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Resumo

Objetivo: analisar o efeito de um produto a base de extrato aquoso de soja,
fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus
416 e com adicdo de Bifidobacterium longum ATCC 15707, sobre a
composicdo da microbiota fecal, variacdo de peso corporal e parametros
inflamatoérios de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica. Métodos: O
protocolo experimental teve duracdo de 10 semanas sendo utilizados
camundongos machos Swiss (Unib: SW) com oito semanas de idade. Os
animais foram divididos em quatro grupos (n=10): C (controle negativo) -
animais alimentados com dieta padrdo para roedores (DP); OB (controle
positivo) - animais induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica (DHL -
61,01% do valor energético total de lipidios); OBF (fermentado probiotico) -
animais induzidos a obesidade por DHL e que receberam o produto
fermentado probidtico; OBP (placebo) - animais induzidos a obesidade por
DHL e que receberam o produto placebo (sem os cultivos microbianos). A
bebida probidtica e o produto placebo foram produzidos semanalmente e a
viabilidade das cepas E. faecium CRL 183, L. helveticus 416 e B. longum
ATCC 15707 foi determinada imediatamente apds o preparo do produto
probidtico (TO) e com sete dias de armazenamento a temperatura de
refrigeracao (5 °C). Ao longo do protocolo experimental foram monitorados
0S seguintes parametros: ingestdo hidrica e de racdo (diariamente), variacao
do peso corporal (semanalmente) e verificacao da glicemia de jejum (final do
protocolo). A composi¢ao da microbiota intestinal foi avaliada por Reag¢éo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (gPCR) no inicio e no final do
protocolo. Apds a eutanasia dos animais, as deposicoes de tecido adiposo
branco intra-abdominal (gordura retroperitoneal e epididimal) foram
removidas para determinacdo da massa, area e diametro dos adipdcitos e
niveis de citocinas pré e anti-inflamatorias no tecido adiposo (IL-1pB, IL-6, IL-
10, TGF-B e TNF-a). Resultados: Foi constatado que a populacdo média de
células viaveis dos microrganismos probidticos utilizados no processo
fermentativo permaneceu acima de 8,0 logUFC.mL* durante todo o
protocolo experimental. O grupo OBF se destacou por apresentar peso
médio inferior ao do grupo OB até a 9% semana do estudo (p<0,05). A andlise
histolégica evidenciou maior area e diametro dos adipdcitos nos grupos
alimentados por DHL, porém dentre estes, o grupo OBF apresentou valores
significativamente menores. Embora a glicemia de jejum ndo tenha
apresentado diferenca entre os grupos OB, OBF e OBP (p<0,05), os
marcadores inflamatorios indicaram aumento significativo de IL-6 e IL-10 nos
grupos OBF e OBP quando comparado aos grupos controles negativo e
positivo, além disso, houve maior expressdo de TGF-B no grupo OBP
(p<0,05). A analise da microbiota por gPCR demonstrou que 0s animais
induzidos a obesidade apresentaram aumento na propor¢cdo do género
Lactobacillus spp. (pertencente ao filo Firmicutes), no entanto, a
administracdo do produto probidtico (grupo OBF) contribuiu com o equilibrio
da microbiota intestinal ao manter a proporcdo de microrganismos do filo
Bacteroidetes e promover um aumento na populacdo de Bifidobacterium
spp. Conclusao: Nas condi¢bes do estudo, a ingestédo regular da bebida



probiotica foi capaz de reduzir o ganho de peso corporal, o tamanho dos
adipdcitos e promover uma melhora no perfil imunoldgico e no equilibrio da
microbiota fecal dos animais, atuando positivamente no controle da
obesidade.

Palavras-chave: Obesidade; Probi6tico; Microbiota intestinal; Citocinas
inflamatorias.

