch” para a
fermentagdo de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCCs), estes acidos sdo de interesse do
laboratério por serem metabdlitos da fermentagdo de produtos com atividade prebiotica pela

fermentagcdo microbiana da microbiota intestinal, e estarem relacionadas a efeitos benéficos a
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saude, principalmente a atividade anti-inflamatoria. Sendo assim, ¢ utilizado para a

verificagdo da atividade prebiotica de produtos de interesse. (Mello, 2024)

4.2.2.2. Método de fermentagao in vitro

O método padronizado pelo laboratéorio ¢ baseado no método de Comalada e
colaboradores (2006), neste método se utiliza 2 gramas da amostra de fezes, homogeneizadas
em 10 mL de bicarbonato de sodio (NaHCO3) sob atmosfera saturada de argonio. Os tubos
Falcon com o contetdo sdo vedados com plastico de parafina, homogeneizados no vortex e
mantidos a 37°C por 24 horas com agitagdo constante de 150 rpm e protegidos de qualquer

fonte de luz. (Mello, 2024)

4.2.2.3. Extragdo dos acidos graxos de cadeia curta

Apods a fermentacdo ¢ feito aliquotas de 1 mL das amostras fermentadas, sendo
adicionados 1 ml de acido ortofosforico a 0,5%, ap6s isso sdo homogeneizadas no vortex por
1 minuto. S3o entdo transferidas para microtubos e centrifugadas por 10 minutos em 4°C e
17950 g. O sobrenadante entdo ¢ retirado, e nele ¢ adicionado acetato de etila na propor¢ado
1:1, sendo entdo agitado e centrifugado novamente. Apos isso, ¢ retirado novamente o
sobrenadante, a qual é colocado em vials de 1,5 ml, ¢ também adicionado acido octanoico
(padrao interno analitico) em uma concentracdo de 0,755 mg/ml, e entdo estes vials sdo
injetados no cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de massa para a quantificacao

dos AGCCs. (Mello, 2024)

4.3. EXPRESSAO GENICA
4.3.1. Extracao do DNA

A extragdo do DNA ¢ um método utilizado para lisar as células da amostra e extrair
somente o material genético. Pode ser realizada com protocolos manuais (protocolos in home)
ou com kits de empresas. O uso dos kits varia de acordo com o tipo de amostra, no laboratdrio
observado, para analisar as amostras de fezes ¢ utilizado o kit “Invitrogen™ PureLink™
Microbiome DNA Purification Kit” especifico para amostra de fezes. (Lipay e Bianco, 2015)
Embora haja kits diferentes, de empresas diferentes, os protocolos de extragdo costumam

seguir as mesmas etapas: lise, ligagdo do DNA/RNA, lavagem, secagem da coluna e eluigao.
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Na etapa de lise hd a ruptura da membrana plasmatica para isolamento dos acidos
nucleicos dos nucleos celulares. Para isso ¢ utilizado um tampado de lise contendo sais
caotropicos, estes sais quebram ligacdes intermoleculares nao-covalentes, levando a
desestabilizacao e rompimentos de proteinas, permitindo a ligagao destas células rompidas na
silica dos tubos dos kits. (Lipay e Bianco, 2015)

Na etapa de ligagdo do DNA/RNA, para garantir a total absor¢ao dos acidos nucleicos
na membrana da silica, ¢ adicionado etanol no tampao de ligagdo, com os sais, enzimas,
proteinas, Oleos, € outras impurezas passando pela membrana sem serem absorvidas e sendo
entdo eliminadas. (Lipay e Bianco, 2015)

Na etapa de lavagem a membrana da coluna ¢ lavada dos residuos das impurezas,
nesta etapa ha varias etapas de lavagens com sais caotropicos e posteriormente com etanol
para a remogao dos residuos de sais. Na etapa da secagem da coluna ¢ removido o etanol, para
restar somente os acidos nucleicos. E na etapa final de eluicdo, ¢ utilizado uma solugdo de
tampao de eluicdo para desfazer a ligacdo dos acidos nucleicos com a membrana de silica.

