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RESUMO

Os micro-organismos probidticos s&o utilizados em varios produtos
alimenticios ou em suplementos alimentares. Simuladores intestinais representam
uma opcéo de realizagdo de estudos com a microbiota intestinal. O simulador do
ecossistema microbiano humano (SEMH) consiste em uma sucessdo de cinco
reatores conectados que representam as diferentes partes do trato gastrointestinal
humano com seus respectivos valores de pH, tempo de residéncia e capacidade
volumétrica. O SEMH foi utilizado para estudar o efeito do Enterococcus faecium
CRL 183 e do Lactobacillus acidophilus CRL 1014 sobre a microbiota intestinal
nativa. Inicialmente, o in6culo preparado com fezes humanas foi introduzido nos trés
reatores, responsaveis por simular o colon ascendente, transverso e descendente.
Apos duas semanas de estabilizagdo foi adicionado, diariamente, durante quatro
semanas, E. faecium CRL 183 e L. acidophilus CRL 1014 contendo 108 UFC/mL nos
trés compartimentos que simulam o coélon ascendente, transverso e descendente.
Apos as quatro semanas de tratamento o sistema permaneceu durante duas
semanas sem adicdo de probidticos. Durante todo o experimento, foi realizado
semanalmente a composi¢cao da microbiota intestinal baseada na enumeragao de
bactérias aerdbias e anaerdbias totais, Enterococcus spp., Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Enterobactérias e Clostridium spp. Semanalmente, também,
foram realizadas analises de acidos graxos de cadeia curta (acetato, butirato e
propionato) e amoénia. Através da analise microbiolégica observou-se alteracoes
significativas na composi¢cao da microbiota do SEMH no decorrer do periodo do
experimento. Alteragdes significativas também foram observadas na concentragao
de amoénia e de AGCC, podendo assim observar a influéncia da inoculagao de

probiéticos na microbiota nativa e os metabdlitos produzidos por ela.
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1. INTRODUCAO

1.1. Microbiota intestinal

Compreendendo mais de 400m? o trato intestinal & colonizado por
aproximadamente 100 trilhdes de micro-organismos (MACDONALD &
MONTELEONE, 2005). H4 um aumento da concentragdo bacteriana ao longo do
trato intestinal com, aproximadamente, 10* células/g de contetdo luminal no
estdmago e duodeno até uma densidade de 10''-10"* células/g no intestino grosso
(WHITMAN et al., 1998). No total, o numero de bactérias intestinais é
aproximadamente dez vezes o numero de células que constituem o corpo humano.

Com base em sequenciamento de rRNA foi possivel identificar até 40 mil
espécies de bactérias intestinais (FRANK et al., 2008). Observou-se que 99% das
bactérias intestinais sdo constituidas por quatro filos, incluindo Proteobacteria,
Actinobactérias e os dois principais filos Bacteroidetes e Firmicutes (MANSON et al.
2008). Enquanto, as espécies Bacteroidetes mostram uma grande variedade entre
os individuos, um numero elevado de espécies Firmicutes pertencem a aglomerados
clostridiais produtores de butirato (ECKBURG et al., 2005). Com os avangos das
técnicas de biologia molecular e o desenvolvimento das ciéncias émicas, sabe-se
que microbioma intestinal, contém 100 vezes mais genes do que o todo genoma
humano (TSAI & COYLE, 2009).

O intestino humano e sua microbiota apresentam uma estreita relagdao. Se
esta é de ganho para ambos os parceiros é referida como simbiose, enquanto uma
relacdo comensal é caracterizada por um beneficio para um e nenhum ganho ou
perda para o outro parceiro e uma relacdo parasitaria € benéfico para um, mas
prejudicial para o outro parceiro (METGES, 2000).

Microbiota comensal ndo patogénica tém um impacto sobre a fisiologia normal



do TGI. Elas garantem a eficacia da motilidade intestinal, do crescimento e da
imunidade, bem como a digestdo de nutrientes, absorg¢ao, angiogénese e fortificagao
da barreira de muco (ROUND & MAZMANIAN, 2009). Outras fungdes da microbiota
Gl incluem digestdo de nutrientes, modificagdo de acidos biliares (BAs), e a
suplementacao nutricional de compostos auxotroficos adicionais, tais como acido
folico e biotina (JONES et al., 2008).