Abstract

Aim: to investigate the effect of an aqueous soy extract beverage, fermented
with Enterococcus faecium CRL 183 and Lactobacillus helveticus 416,
supplemented with Bifidobacterium longum ATCC 15707, on the composition
of fecal microbiota, change in body weight and inflammatory parameters of
mice submitted to a hyperlipidic diet. Methods: The length of the
experimental protocol was 10 weeks, and it was performed using Swiss type
male mice (Unib: SW) at eight weeks of age. The animals were divided into
four groups (n = 10): C (negative control) - animals fed with a standard diet
for rodents; OB (positive control) - animals induced to obesity by a high-fat
diet (HFD - 61.01% of the total energetic value of lipids); OBF (beverage
fermented with probiotics) - animals induced to obesity by HFD, that also was
fed with the probiotic fermented product; OBP (placebo) - animals induced to
obesity by HFD , that also was fed with the placebo product (the same
product without microbial cultures). The beverage fermented with probiotics
and the placebo product were produced weekly and the viability of its
microbial strains (E. faecium CRL 183, L. helveticus 416 and B. longum
ATCC 15707) was determined immediately after its preparation (TO) and
after seven days of storage at controlled temperature (5 °C). During the
experimental protocol, the following parameters were monitored: water and
food intake (daily), body weight variation (weekly) and fasting glycemia (at
the end of the protocol). The composition of the intestinal microbiota was
evaluated by Real-Time Polymerase Chain Reaction (gPCR) at the
beginning, middle and at the end of the protocol. After the animals’
euthanasia, the deposition of intra-abdominal white adipose tissue
(retroperitoneal and epidydimal fat) was removed to determine the mass,
area and diameter of adipocytes and levels of pro and anti-inflammatory
cytokines in the adipose tissue (IL-1B, IL-6, IL-10, TGF-f and TNF-a).
Results: The OBF group showed a lower mean weight than the OB group
until the 9th week of the study (p <0.05). The histological analysis evidenced
a larger area and diameter of the adipocytes in the groups fed by HFD,
however, among these, the OBF group showed significantly lower values.
Although fasting glycemia did not differ between OB, OBF and OBP groups
(p <0.05), inflammatory markers indicated a significant increase in IL-10 and
IL-6 within the OBF and OBP groups when compared to the negative and
positive control groups, in addition, there was higher expression of TGF-f in
the OBP group (p<0.05). Analysis of fecal microbiota by gPCR showed that
animals which were induced to obesity had an increase in the proportion of



the genus Lactobacillus spp. (belonging to the Firmicutes phylum), moreover,
administration of the beverage fermented with probiotic (OBF group)
appeared to contribute to intestinal balance by maintaining the proportion of
the Bacteroidetes phylum microorganisms and promoting a subtle increase in
the number of bifidobacteria. Conclusion: Under the conditions of the study,
the regular intake of the probiotic beverage could reduce body weight gain,
the size of adipocytes and promote an improvement in immune profile and
balance of the fecal microbiota of animals, acting positively in the control of
obesity.

Key-words: Obesity; Probiotic; Gut microbiota; Inflammatory cytokines
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Introducéo

A obesidade € uma doenca metabdlica de etiologia multifatorial,
caracterizada pelo acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal e que
esta fortemente associada com intolerancia a glicose, resisténcia a insulina,
dislipidemias e doencas cardiovasculares (1).

O desequilibrio energético, desencadeado pela oferta excessiva de
nutrientes, pode ser regulado pelo tecido adiposo, que atua como um
reservatorio calérico, e, em condicbes de déficit de energia promove a
lipdlise liberando nutrientes para outros tecidos (2).

Estudos indicam que a microbiota intestinal também influencia o
metabolismo energético, apresentando efeitos sistémicos sobre o
metabolismo lipidico do hospedeiro. Isso se deve a producdo de &cidos
graxos de cadeia curta, além de, possuirem a capacidade de extrair energia
da dieta, levando ao aumento da adiposidade corporal (3).