(Lipay e Bianco, 2015)

4.3.2. PCR

ApoOs a extragdo do DNA ¢ realizada a amplificagdo do material genético pelo
processo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Este método possibilita a sintetizagdo de
fragmentos de DNA a partir de sequéncias-alvo de interesse. Para este método sdo utilizados
os seguintes componentes: material da extracio do DNA, enzima polimerase, primers
(sequéncias de oligonucleotideos desenhadas especificamente para sequéncia alvo), tampao,
magnésio e dNTP (os desoxirribonucleotideos utilizados para a sintese das fitas). (Lipay e
Bianco, 2015)

Para ocorrer a reagdo, ¢ utilizado um termociclador para ciclar as temperaturas
necessarias para cada etapa da reacao, no laboratério € utilizado os termocicladores Biomark e
StepOne.

As etapas da reacdo sdo: desnaturacdo, que pode ocorrer em temperaturas de 93 a
96°C, nesta etapa ocorre a desnaturagdo da dupla hélice do DNA-alvo em duas fitas simples;
anelamento, que pode ocorrer em temperaturas de 50 a 70°C, onde ocorre o pareamento dos
primers com o DNA-alvo nas fitas simples; e a extensdo, que pode ocorrer em temperaturas

de 70 a 75°C, onde ocorre a sintese da nova fita complementar pela DNA polimerase. Estas
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etapas sdo repetidas em ciclos sequéncias diversas vezes, de acordo com a configuragao do
processo no termociclador. (Lipay e Bianco, 2015)

Os termocicladores utilizados no laboratério sao de PCR em tempo real, permitindo o
acompanhamento das reagdes e dos resultados quantitativos. Estes termocicladores possuem
um sistema optico que identifica os sinais fluorescentes emitidos pelos sistemas de deteccdo, e
sdo acoplados a computadores com softwares para analisar estes dados. Estes sistemas de
deteccao sdo fluordforos que se ligam ao DNA e emitem fluorescéncia, podem ser do tipo
Tagman® ou do tipo SYBR® Green I, ambos sao utilizados no laboratério. (Lipay e Bianco,
2015)
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5. MANEJO DO BIOTERIO
5.1. ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL

Um dos mais importantes e influentes trabalhos sobre €tica na experimentagao animal
foi “The Principles of Humane Experimental Technique”, publicado por Russel e Burch em
1959, neste livro os autores apresentam o principio dos 3Rs, a partir desta publicacdo, este
principio se tornou a base de toda a discussdo ética e legislacio mundial, incluindo a do
Brasil, sobre o uso de animais de laboratorio. (Lira et al., 2022)

O principio dos 3Rs se refere a busca, de sempre que possivel, diminuir, substituir e
refinar o uso de animais em pesquisa. Deste modo, deve-se buscar utilizar métodos
alternativos sem animais, como métodos in vitro, métodos in silica, e etc. Caso isso ndo seja
possivel, entdo deve-se buscar utilizar o menor nimero de animais possivel sem interferir na
significancia dos resultados, e deve-se refinar as condi¢des e procedimentos para minimizar o
sofrimento animal, como por exemplo o uso de analgesia e controle do micro e
macroambiente do animal. (Lira et al., 2022)

Com base nesses principios, em 2008 foi sancionada a “Lei Arouca” (Lei Federal n°
11.794), que regulamenta o uso cientifico de animais, regulamentando a criagdo do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e das Comissdes de Etica no
Uso de Animais (CEUAS). Dentre as fungdes do CONCEA, estdo: de formular e rever
sempre que necessario as normas sobre o uso €tico de animais; monitorar e avaliar técnicas
alternativas ao uso de animais em ensino e pesquisa; estabelecer e rever, periodicamente,
normas técnicas para instalacdo e funcionamento de centros de cria¢do, de biotérios e de
laboratérios de experimentagdo animal, bem como sobre as condi¢des de trabalho em tais
instalagdes; estabelecer e rever, periodicamente, normas para credenciamento de instituigdes
que criem ou utilizem animais para ensino e pesquisa; manter cadastro atualizado dos
procedimentos de ensino e pesquisa realizados ou em andamento no Pais, assim como dos
pesquisadores, a partir de informagdes remetidas pelas Comissdes de Etica no Uso de
Animais (CEUASs), de que trata o art. 8o desta Lei. (Lira et al., 2022)