A complexa interacao entre a dieta e a microbiota intestinal normal, tem
promovido o desenvolvimento de estratégias que permitam o crescimento seletivo de

micro-organismos benéficos ou probidticos (LIONG, 2007).

1.2. Probidticos

Probidticos sao “micro-organismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude do hospedeiro” (FAO,
2001). O papel potencial de probiéticos tem sido extensivamente analisado, e
seus efeitos benéficos incluem a estimulagdo do sistema imune, alivio na
constipagao intestinal, produgao de vitaminas, aumento da absor¢ao de minerais
e reducéao do risco de desenvolvimento de cancer de célon (GILL et al., 2004)

A ingestdo de bactérias probidticas tem se mostrado como preventiva no
desenvolvimento de lesGes pré-neoplasicas e tumores em animais induzidos
quimica e biologicamente (GOLDIN et al.,, 1984; ROWLAND et al., 1998). Os
mecanismos pelos quais as bactérias probidticas exercem a atividade antitumoral
nao estdo claramente elucidados. Mercenier et al., (2003) resumiram varias
suposi¢des destas atividades, dentre elas estdo: modulagdo do sistema imune;
ligacao e/ou degradacao dos potenciais carcinogénicos (melhorando a atividade

metabdlica intestinal); alteragdo da atividade metabdlica da microbiota intestinal;



alteracbes das condi¢cdes fisico-quimicas do cdélon; melhoramento quali e
quantitativo da microbiota intestinal e redu¢ao de promotores carcinogénicos.

As bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium séo as
mais frequentemente empregadas como probidticos em alimentos, uma vez que
elas tém sido isoladas de todas as por¢des do trato gastrointestinal do humano
saudavel. O intestino delgado e o colon sdo os locais preferenciais para a
colonizagao intestinal dos lactobacilos e bifidobactérias (CHARTERIES et al.,
1998; BIELECKA et al., 2002).

Lactobacillus acidophilus € uma bactéria gram-positiva, produtora de acido
lactico que possui a capacidade de sobreviver no trato gastrointestinal (TGI),
modifica a flora fecal (SUI et al., 2002), adere as células epiteliais humanas in
vitro (SANDERS & KLAENNHAMMER, 2001), modula a resposta imune do
hospedeiro e previne gastroenterites microbianas (VARCOE et al., 2003). Além
disso, L. acidophilus tem a capacidade de usar oligossacarideos nao digeriveis,
que podem também contribuir para a capacidade do organismo para competir no
TGl humano (BARRANGOU et al., 2003).

Nosso grupo de pesquisa vem se dedicando ao estudo das propriedades
probidticas do Enterococcus faecium CRL 183. Varios efeitos benéficos foram
observados, tais como; modulador do perfil lipidico, estimulacdo do sistema
imune, atividade anti-carcinogénica e inibicdo de osteoporose pods-menopausa
(ROSSI et al., 2000; 2001; CARLOS et al., 2005; VENDRAMINI et al., 2006;
SHIGUEMOTO et al., 2008; SILVA et al., 2009)

1.3. Amonia
Entre os produtos de degradacao de proteinas encontram-se acidos graxos

de cadeia curta, acidos graxos ramificados, derivados fendlicos, inddlicos,



poliaminas, aminas e aménia. As aminas e amdnia sdo metabdlitos deletérios que
podem ser absorvidos ou excretados na urina (Coudeyras e Forestier, 2010).
Estudos tém demonstrado que altas concentracbes de amobnia agem como
promotores de tumor no cdlon, pois sao toxicas para as células epiteliais do
intestino (Montalto et al, 2009). A urease é expressada por muitas bactérias e
mediada pela hidrdlise da uréia em aménia, a qual é fonte de nitrogénio bacteriano
(Hogjberg et al., 2004).
1.4. Acidos Graxos de Cadeia Curta
Uma das caracteristicas mais comuns da microbiota intestinal & a
fermentacao. Os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e lactato sao metabolitos
microbianos benéficos. AGCC e lactato acidificam o lumen intestinal, causando a
inibicdo do crescimento ou mesmo a morte de micro-organismos causadores de
infecgdes oportunistas. Além disso, os AGCC sao uma fonte de energia para o
hospedeiro: butirato nas células epiteliais do coélon, acetato e propionato, no
figado e células musculares (Underwood et al., 2009; Vitali et al., 2010; Vinolo et
al., 2011; Rehman et al., 2012). Acidos graxos de cadeia curta (AGCC) s&o
acidos graxos organicos com 1-6 atomos de carbono. Estes surgem a partir da
fermentacdo bacteriana dos polissacarideos, oligossacarideos, proteina,
peptideo, e glicoproteina precursores no colon. A fermentacdo envolve uma
variedade de reacdes e processos metabdlicos da flora microbiana anaerdbia
com a finalidade de decomposicdo de matéria organica metabolizavel,
produzindo energia para o crescimento microbiano e sua manuteng¢ao e outros
produtos metabdlicos para o uso do hospedeiro. O aumento da concentragao
AGCC esta associado a diminuigado do pH das fezes, sendo que varios estudos