O trato gastrintestinal humano € composto por trilhdes de
microrganismos gque possuem influéncia sobre o metabolismo do hospedeiro
e sistema imune, protegendo contra patdgenos e mantendo a homeostase
energética por interagbes simbidticas. Dentre as variadas espécies
bacterianas, cerca de 90% pertencem aos filos Bacteroidetes e Firmicutes
(4).

Quando h& um desequilibrio na composi¢cdo da microbiota, verifica-se
aumento da permealidade intestinal, perda da integridade epitelial e ativacéo

da resposta imune da mucosa o que leva ao desenvolvimento de disturbios
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gastrointestinais como a doenca inflamatéria intestinal e também a outras
comorbidades metabdlicas como a obesidade e diabetes melitus tipo 2 (5).

Diferentes fatores ambientais podem interferir na composicdo da
microbiota intestinal, incluindo os padrbes alimentares, haja visto que, o
consumo de elevados teores de gorduras e acucares influenciam a
abundéancia relativa de microrganismos do filo Firmicutes, e uma alimentagéo
balanceada e de baixas calorias pode aumentar o numero de
microrganismos pertencentes ao filo Bacteroidetes, com impacto no
metabolismo do hospedeiro (6-7). Além disso, uma dieta rica em lipidios
pode causar uma inflamacgéo crénica de baixo grau a partir do aumento nos
niveis de endotoxinas circulantes, como o lipopolisacarideo (LPS) que,
associado ao desequilibrio da microbiota, favorece o desenvolvimento de
doencas metabdlicas e o acumulo de gordura branca visceral (8).

O uso de microrganismos probiéticos - microrganismos vivos que
conferem um beneficio para a saude do hospedeiro quando administrados
em quantidades adequadas - pode influenciar a ecologia e o perfil da
imunidade microbiana intestinal funcionando no tratamento e prevencéo de
distarbios metabdlicos (9).

Diferentes cepas de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.
apresentam propriedades probidticas, dentre as quais se destacam a
melhoria na funcéo da barreira intestinal, aumento da adesdo competitiva a
mucosa do epitélio e regulacdo do sistema imune associado ao intestino (10-

12).
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Indmeras estratégias alimentares sdo propostas para reducdo do
peso corporal, no entanto, a alteragdo da microbiota parece impactar
significativamente os efeitos a longo prazo nesta reducéo (13-14).

Em vista disso, novos estudos que reforcem o papel regulatério e
cepa especifico dos microrganismos probioticos no combate a obesidade e
outras complicagcdes metabdlicas fazem-se necessarios servindo como

alternativas futuras no controle da epidemia da obesidade.

Microbiota intestinal

O trato gastrintestinal (TGI) é composto por inimeros microrganismos
compreendendo até mil espécies, das quais, aproximadamente 97% sé&o
representadas por bactérias anaerobias estritas e 3% aerdbias/anaerdbias
facultativas (15-16).

A populacdo bacteriana é formada pelos géneros Bacteroides spp.,
Bifidobacterium spp., Eubacterium spp., Clostridium spp., Peptococcus spp.,
Peptostreptococcus spp., Ruminococcus spp., entre outros. Na maioria dos
individuos h& predominancia dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, sendo
que, as principais integrantes do Firmicutes séo as classes Bacilli, Clostridia
e Molicutes enquanto o filo Bacteroidetes € composto principalmente por
Bacteroides, Flavobacteria e Sphingobacterias (17-18).

No entanto, em cada individuo a composi¢do da microbiota intestinal
é influenciada por diferentes fatores como: genética, modo de nascimento,
forma de aleitamento durante a infancia, presenca de doencas ao longo da

vida, uso de medicamentos, idade e alimentagao (19).
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A colonizacéo intestinal se inicia durante a gravidez e continua apés o
nascimento até aproximadamente dois anos de idade, quando a microbiota
da crianca atinge uma composicdo semelhante a de um adulto (20-21).