Ja as fungdes das CEUAS sao principalmente a avaliagao prévia dos procedimentos de
ensino e pesquisa que utilizem animais vertebrados ndo humanos, o cadastro de todos os
procedimentos e dos pesquisadores relacionados, a expedigdo de credenciamento e a

notificacdo as autoridades em caso de acidentes. (Lira et al., 2022)
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5.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O laboratorio realiza os experimentos animais com roedores, utilizando Camundongos
C57BL/6] e Ratos Wistar como animais de experimentacdo. Se utiliza Camundongos da
linhagem C57BL/6J por serem isogénicos e terem pré-disposicdo genética a varias doengas
cronicas, como sindrome do ovério policistico, doencas que acometem o aparato vascular,
infarto, diabetes e obesidade. Os Ratos Wistar sdao utilizados por serem o melhor modelo
experimental para indu¢@o inflamatdria intestinal com TNBS.

Ratos Wistar sdo escolhidos como animais de experimentacdo quando ¢ utilizado
TNBS como substancia para a indugdo inflamatoria intestinal, por ser mais dificil a indugao
da inflamacdo intestinal por TNBS em camundongos. E escolhida a indugdo inflamatoria
intestinal por TNBS para induzir uma Doenga Inflamatdria Intestinal (DII) que se assemelha
ao estado de inflamagdo do tipo da Doenga de Crohn. J4 quando o objetivo é uma
experimentacdo com DIl que se assemelha a inflamacdo do tipo da colite ulcerativa, €

utilizado DSS para a inducao inflamatoria e camundongos como animais de experimentagao.
5.3. CUIDADOS GERAIS

No biotério, € necessario manter a voz baixa, ndo utilizar pulseira, relogio, perfume,
creme e quaisquer produtos com cheiro aversivos aos animais, todos estes comportamentos

que podem aumentar o estresse nos animais e alterar o experimento.

5.4. HIGIENIZACAO DO BIOTERIO

O bebedouro e os mini-isoladores s3o lavados com detergente neutro e 4gua, € no caso
dos mini-isoladores, ¢ também utilizado hipoclorito de so6dio na secagem delas, para
desinfeta-las. Sendo toda essa limpeza destes itens realizada uma vez por semana. Além disso,
no corredor do biotério ¢ feito semanalmente a utilizagdo de herbalvet no chao, como

desinfetante, para garantir a protecao contra infec¢do por microrganismos.

5.5. MANEJO DAS COBAIAS

Quando os roedores chegam no biotério para o uso nos experimentos, ¢ realizada uma
semana de aclimatacdo, para a adaptacdo destes animais e evitar estresse pela mudanca de

ambiente. Nos experimentos animais com os roedores, para aloja-los ¢ utilizado
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mini-isoladores ventilados, na qual no aramado do mini-isolador ha um espaco embutido de
comedouro e bebedouro, com o espago do bebedouro suficiente para acomodar um bebedouro
de 400 ml.

Estes animais ficam em uma sala de biotério com refrigeragao ideal para eles, de 22
graus, podendo variar para mais ou para menos em 2 graus. Os mini-isoladores ficam em uma
rack ventilada no biotério, com aberturas de ar dos mini-isoladores acopladas a um sistema da
maquina de ventilagdo da rack, que distribui e troca o ar dos mini-isoladores. E utilizado uma
ferramenta de iluminagdo automatizada que inverte o ciclo didrio, jA que estes animais sao
noturnos.

E realizada a troca de 4gua, dos mini-isoladores e pesagem dos roedores toda semana e
de ragdo quando necessario reposicao.

Os camundongos sao manuseados pela base da cauda deles para a pesagem e troca de
caixa, realizados uma vez por semana, para ndo aumentar o estresse nos animais, e eles sao
organizados entre 2 a 5 animais por caixa, de acordo com o delineamento do experimento e
com comportamento social deles. Diferente dos camundongos, os ratos sao manuseados pela
parte dorsal, préximo da parte posterior do pescogo.