mostram que as fezes com pH baixo estdo associadas com a diminuigdo do
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cancer de célon (CUMMINGS et al., 2001; WOLLOWSKI et al., 2001).

1.5. Simuladores intestinais

A microbiota intestinal pode ser estudada “in vivo” utilizando voluntarios
humanos saudaveis, pacientes hospitalizados ou modelo animal. Existem varias
limitagbes nas investigacbes com voluntarios saudaveis e pacientes hospitalizados,
tais como, o elevado custo destes experimentos e o tipo de alimentos ou drogas que
sao administradas aos pacientes. Os modelos animais sdo excelentes na avaliagao
da microbiota intestinal, pois possibilitam o controle da dieta e o acesso direto ao
conteudo intestinal, bem como aos tecidos e 6rgaos. Entretanto, os modelos animais
sao relativamente caros e demorados quando comparados com os modelos “in vitro”
(MACFARLANE et al., 2007).

Uma alternativa de investigacdo é o uso de modelos de cultivo continuo ou
semi-continuo para simular o intestino grosso. O sistema de cultivo continuo foi
validado usando medidas do conteudo intestinal de vitimas de morte repentina
(MACFARLANE et al., 2007). Entre as vantagens deste modelo estao a facilidade
de utilizagdo, a possibilidade de uso de substancias radioativas e o baixo custo
(GIBSON & FULLER, 2000).

Os modelos “in vitro” permitem simplificar a realidade, podendo-se estudar
separadamente o metabolismo da microbiota nativa e adicionada, na presenga de
substratos especificos (MACFARLANE et al., 2004).

Varios modelos “in vitro” vém sendo propostos para o trato digestivo
(SALMINEN et al.,, 1998). Os modelos mais utilizados sdo os de sistema de
batelada, semi-continuo ou continuo, os quais s&o considerados os mais adequados

para estudos das diferentes funcdes intestinais. Cada um destes modelos apresenta
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caracteristicas peculiares e a escolha do tipo de cultivo depende do objetivo do
estudo em questdo (RUMNEY & ROWLAND, 1992., GIBSON & FULLER, 2000).

O modelo de cultivo continuo vém sendo utilizado na investigagdo do
metabolismo e ecologia da microbiota intestinal, com énfase na utilizacédo de
probidticos (PAYNE et al., 2003 ; PEREIRA et al., 2003 ), prebidticos (RYCROFT et
al., 2001 ; TZORTZIS et al., 2005) e a formagédo de produtos de fermentagao
(MACFARLANE et al.,, 2007). Makelainen et al., (2009) avaliaram em modelo de
cultivo continuo, a eficacia de queijo de massa semi-cozida como veiculo de inclus&o
de probidticos. Os resultados mostraram que os probidticos sobreviveram ao trato
gastrointestinal e que a matriz alimenticia nao influenciou na sobrevivéncia dos

micro-organismos probidticos.

2. OBJETIVOS GERAIS
Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da adicdo de Lactobacillus

acidophilus CRL 1014 e Enterococcus faecium CRL 183 sobre a microbiota intestinal

nativa utilizando o Simulador do Ecossistema Microbiano Humano (SEMH).

3. DESENVOLVIMENTO

3.1. Metodologia

3.1.1. Simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH)
O simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH) consiste em uma

sucessao de cinco reatores conectados que representam as diferentes partes do

trato gastrointestinal humano com seus respectivos valores de pH, tempo de
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residéncia e capacidade volumétrica (Tabela 1), com um tempo de retencéo de 76 h
nos trés ultimos compartimentos. Os cinco reatores foram continuamente agitados
por um agitador magnético e mantidos a temperatura de 37°C por meio de um
termostato. O meio foi mantido em anaerobiose, pela injecédo diaria de N, durante 30
minutos. O pH adequado de cada porcédo do trato foi automaticamente controlado
pela adigdo de NaOH 1N ou HCI 1N (POSSEMIERS et al., 2004; MOLLY et al.,
1994).