A colonizacdo precoce € essencial para a constituicdo de uma
microbiota intestinal saudavel. O desequilibrio desta microbiota caracteriza a
disbiose intestinal em que ha proliferacdo de bactérias patogénicas e
producdo de toxinas e metabdlitos, que ao serem absorvidos induzem
distarbios inflamatdrios (22).

No momento do parto, quando a crianca torna-se exposta a
microbiota vaginal materna e demais bactérias fecais e ambientais ha uma
rapida colonizacdo (23). Inicialmente esta microbiota € composta pelos
géneros Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp., e o aleitamento natural
proporciona a predominancia destes géneros em 90%, se comparado aos
outros microrganismos (24).

O leite materno constitui uma fonte natural de Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. e apresenta cerca de 3 a 6g/L de oligossacarideos que
atuam como prebidticos - ingredientes alimentares nédo digeriveis pelo sistema
gastrintestinal humano e que possuem a capacidade de afetar de forma
benéfica a saude do hospedeiro, por estimular a multiplicacdo ou a atividade
de um numero limitado de bactérias (25).

Estudos epidemiologicos demonstram que o aleitamento materno
reduz a incidéncia de doencas e agravos a saude como pneumonia, diarreia
e enterocolite necrosante, podendo prevenir quadros de diabetes mellitus

tipo I, asma, entre outras doencas que possam vir a se manifestar com o
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aumento da faixa etaria. Essa protecdo conferida pelo leite materno é
atribuida, ao menos parcialmente, a modulacédo da microbiota intestinal (26-
27).

A microbiota intestinal contribui para a homeostase do organismo e
apresenta funcdes multiplas e variadas, destacando-se os mecanismos de
defesa contra patdbgenos e o desenvolvimento e preservacdo das
microvilosidades intestinais, bem como a sintese de algumas vitaminas,
como a vitamina B12 e a vitamina K (28-29).

Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. produzem, durante o
processo fermentativo, acido lactico, peroxido de hidrogénio e acido acético,
favorecendo a acidez do meio intestinal. Além disso, algumas cepas sao
capazes de produzir bacteriocinas, proteinas metabolicamente ativas, que
participam da destruicdo de microrganismos indesejaveis, prevenindo a
proliferacéo bacteriana ou o dano ao epitélio intestinal (30-32).

Microrganismos intracelulares facultativos, como Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes e algumas bactérias Gram-negativas, possuem a
capacidade de atravessar a parede intestinal de forma razoavelmente facil
(33). Além disso, diferentes espécies bacterianas presentes na luz do TGl
produzem altas concentracfes de endotoxinas que podem afetar a saude
intestinal. Dessa forma, a preservacao da integridade das células epiteliais e
das juncdes intercelulares da mucosa intestinal € importante para evitar a
absorcéo e disseminacéo de agentes patogénicos (29).

A composicdo da microbiota intestinal influencia a digestdao e

absorcdo dos nutrientes presentes na dieta, pois muitos componentes
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dietéticos que sao resistentes a digestdo inicial no intestino delgado séo,
posteriormente, fermentados pela comunidade microbiana do intestino
grosso, produzindo &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) que séo
absorvidos através da mucosa do célon (34).

A microbiota do individuo adulto € resiliente, e geralmente permanece
estavel por longos periodos. Entretanto, esta sujeita a mecanismos de
selecdo positivos ou negativos, determinando o aumento ou a diminuicdo
dos diferentes grupos de bactérias que a compfe. Quando ha um
desequilibrio na composicdo da microbiota (disbiose), verifica-se aumento da
permealidade intestinal, perda da integridade epitelial e ativacdo da resposta
imune da mucosa, podendo levar ao desenvolvimento de diferentes tipos de
doencas (35).

Os resultados de diferentes trabalhos cientificos evidenciam a
importancia da composicdo da microbiota intestinal na promocgédo ou
prevencdo de diferentes doencas como, doencas inflamatérias intestinais,
diarreia causada por antibioticos, hiperlipidemia, diabetes mellitus,

obesidade, entre outras (36-38).