O método de marcacdo utilizado nos roedores ¢ nao-definitivo, sazonal, com caneta

permanente, sendo refeita de acordo com o desaparecimento da marcagao.
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6. CONCEITOS

6.1. MICROBIOTA INTESTINAL

6.1.1. Formacao e composicao da microbiota intestinal

O termo “Microbiota” se refere a todos os microrganismos que coexistem e habitam o
corpo humano, sendo eles varias espécies de bactérias, arqueas, fungos, bacteriofagos e virus
eucaridticos. Estes microrganismos sao geralmente comensais ou mutualisticos, ¢ habitam
principalmente a cavidade oral, o trato intestinal, a cavidade vaginal e a pele. Dos habitats
citados, a maioria da microbiota estd presente no intestino, principalmente no cdlon do
intestino grosso. (Adak e Khan, 2019; Fan e Pederson, 2021)

Na microbiota intestinal ha o predominio bacteriano dos Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia e Cianobactéria, destes filos,
Firmicutes e Bacteroidetes correspondem a 90% da populacdo microbiana. Do filo dos
Bacteroidetes predomina os géneros Bacteroides e Prevotella, ja no filo dos Firmicutes
predomina os géneros Clostridium, Eubacterium € Ruminococcus. Por conta da variacao das
condi¢des do microambiente ao longo do trato intestinal, hd muita variagdo na composi¢do da
microbiota intestinal ao longo do trato. No intestino grosso, principalmente no colon, regido
onde hd maior predomindncia da microbiota por conta da diminui¢do do transito dos
alimentos e da diminui¢do da acidez, ha o predominio dos géneros Bacteroides,
Bifidobacterium,  Streptococcus,  Enterobacteriaceae,  Enterococcus,  Clostridium,
Lactobacillus e Ruminococcus no limen intestinal, e Clostridium, Lactobacillus,
Enterococcus ¢ Akkermansia associados a mucosa. (Adak ¢ Khan, 2019; Fan ¢ Pederson,
2021)

A diversidade e composi¢ao da microbiota intestinal varia individualmente de acordo
com o tipo de parto, alimenta¢do no inicio da infancia (leite materno ou féormula), estilo de
vida, uso de antibidticos, fatores genéticos, idade e geografia. (Adak e Khan, 2019; Fan e
Pederson, 2021)

Embora haja muita discussao e nao exista um consenso sobre a alta diversidade estavel
da microbiota intestinal, com microrganismos relacionados as fung¢des importantes sdo
definidas como uma microbiota saudavel, e a auséncia disto é associada a desordens
metabolicas relacionadas a diferentes doengas. A microbiota intestinal saudavel se consolida a

partir da infancia tardia e permanece relativamente estavel (em condigdes de saude) até a
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velhice, onde ocorre uma diminui¢@o da diversidade microbiana intestinal, principalmente por
conta de alteragdes nas fungdes imunes. Uma microbiota intestinal saudavel estavel ¢
geralmente associada com uma dieta baseada em alto consumo de fibras e baixo consumo de

gordura animal e proteina animal. (Fan e Pederson, 2021)

6.1.2. Funcoes da microbiota intestinal na saide humana

A microbiota intestinal possui importantes fun¢des na imunidade do hospedeiro, na
digestao de alimentos, na regulacao de fungdes enddcrinas e na sinalizagdo neurologica, além
de atuar na metabolizagdo e acdo de farmacos, eliminacao de toxinas e producao de inimeros
compostos importantes para o hospedeiro. A microbiota intestinal saudavel inclui um grupo
de bactérias com agdo funcional de degradar glicosaminoglicanos, carboidratos e outros
produtos da dieta, promovendo a produgdo de diferentes metabdlitos, entre eles, os acidos
graxos de cadeia curta (AGCCs), além de promover a sintese de lipopolissacarideos
especificos e de alguns aminodcidos essenciais e vitaminas. (Fan e Pederson, 2021)

A metabolizacdo de fibras dietéticas pelos Firmicutes e Bacteroidetes na microbiota
intestinal produz os AGCCs, os quais sdo utilizados pelos colondcitos como uma fonte
adicional de energia e causam uma diminuicdo no pH luminal. Além disso, os AGCCs
também estdo associados com a inibi¢ao da infiltragdo de toxinas de bactérias patogénicas
pela barreira intestinal. Destes AGCCs, o acetato, butirato e propionato, apos absor¢do, se
ligam aos receptores acoplados a proteina G GPCR-41 e GPCR-43, que sdo expressos em
diferentes tipos celulares. Nas células L enteroenddcrinas, os AGCCs induzem a secre¢do do
peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) e do peptideo YY (PYY), contribuindo para o
aumento do gasto energético, reducdo da ingestdo alimentar e melhora do metabolismo da
glicose e da secrecdo de insulina. O butirato também ¢ um ativador do receptor ativado por
proliferador de peroxissomos-y (PPARY) e um estimulador da B-oxida¢do e do consumo de
oxigénio no intestino, o que mantém um ambiente anaerdébio no limen intestinal. O acetato,
butirato e propionato também possuem importantes fungdes imunologicas, o acetato induz a
expressao da enzima ALDH1A2 em células dendriticas, que converte a vitamina A em 4cido
retindico, atuando na sinalizagdo das células B ¢ caliciformes na secre¢do de mucinas e
imunoglobulina A, fortalecendo a fungdo de barreira intestinal. O butirato ao se ligar com o
GPCR-43, estimula a ativagdo de citocinas anti-inflamatorias, regula positivamente o FOXP3
das células Treg e inibe a atividade da histona desacetilase e regula negativamente a resposta