Cada reator apresenta oito aberturas: para entrada e saida do meio,
amostragem da fase liquida e do espag¢o ocupado pelos gases, pH-eletrodo, pH-
controle (acido e base) e para injegdo de gases. Bombas peristalticas foram
utilizadas para transferir sucessivamente os conteudos entre os recipientes (Figura

1), de forma continua (MOLLY et al., 1994), simulando o trato gastrointestinal.

Tabela 1. Valores de volume, tempo de residéncia e pH estabelecidos em

cada um dos reatores do simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH)

Reator Volume (ml) Tempo de residéncia pH
(h)
R3:Cdlon ascendente 500 20 5,6-5,9
R4:Célon transverso 800 32 6,1-6,9
R5:Célon descendente 600 24 6,6-6,9

Fonte: POSSEMIERS et al. (2004)

No inicio do experimento, os ultimos 3 reatores foram inoculados com amostra
de fezes de doador adulto voluntario que nao tenha utilizado antibiético por um
periodo de 2 anos antes do inicio do experimento. Foram coletadas 20 g de fezes e
diluidas dez vezes com tampéao fosfato contendo 0,05 mol/L de Na;HPO,, 0,05 mol/L

de NaH,PO; e 0,1% de Na-tioglicolato (pH 6,5). Posteriormente, agitada no
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homogeneizador de amostras tipo Stomacher® por 10 min, a amostra diluida foi
centrifugada por cinco minutos a 3000 rpm. Do sobrenadante, 40 mL foram

adicionados aos reatores 3, 4 e 5.

Solugdio. Acida, -
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Figura 1. Representagdo esquematica do Simulador do Ecossistema

Microbiano Humano (SEMH).

O periodo experimental utilizando este tipo de reator, como descrito por Van
de Wiele et al., (2007), incluiu um periodo de estabilizacdo (Periodo controle) de
duas semanas, apos a inoculagdo da amostra de fezes, para permitir a adaptagao
das bactérias intestinais as condicdbes ambientais presentes nos diferentes
compartimentos do coélon e permitir, também, a formagcdo de uma comunidade
microbiana estavel. Durante este periodo o meio alimentar basal (Tabela 2) passou
pelo sistema, trés vezes ao dia, possibilitando a adaptagdo da comunidade
microbiana as condi¢cdes fisico-quimicas e nutricionais que predominam nas
diferentes partes do colon (MOLLY et al.,, 1993). Apos as duas semanas de

adaptacao, o periodo de tratamento se iniciou. Durante esse periodo, 109 UFC/mL
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de L. acidophilus CRL 1014 e E. faecium CRL 183 foram inoculadas diariamente,
mantendo-se a passagem do alimento basal trés vezes ao dia, durante quatro
semanas. Apds o periodo de tratamento, iniciou o periodo de pods-tratamento.
Durante duas semanas somente o meio basal entrou no sistema.

Tabela 2. Composigdo do meio alimentar basal dissolvido em agua destilada.

Constituintes Quantidades (g/L)
Amido 3,0
Pectina 2,0
Mucina (Suinos gastrica tipo Ill) 4,0
Xilana 1,0
Peptona 1,0
Triptona 1,0
Glicose 0,4
Extrato de levedura 3,0
L-cisteina 0,5

Fonte: PAYNE et al.(2003)

3.1.2. Preparo de células de E. faecium CRL 183 e Lactobacillus acidophilus
CRL 1014

Semanalmente, cultura pura de E. faecium CRL 183 e Lactobacillus
acidophilus CRL 1014 foram inoculadas em meio Caldo MRS (Acumedia, Baltimore).
As bactérias na fase log foram centrifugadas (4000 x g, 10 min., 4°C) e lavadas com
agua peptonada estéril, as quais foram mantidos em agua peptonada estéril na
concentragao de 10® UFC/mL até o momento da utilizaggo (Sivieri et al., 2007).
3.1.3. Analises microbiolégicas