Obesidade e microbiota intestinal

A obesidade esta associada a varios disturbios metabdlicos que
envolvem processos inflamatorios de baixo grau. Evidéncias apontam
diferencas entre a composicdo da microbiota intestinal de individuos
saudaveis e portadores de distarbios metabdlicos, como diabetes e

obesidade. Estudos indicam que uma dieta rica em gorduras levaria a
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inflamac0des intestinais associadas, principalmente, ao estresse oxidativo,
desordem metabdlica e na composicdo da microbiota intestinal (39-41).

A obesidade parece estar associada as mudancas na quantidade
relativa de duas divisbes bacterianas presentes no intestino - Bacteroidetes
e Firmicutes. A maioria dos estudos evidencia que animais induzidos a
obesidade e individuos obesos apresentam maior abundancia relativa de
Firmicutes e menor de Bacteroidetes, quando comparados aos grupos
eutroficos (42-43).

Foi observado também, que a microbiota predominante no obeso (filo
Firmicutes) possui maior capacidade de estimular a absorcdo de energia da
dieta. Turnbaugh et al. (44) verificaram que camundongos ‘germ free”
colonizados com a microbiota de camundongos obesos, exibiram aumento
da gordura corporal total, sem qualquer aumento no consumo alimentar (44).

Os mecanismos de acgédo envolvidos na relagdo composicdo da
microbiota intestinal e obesidade ainda ndo sdo completamente conhecidos
(45), entretanto, algumas hipéteses séo propostas (Figura 1).

Uma dieta hiperlipidica altera consideravelmente o perfil da
microbiota, podendo provocar um aumento da permeabilidade intestinal e,
na dependéncia de excesso de tecido adiposo, consequéncias inflamatoérias
(46). Este estado inflamatorio é descrito como endotoxemia metabdlica,
ocasionado pela translocacdo bacteriana gastrintestinal, proporcionando o
aumento das concentragdes plasmaticas de lipopolissacarideos (LPS) (47).

O LPS é uma endotoxina bacteriana presente na membrana externa

de bactérias Gram-negativas (48). O aumento de LPS ap6s uma refeicédo
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rica em lipidios, ativa a via inflamatoéria, a qual se inicia com a estimulacéo
do Receptor Toll-Like do tipo 4 (TLR4) que, por sua vez, conduz a
estimulacdo de fatores de transcricdo, como por exemplo, o Nuclear Factor
kappa B (NF-kB) (49-50). A ativacdo da via do NF-kB, controla a resposta
adaptativa imune por meio da producdo de mediadores ou citocinas
inflamatorias, tais como, interleucina 1 (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6) e fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) (51). Produtos de genes que sdo regulados
pelo NF-kB — como IL-1B e TNF-a - também podem estar envolvidos em sua
ativacao (51-52).

A inflamacdo pode provocar prejuizo na sinalizacdo da insulina
celular, contribuindo com a resisténcia a insulina e desenvolvimento do
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Tal alteracdo no metabolismo passa a ter
influéncia sobre o tecido adiposo, relacionando-a com o desenvolvimento da
obesidade (53).

A microbiota intestinal participaria da digestdo de polissacarideos,
aumentando a quantidade de glicose no figado e, consequentemente, a
lipogénese (54). Da mesma forma, a deposicdo de gordura no figado e no
muasculo também pode ser regulada por certos microrganismos, por
alteracdo dos niveis da Proteina Quinase Ativada por Adenosina
Monofosfato (AMPK), enzima que monitora os niveis de energia celular e
estimula a oxidacdo de acidos graxos em tecidos periféricos (55-57). Ha
evidéncias de que a atividade metabdlica de alguns microrganismos

intestinais facilita a extracao e estocagem das calorias ingeridas (58-59).
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A microbiota intestinal pode levar a inibicdo do Fator Adipocitario
Induzido pelo Jejum (FIAF) promovendo assim a adiposidade, ja que, o FIAF
€ um inibidor de lipase lipoprotéica (LPL) circulante - enzima que hidrolisa os
triglicerideos presentes em lipoproteinas, liberando acidos graxos no
muasculo, coracdo e tecido adiposo. A inibicdo do FIAF resultaria em
aumento da atividade da LPL e maior acumulo de triglicerideos nos

adipdcitos (60,54).