inflamatoria mediada pelo fator nuclear-xf. Além disso, o butirato e o propionato em conjunto
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inibem a inflamacdo induzida por LPS, ao ativar as células Treg e reduzindo as citocinas
inflamatorias. (Adak e Khan, 2019; Fan ¢ Pederson, 2021)

Alguns metabdlitos da microbiota intestinal estdo associados ao aumento da
termogénese no tecido adiposo. O metabdlito succinato estimula a expressdo da proteina
desacopladora 1 (UCP1), que atua aumentando a termogénese no tecido adiposo. Além disso,
a microbiota intestinal metaboliza os acidos biliares primarios em acidos biliares secundarios,
que atuam no receptor TGRS na liberacdo de GLP-1, o que também aumenta a termogénese
no tecido adiposo. (Adak e Khan, 2019; Fan e Pederson, 2021)

Alguns metabdlitos derivados de indol estdo associados com a melhora da secregdo de
insulina, sensibilidade a insulina e a diminui¢do de risco de diabetes do tipo 2. A microbiota
intestinal também sintetiza neurotransmissores, como catecolamina, histamina, acido

y-aminobutirico e serotonina. (Adak e Khan, 2019; Fan e Pederson, 2021)

6.1.3. Aplicacoes no laboratorio

No laboratorio ¢ estudado o uso de produtos com efeitos prebidticos para a regulagao
da microbiota intestinal. Essas pesquisas tém como objetivo a melhora e prevencao de DII,
obesidade e diabetes do tipo 2, geralmente utilizando produtos com fibras dietéticas que sao
metabolizados em AGCCs, com foco nos efeitos anti-inflamatorios dos AGCCs e a relagao

dessas doencas com a inflamacgao cronica sistémica.

6.2. DISBIOSE

6.2.1. Defini¢ao

Conforme discutido anteriormente, o conceito de microbiota saudavel € incerto por
conta de toda a variabilidade encontrada individualmente, da mesma forma, o conceito de
disbiose, o qual se refere ao oposto de uma microbiota saudavel, levanta muitas discussoes.
(Briissow, 2019)

Dentre as defini¢des do conceito de Disbiose, se encontram tanto as defini¢des que
associam a disbiose como uma perda de diversidade, perda das bactérias benéficas, o aumento
de bactérias potencialmente patogénicas e a perda das funcdes metabodlicas da microbiota,
como também as que definem disbiose como mudangas na composi¢ao da microbiota em

relacdo a uma microbiota saudavel, com este Ultimo tipo de defini¢do ligando a disbiose
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diretamente a doencas, ou seja, comparando as microbiotas de individuos doentes com as

microbiotas de individuos saudaveis. (Briissow, 2019)

6.2.2. Dieta, fatores de risco e efeitos no metabolismo

A disbiose ¢ associada a uma dieta baseada em alta gordura, alta proteina animal e
baixa quantidade de fibras, além de uma vida sedentéria, tabagismo, consumo de alcool e
frequente constipagdo. Promove a infiltragdo na mucosa intestinal, e a inflamacao intestinal e
sistémica, além da baixa producdo de AGCCs. (Fan e Pederson, 2021)