Semanalmente, durante todo o periodo experimental (controle, tratamento e
pos tratamento), 5 mL de amostras foram coletadas dos reatores para as analises
microbiolégicas. A andlise da composi¢do da microbiota intestinal foi baseada na

contagem de bactérias aerobias e anaerdbias totais, Enterococcus spp.,
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Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterobactérias, Clostridium spp. e
Bacteroides. Um mililitro de amostra de cada reator foi suspenso em nove mililitros
de agua peptonada. Diluicées seriadas foram preparadas e inoculadas em meios de
cultura seletivos: aerdbios totais e anaerobios facultativos em meio “Plate Count
Agar’” (PCA) (Acumedia, EUA; 37°C/48h); Enterococcus spp. em meio KF
Streptococcus Agar ( Acumedia, EUA; 37°C/48h) (EDLUND et al., 2000);
Lactobacillus  spp. em meio MRS Agar (Merck, Alemanha; 37°C/48h,
anaerobiose) (Yoshioka et al., 1983); Bifidobacterium spp. em meio Reinforced
Clostridial Agar (RCA) com suplementagao de NPKIT (Difco, 37°C/72h, anaerobiose)
(MUNOA & PARES, 1988), Enterobactérias em meio MacConkey agar (Acumedia,
EUA; 37°C/48h) (BRIGIDI et al., 2001) e Clostridium spp. em meio RCA (Difco,
Franga; 37°C/48h, anaerobiose) (MARZOTTO et al., 2006). Apdés o periodo de
incubacao foi realizada a contagem das colbnias em placa. Os resultados das
contagens de UFC/mL foram expressos em logaritmo na base 10.
3.1.4. Analise de amoénia

Durante todo o periodo experimental (pré-tratamento, tratamento e pods -
tratamento) foram coletadas 25 mL, uma vez por semana, amostras dos reatores
para analise de amonia.

O conteudo de amobnia foi determinado utilizando-se um medidor de ion
seletivo (modelo 710A, marca Orion) acoplado a um eletrodo de ion seletivo para
amoénia (modelo 95-12, Orion). O aparelho foi calibrado utilizando solu¢des padrao
de cloreto de aménio 0,1M, nas concentragdes de 10, 100 e 1000 mg/L de amédnia.
Em 25 mL de amostra foi adicionado 0,5 mL de solugcédo ISA (ammonia pH adjusting
lonic Strength Adjuster (Orion) — solucao ajustadora de pH e forca ibnica). Todas

as medidas foram realizadas a 25°C (Bedani, 2008).
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3.1.5. Andlise de 4cidos graxos de cadeia curta
Durante todo o periodo experimental (pré-tratamento, tratamento e pods -

tratamento) foram coletadas, uma vez por semana, amostras dos reatores para
analise de acidos graxos de cadeia curta.

Utilizou-se para determinar os AGCC a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), Sistema SHIMADZU®, equipado com bomba LC-10ADVP, amostrador
automatico SIL-20A HT, forno CT-20A, dois detectores ligados em série: detector de
ultravioleta (UV) com arranjo de diodos SPD-M10 AVP e detector por indice de
refracdo RID-10A; controlador SCL-10AVP. Coluna AMINEX® HPX-87H (300 mm x
7.8 mm, BioRad) e software Class-VP (SHIMADZU®). O eluente utilizado foi solugao
de H,SO4 0,005M, com fluxo de 0,5 mL/min, temperatura do forno da coluna de 43
°C. O volume injetado foi de 100 pL. E para o preparo das amostras utilizou-se 1 mL
de amostra filtrada em membrana de 0,2 um e adicionou 80 pL de solugao de H,SO4

2M.

3.2. Resultados e Discussao

3.2.1. Analises Microbiolégicas
O intestino humano é o habitat natural de um grande numero de micro-

organismos, principalmente bactérias, que se adaptaram a vida na superficie das
mucosas ou na luz intestinal. O termo microbiota refere-se aos micro-organismos
vivos reunidos em um determinado nicho ecoldgico. O ecossistema microbiano
intestinal inclui espécies nativas permanentemente que colonizam o trato
gastrointestinal e uma série de micro-organismos vivos que passam através do tubo
digestivo temporariamente. As bactérias nativas sdo adquiridas no nascimento e
durante o primeiro ano de vida, enquanto que as bactérias transitérias sdo ingeridas

continuamente através da comida, bebida, etc. (GUARNER, 2007).
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A populagdo microbiana do intestino humano inclui cerca de 100 bilhdes de
bactérias de cerca de 500 a 1.000 espécies distintas. O tempo de transito do célon é
lento o que da a oportunidade para a proliferagdo dos micro-organismos
fermentadores dos substratos disponiveis oriundos da dieta ou de secrecdes
endogenas(GUARNER, 2007).

Na Tabela 3 sdo observados os valores das contagens microbioldgicas dos
frascos que simularam os cdélons ascendente, transverso e descendente do reator

SEMH.

Tabela 3. Médias das populagdes microbianas (txdesvio padrdo), expressas em log
UFC/mL, para diferentes grupos e géneros, em diferentes seguimentos do célon e
em diferentes periodos experimentais, em decorréncia da insercdo no E.faecium

CRL 183 e do L. acidophilus CRL 1014 no sistema.

Cdélon Cdélon Célon
Grupos Microbianos Ascendente Transverso Descendente

Periodo pré-tratamento

Lactobacillus spp. 7,00 +1,09 B 7,16 +1,28°8 6,91 +1,01°
Enterococcus spp. 5,96 +1,05® 5,96 +1,05° 6,53 +0,58 °
Clostridium spp. 8,12 +0,12 B 7,51 +0,56 ° 8,00 +1,09®
Bifidobacterium spp. 6,34 +0,63 B 6,80 +0,87 ® 6,99 +1,08 ®
Enterobactérias 6,36 +0,40° 7,07 +1,184 7,04 +1,154
Aerdébios Totais 8,16 +0,51°2 8,69 +0,91° 8,80 +0,57
Aerobios Facultativos 8,26 +0,28° 7,92 +1,06 8 8,71+0,41°
Periodo tratamento

Lactobacillus spp. 9,72 +1,30 A 9,70 +1,20 4 9,62 +1,56
Enterococcus spp. 8,75 +1,07 8,73 1,194 8,73 +0,63"
Clostridium spp. 9,93 +0,69 " 9,77 +0,59 4 9,83 +0,44 A
Bifidobacterium spp. 9,12 +0,90 9,15 +0,99 9,14 +0,73%
Enterobactérias 8,11 +0,70 4 7,93 +0,66" 8,03 +0,76*
Aerobios Totais 9,44 +0,32° 9,41 +1,374 9,35 +1,04
Aerobios Facultativos 9,94 +1,014 9,52 +0,91 4 9,84 +0,82 4
Periodo pos-tratamento

Lactobacillus spp. 9,56 +0,64 9,74 +0,59 9,68 +0,67
Enterococcus spp. 5,50 +0,57 B 5,74 +0,47° 5,44 +0,55°
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Clostridium spp. 9,78 +0,06 ® 9,81 +0,13° 9,80 +0,16
Bifidobacterium spp. 8,52 +0,27 A 8,45 +0,26 8,49 +0,74 "
Enterobactérias 6,48 +0,41° 6,67 +0,47° 6,59 +0,13°
Aerdbios Totais 9,59 +0,23 9,55 +0,09 9,57 +0,11
Aerdbios Facultativos 9,31+0,22" 9,40 +0,13" 9,37 0,06 ®

*Letras maiusculas iguais nao diferem estatisticamente (p<0,05) entre 0 mesmo

grupo microbiano, nos periodos de pré-tratamento, tratamento e pés- tratamento.

Com relagado a populagcdo de enterobactérias foi verificada uma mudanca
quantitativa durante o periodo de tratamento no reator que representa o cdlon
ascendente. Em um estudo realizado por Bedani et al., (2010) observou-se um
aumento significativo desses micro-organismos nas fezes de ratos apos

consumirem, durante trinta dias, células puras de E. faecium CRL 183.

Em estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa (SIVIERI et
al., 2007) ndo observou nenhuma mudanga quantitativa na flora de Enterococcus
spp. nas fezes em ratos que consumiram durante 30 semanas, diariamente, E.
faecium CRL 183. Porém, no reator SEMH, durante o periodo de tratamento, ocorreu
um aumento estatisticamente significativo nos trés reatores (aproximadamente trés

ciclos log.) na contagem de Enterococcus spp.

A concentragdo da populagdo de Lactobacillus spp. aumentou
significativamente em aproximadamente trés ciclos logaritmicos nos ftrés
seguimentos do colon durante a fase de tratamento. De acordo com Marteau (2010),

0 colon € o sitio primario da colonizagdo microbiana.