A baixa quantidade de fibras e o subsequente aumento do tempo de passagem no
intestino promove uma mudang¢a no metabolismo da microbiota intestinal, na qual a parte da
microbiota intestinal que preferencialmente metaboliza as fibras, acaba por aumentar a via de
protedlise, ou seja, degradando mais as proteinas alimentares. Esse aumento da fermentagao
proteica, gera um aumento de acidos graxos de cadeia ramificada, trimetilamina, acidos
organicos, H2S, H2 e CO2 e tragos de fenois, aminas, indois e amodnia, que sdo associados
com um aumento do PH luminal e a infiltragdo de padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs), incluindo lipopolissacarideos (LPS), que aumentam no sangue e
desencadeiam inflamagdo sistémica de baixo grau e resisténcia a insulina. (Fan e Pederson,

2021)

6.2.3. Relacao da disbiose com doencas

6.2.3.1. Disbiose na obesidade

A obesidade ¢ uma desordem metabolica causada tanto por fatores genéticos e fatores
ambientais, geralmente definida pelo indice de massa corporal (IMC), sendo classificado
como obesidade um IMC acima de 30, porém esse padrdo de IMC pode variar nos paises. A
obesidade ¢ associada com desordens no metabolismo de lipideos e glicose, inflamagdo
cronica, estresse oxidativo ¢ o aumento de riscos a varias doencas, como doengas
cardiovasculares e diabetes. (Liu B-N. et al, 2021; Geng J. et al, 2022)

O desenvolvimento da obesidade ¢ associado com a alteragdo na composi¢ao da
microbiota intestinal, com essa alteracdo provocando uma maior extracdo e adsorc¢ao de

calorias, uma redu¢do na secre¢do de hormodnios anorexigenos (GLP-1, PYY e leptina) e de

saciedade, um aumento no armazenamento de gordura no tecido adiposo e danos na barreira
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intestinal, aumentando a infiltracdo de LPS e inflamac¢do. (Crovesy, Masterson e Rosado,
2020)

O filo Firmicutes ¢ associado com a obesidade, enquanto os Bacteroidetes sao
associados com a redugdo de gordura. A relagdo entre os Firmicutes ¢ a obesidade se da por
eles terem uma maior capacidade de extrair energia, por possuirem mais enzimas de
metabolismo de carboidratos. Apesar dessa associagdo com os filos, as pesquisas demonstram
muita variacdo nos géneros ¢ a relagdo da disbiose e obesidade parece estar mais ligada com
alteragdoes de espécies, ja que ha variagdo dentro dos mesmos géneros bacterianos, com
espécies sendo associada a obesidade e outras espécies sendo associada a diminui¢do do peso.
Em geral, o aumento de Fusobacteria, Proteobacteria, Staphylococcus aureus,
Prevotellaceae, Escherichia coli, Lactobacillus reuteri e Lactobacillus gasseri, € a diminui¢ao
de Bacteroidetes, Akkermansia muciniphila, Oscillibacter, Alistipes, Faecalibacterium
prausnitzii, Lactobacillus plantarum, Bacteroides vulgatus, Methanobrevibacter smithii e
Lactobacillus paracasei sdo associados com a obesidade. (Crovesy, Masterson e Rosado,

2020; Liu B-N. et al, 2021; Geng J. et al, 2022)
6.2.3.2. Disbiose na doencga inflamatoéria intestinal

A Doenga Inflamatoria Intestinal (DII) € uma doenga intestinal inflamatoria idiopatica,
sendo caracterizada por uma inflamagio cronica persistente ¢ descontrolada no intestino. E
dividida em 2 tipos: Doenca de Crohn e Retocolite ulcerativa. O desenvolvimento da DII ¢
influenciado por multiplos fatores, que incluem fatores genéticos, imunes e a microbiota
intestinal. A Doenga de Crohn ¢ caracterizada por um processo inflamatorio que pode afetar
qualquer parte do trato gastrointestinal, sendo uma inflamac¢ao mais ampla, enquanto no tipo
da Retocolite ulcerativa ha uma inflamagao localizada na camada mucosa do célon e do reto.
Apresenta periodos de remissdo intercalado com recidiva dos sintomas, entre os sintomas o
paciente pode apresentar dores abdominais, colicas, fezes moles, diarreia com sangue, fadiga,
anemia e perda de peso. (Qiu P. et al., 2022; Oligschlaeger Y. et al., 2019)