O pH no célon ascendente encontra-se em torno de 5,6 a 5,9, o que favorece
o crescimento de Lactobacillus spp. Segundo Coudeyras e Forestier (2010) a regido
ascendente e transversa do colon tem uma flora semelhante ao do estémago, com

dominancia de aerdbios e anaerdébios facultativos. O género dominante desta regiao
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€ o Streptococcus spp., sendo que encontra-se também, Lactobacillus spp. e
Enterococcus spp., 0os quais geralmente estdo presentes no conteudo do lumem

intestinal.

O tratamento estimulou o crescimento da populacdo de bifidobactérias nas
trés regides do célon. Em estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa
(SIVIERI et al., 2011) ja havia sido relatado comportamento semelhante no
crescimento desse género. Bedani et al., (2010) também observaram que os animais
que receberam a suspensao do cultivo puro de E. faecium CRL 183 apresentaram

aumento da populagao fecal de bifidobactérias nas fezes.

Com relacgéo a populagao de Clostridium spp. houve um aumento significativo
durante o periodo de tratamento nas trés regides avaliadas do colon. Bactérias
pertencentes a esse género podem ser prejudiciais devido a sua atividade
metabdlica e carater patogénico de algumas espécies (MONTESI et al., 2005). As
espécies do género Clostridium podem estar envolvidas em processos inflamatérios
de doencas intestinais (GUARNER E MALAGELADA, 2003). Entretanto, Bedani et
al., (2010) ndo observaram alteragdo na populagéo fecal de Clostridium spp. em

ratos que consumiram cultivo de E. faecim CRL 183.

Com relacao a populagcdo de aerébios totais também se observou
aumento significativo destes micro-organismos durante o periodo de tratamento.
Para os aerobios facultativos houve um aumento significativo nas trés regides do
colon. Segundo Coudeyras e Forestier (2010) uma das principais diferengas entre a
microbiota encontrada nas fezes e no célon &€ em relagdo aos anaerodbios

facultativos, os quais sao abundantes no célon e praticamente ausentes nas fezes.

Ao se comparar os periodos de pre-tratamento, tratamento e pds- tratamento
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pode-se afirmar que no periodo de pdés-tratamento ndo ha reducgéo significativa na
concentragdo da maioria dos grupos microbianos avaliados. Segundo Doré e
Corthier (2010) a microbiota intestinal dominante é resistente a modificagbes. A
administracdo de probidticos ou prebidticos pode alterar temporariamente a
homeostase intestinal. Também, pode-se afirmar que o E.faecium CRL 183 e o L.
acidophilus CRL 1014 estimularam o crescimento de alguns grupos microbianos, tais
como; Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.
3.2.2. Anélise de amonia

Na Figura 2 observa-se os valores de amoénia encontrados nas fases de preé-
tratamento, tratamento e pos- tratamento.

Durante o periodo de tratamento foi observado um aumento significativo dos
niveis de aménia, com uma posterior redugcdo, no reator que simula o colon
descendente (Figura 2). Bedani et al (2010), também observaram um aumento
significativo da concentragdo de amodnia, em ratos que consumiram diariamente
células de E. faecium CRL 183. Pomessier et al., (2004) encontraram resultados
semelhantes em relacdo ao conteudo de aménia em experimento utilizando um

simulador dindmico do ecossistema microbiano humano.
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Figura 2. Conteudo de amdnia (ppm) nos frascos do simulador do ecossistema
microbiano humano (SEMH), durante o periodo pré-tratamento, tratamento e poés-
tratamento.

*Letras iguais nao diferem estatisticamente (p<0,05) nos periodos de pré-
tratamento, tratamento e pds- tratamento, referente a suspensdo coletada nos
reatores 1, 2 ou 3 (colon ascendente, transverso ou descendente).

3.2.3. Andlise de acidos graxos
Um aumento significativo na concentracao de acido butirico foi observado nos

reatores que simulam o célon transverso e o descendente (Figura 3).
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Figura 3. Producdo de acido butirico (mg/mL de suspensado) nos frascos do
simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH), durante o periodo pré-

tratamento, tratamento e pés-tratamento.

*Letras maiusculas iguais nao diferem estatisticamente (p<0,05) nos periodos de pré-tratamento,
tratamento e pos- tratamento, referente as amostras coletadas nos reatores 1, 2 e 3 (colon

ascendente, transverso e descendente).

O aumento da concentragdao AGCC esta associado a diminuicdo do pH das
fezes, sendo que varios estudos mostram que as fezes com pH baixo estdo
associadas com a diminuicdo do céncer de cdélon (CUMMINGS et al.,, 2001;
WOLLOWSKI et al., 2001).

Foi observado em estudos prévios, utilizando modelo animal que o consumo
de células puras de E. faecium CRL 183 inibiu o desenvolvimento do cancer de
célon (SIVIERI et al., 2008). Nesse sentido, pode-se supor que esta inibicdo poderia
estar relacionada com a producgao acido butirico observada in vitro.

O butirato esta associado com muitas propriedades biolégicas no colon. Um dos
primeiros efeitos observados do butirato estad no grau de metilagdo do DNA, que

provavelmente esta associado com a modificagdo da expressédo génica. O butirato,
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também pode melhorar a proliferacao celular de células normais e a supressao da
proliferagdo de células transformadas (WOLLOOWSKI et al., 2001) e induzir a
expressdo de glutationa-S-transferases (GST) e outros genes de resposta ao
estresse (SCHARLAU et al., 2009). As GSTs catalisam reag¢des entre compostos
glutationa e lipofilico com centros eletrofilicos, que leva a desativagdo de compostos
toxicos, xenobidticos, e produtos do estresse oxidativo (ECONOMOPOULOS et al.,
2010).

O acetato € um dos principais AGCC no célon, &€ prontamente absorvido e
transportado para o figado e, portanto, € menos metabolizado no colén (COOK et
al., 1998).

A Figura 4 representa a produgao de acido acético durante os periodos de preé-
tratamento, tratamento e pos-tratamento no SEMH. Durante o tratamento com
Lactobacillus acidophilus CRL1014 e Enterococcus faecium CRL 183 ocorreu um
aumento significativo de produgdao de acido acético, apenas no frasco
correspondente ao colon descendente. No periodo de pos-tratamento os niveis

deste acido diminuiram, diferindo estatisticamente do periodo de pré-tratamento.
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Figura 4. Producao de acido acético (mg/mL de suspenao) nos frascos do simulador

do ecossistema microbiano humano (SEMH), durante o periodo pré-tratamento,

tratamento e pos-tratamento.

*Letras mailsculas iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05) nos periodos de pré-tratamento,

tratamento e pos- tratamento, referente as amostras coletadas nos reatores 1, 2 e 3 (colon

ascendente, transverso e descendente).

Em relagdo ao acido propidnico foi observado um aumento significativo da

concentracdo nos reatores que simulam o célon transverso e descendente, durante

o periodo de tratamento com Lactobacillus acidophilus CRL1014 e Enterococcus

faecium CRL 183. Ja no reator que simula o célon ascendente observa-se uma

grande reducao ao longo dos periodos. No periodo de pos-tratamento ocorreu uma

diminuicdo da concentragao deste acido, entretanto somente no colon descendente

esta variacao foi estatisticamente significativa (Figura 5).
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Figura 5. Produgéo de acido propidénico (mg/mL de suspendo) nos frascos do

simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH), durante o periodo pré-

tratamento, tratamento e pds-tratamento.

*Letras maiusculas iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05) nos periodos de pré-tratamento,

tratamento e pods- tratamento, referente as amostras coletadas nos reatores 1, 2 e 3 (colon

ascendente, transverso e descendente).

Observagdes em animais sugerem que o propionato inibe a sintese de

colesterol, inibindo tanto a sintase 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA quanto a 3-hidroxi-3-

metilglutaril-CoA redutase (BUSH et al., 1971; RODWELL et al., 1976). O aumento

da producdo de propionato, por meio de fermentacdo, pode inibir a sintese de

colesterol hepatico (CHEN et al., 1984).

4. CONCLUSAO

A partir deste estudo é possivel concluir que no modelo in vitro a inoculacéo
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de micro-organismos probidticos influenciou modificando a microbiota intestinal
nativa através do aumento na concentracdo de UFC/mL e consequentemente nas
concentragdes dos metabdlitos, como a amobnia e os acidos graxos de cadeia curta.
Estes resultados futuramente podem ser utilizados para o desenvolvimentos de
metodologias de estudo in vivo contribuindo para a elucidagdo dos fatores que
acarretam no desenvolvimentos de tumores intestinais e da influéncia do consumo

de alimentos probidticos no surgimento desta patologia.
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