Individuos com DII apresentam uma microbiota intestinal alterada, se comparada com
individuos saudaveis, com pacientes com Doenga de Crohn possuindo uma disbiose maior
que pacientes com retocolite ulcerativa. Pacientes com DII apresentam um aumento da
Intestinibacter spp., Escherichia coli e Bacteroides fragilis ¢ a redugao de Eubacterium

rectale, Faecalibacterium prausnitzii e Roseburia intestinalis. (Qiu P. et al.,, 2022;

Oligschlaeger Y. et al., 2019)
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Nos pacientes com Doenca de Crohn hd a diminuicdo de Christensenellaceae,
Coriobacteriaceae, Coprococcus spp. € Clostridium leptum e o aumento de Actinomyces spp.
e Veillonella spp.. Ja nos pacientes com colite ulcerativa ha o aumento de Eubacterium rectum
e Bifidobacterium longum e a diminuicdo da Akkermansia muciniphila. (Qiu P. et al., 2022;
Oligschlaeger Y. et al., 2019)

A disbiose ¢ associada com danos na barreira intestinal € o desenvolvimento da DII,
principalmente pela reducdo das fungdes imunes da microbiota intestinal. A microbiota
saudavel esta associada as fungdes imunes tanto pelo antagonismo e competicao das bactérias
comensais com as patogénicas, como também pela fun¢do imunomoduladora que os
metabolitos produzem, principalmente os AGCCs, os acidos biliares secundarios e os indois,
que estdo associados com atividade anti-inflamatéria e com o reparo das células epiteliais do
intestino. Assim, com a disbiose, ha um aumento de bactérias patogénicas se infiltrando na

mucosa intestinal e da inflamagao. (Qiu P. et al., 2022; Oligschlaeger Y. et al., 2019)

6.3 PREBIOTICO

6.3.1. Evoluc¢ao do conceito

Em 1995, G. R. Gibson e M. Roberfroid, no artigo “Dietary Modulation of the Human
Colonic Microbiota: Introducing the Concept of Prebiotics”, criam o conceito de Prebidtico,
na qual eles definem como “ingrediente alimentar ndo-digerivel que afeta beneficamente o
hospedeiro por estimulacdo seletiva do crescimento e/ou atividade de um ou um limitado
numero de bactérias no colon, assim melhorando a satide do hospedeiro”. Conforme eles
descrevem no artigo, para um substrato se enquadrar neste conceito, € necessario cumprir os
seguintes critérios:

1) Nao ser hidrolisado nem absorvido no trato gastrointestinal superior

2) Ser um substrato seletivo para uma ou um numero limitado de bactérias benéficas
comensais do colon, as quais sdo estimuladas para crescer e/ou ser metabolicamente
ativas

3) Consequentemente, ser héabil a alterar a microbiota colonica em favor de uma
composicao mais saudavel

4) E induzir efeitos luminais ou sist€émicos que sao benéficos a saude do hospedeiro

Por conta da necessidade de ser resistente a digestdo até o célon, os carboidratos

ndo-digeriveis sdo os melhores candidatos a prebidticos levantados, porém, eles concluem a
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partir de outros estudos sobre fermentacdo colica destes carboidratos, que apenas os
frutooligossacarideos sdo comprovadamente seletivos para bactérias benéficas (ao serem
seletivos para Bifidobacteria) e cumprem todos os critérios. (Gibson e Roberfroid, 1995;
Gibson et al., 2017)

Em 2004, G. R. Gibson em seu artigo “Dietary modulation of the human colonic
microbiota: updating the concept of prebiotics” revisa os candidatos a prebidticos e conclui
que apenas a inulina (frutooligossacarideo), os trans-galactooligossacarideos e a lactulose
satisfazem os critérios e podem ser classificados como prebidticos.

Além disso, neste artigo o autor afirma que o conceito classico considera apenas
mudangas microbiais no colon, e para extrapolar isso, ele modifica o conceito para: “Um
prebiotico ¢ um ingrediente seletivamente fermentado que promove mudangas especificas,
tanto na composi¢do e/ou atividade na microflora gastrointestinal que confere beneficios no
bem estar e satde do hospedeiro”. (Gibson, 2004; Gibson et al., 2017)

Com o tempo, as pesquisas ¢ o desenvolvimento de prebidticos foram expandindo de
escopo, para além da aplicagdo somente no trato gastrointestinal, assim, em 2008 a
Organizagao das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura (FAO) organizou uma
reunido técnica para atualizar a defini¢do de prebidticos, no artigo “FAO Technical meeting
on prebiotics”, redefinindo o conceito para “um componente alimentar ndo viavel que confere
um beneficio a satide do hospedeiro associado a modulagdo da microbiota”. (Pineiro et al.,
2008; Gibson et al., 2017)

Em 2010, G. R. Gibson, no artigo “Dietary prebiotics: current status and new
definition”, cria uma categoria mais restrita nomeada de “prebiodticos dietéticos” e definida
como “um ingrediente fermentado seletivamente que resulta em mudangas especificas na
composi¢do e/ou atividade da microbiota gastrointestinal, conferindo assim beneficio(s) a
saude do hospedeiro”. (Gibson, 2010; Gibson et al., 2017)

A partir dessas propostas de mudangas do conceito, além de outras, e da necessidade
de chegar a um consenso sobre a definicdo, em 2017 a Associacdo Cientifica Internacional
para Probioticos e Prebidticos (ISAPP) realizou um painel de consenso com varios
especialistas, a partir da qual, chegou na seguinte defini¢do: um substrato que ¢ seletivamente
utilizado por microrganismos hospedeiros conferindo um beneficio a satde. (Gibson et al.,

2017)
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6.3.2. Consenso sobre substincias prebiéticas

Os tipos de prebidticos com bastante evidéncias, e que sdo geralmente os mais
pesquisados e utilizados na industria, sdo os frutooligossacarideos (FOS, também chamadas
de frutanos), galactooligossacarideos (GOS, também chamados de galactanos), além destes, a
lactulose, com menos estudos € menos utilizada, também ¢ citada como prebiotico. (Gibson et
al., 2017; Davani-Davari et al., 2019)

Outros candidatos a prebioticos, bastante estudados, mas que as pesquisas apontam a
necessidade de mais evidéncias para a confirmacdo como prebioticos, sao: Amido resistente,
polidextrose, isomalto-oligossacarideos, xilooligossacarideos, pectina, oligossacarideos do

leite humano e polifendis. (Gibson et al., 2017; Davani-Davari et al., 2019)

6.3.3. Aplicacdes no laboratério

Como a pesquisa com prebidticos no laboratorio ¢ focada na modulagao benéfica da
microbiota intestinal a partir da ingestdo de produtos naturais, a defini¢ao utilizada pelo
laboratério ¢ a original, todavia, o laboratdério também pesquisa produtos com substancias que
ndo sdo substratos ndo digeriveis, como acucares, alguns tipos de fibras soliveis ou polifendis
glicosilados, mas ndo trabalha com eles os classificando como candidatos a prebidticos,
apenas os classificando como substancias ou produtos com efeitos prebioticos. Nao havendo
assim, no laboratorio, um foco em provar novos prebidticos, conforme os requisitos e
discussdo abordada anteriormente, mas sim em utilizar produtos com estes efeitos para a
modulagdo da microbiota intestinal.

Alguns exemplos de produtos ja pesquisados pelo laboratério e seus substratos
constituintes de interesse em efeito prebiotico: farinha de banana verde (amido resistente),
extrato soluvel de cha mate (polifendis), bagaco de laranja (pectina), café (fibras de baixo
peso molecular, glicose, sacarose e frutose) e residuo de cevada (fibras soluveis de baixo

peso molecular e aminoacidos).
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7. CONCLUSAO

O estagio curricular obrigatorio ¢ um componente importante para a formacao do
Biodlogo por permiti-lo ter contato com a aplicagdo pratica da area, além de dar a oportunidade
de observar a relagdo no dia a dia da teoria com a pratica nos laboratorios.

O estdgio me permitiu conviver o cotidiano do laboratério e entender na pratica a
relagdo dos processos cientificos com a teoria das linhas de pesquisa do laboratoério,
permitindo minha formacao tanto nos métodos utilizados, como também na teoria, dando a
oportunidade de vivenciar frutiferas discussdes tedricas, assim como a vivenciar e
compreender o cotidiano de um pesquisador e de um laboratorio, cotidiano esse que ndo ¢é
possivel compreender somente com as disciplinas da graduacdo. Sendo assim, o estagio foi
importante para complementar a minha formacao e possibilitar uma formag¢ao completa como

bidlogo.
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