Microbiota intestinal no
individuo obeso

e /‘ ) T—

_a--"’_f 4 W H—_“"h—__
_ﬂ____..—--"‘"f y / \\ H‘—H—u_.q_‘____‘

FIAF/AMPK LPL/LPS AGL Extracdo de energia de
Oxidacao de AG Inflamag3o (lipogénese) componentes
Sensibilidade a Inflamacac  alimentares nao digeriveis

Insulina o
Sensibilidade ~ [§ Sensiilidade
LPL 3 a
Inflamagao Insulina Insulina

MUSCULO || TECIDOADIPOSO FIGADO ||EPITELIOINTESTINAL

Figura 1. Provaveis interagbes entre microbiota intestinal e metabolismo intermediério.
Adaptada (54). FIAF (Fator Adipocitario Induzido pelo Jejum); AMPK (Adenosina Monofosfato);
AG (Acidos Graxos); LPL (Lipase Lipoprotéica); LPS (Lipopolissacarideo); AGL (Acidos Graxos
Livres).

Dietas com elevadas propor¢cdes de gorduras insaturadas e de fibras
alimentares, como a dieta mediterranea, tém sido associadas a protecéo
contra doencgas cronicas nao transmissiveis. Os beneficios da elevada
ingestdo de gorduras mono e poli-insaturadas, combinados aos efeitos
antioxidantes de micronutrientes presentes nos vegetais in natura, se

refletem em mudancas favoraveis em células de diversos orgaos, reduzindo
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sistemicamente o0 estresse oxidativo e minimizando a deposicdo de
lipoproteinas e o processo aterosclerético (61-62).

Estudos reforcam que fatores dietéticos especificos, tais como
alimentos da dieta mediterranea, influenciam a composicdo da microbiota
intestinal podendo prevenir e tratar a obesidade. Uma conduta que vem
sendo proposta para reducéo do risco de desenvolver obesidade é garantir
uma microbiota equilibrada e um funcionamento intestinal adequado (63).
Nesse sentido, a utilizacdo de probidticos surge como uma estratégia de
prevencdo e tratamento, atuando na modulacdo da microbiota intestinal de

individuos obesos (64).

Probioticos e modulacdo da obesidade

O uso de microrganismos probiéticos - microrganismos vivos que
conferem um beneficio para a saude do hospedeiro quando administrados
em guantidades adequadas - pode influenciar a microbiota intestinal e
modular o sistema imune, atuando no tratamento e prevencao de disturbios
metabdlicos (65).

Os probiéticos sao indicados para o tratamento de diversas doencas e
0s géneros Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. sdo os que apresentam
os melhores resultados (66-67).

Chen, Wang e Li (68) demonstraram os beneficios da administracao
de Bifidobacterium longum em ratos com peso adequado e induzidos a
sindrome metabdlica por dieta hiperlipidica. Os pesquisadores verificaram

reducdo no ganho de peso, bem como, diminuigdo na deposi¢ao de gordura.
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Os beneficios apresentados podem estar relacionados ao aumento na
producéo de butirato, AGCC que estimula a liberagdo do hormonio glucagon-
like peptide (GLP-1) pelas células intestinais, promovendo a saciedade e
maior liberacdo de insulina para captacéo de glicose (68).

Moya-Pérez, Neef e Sanz (69), identificaram melhora do perfil
metabdlico de camundongos que foram submetidos a obesidade por dieta
com alto teor de lipidios [60,3% do valor energético total (VET)] combinada a
administracéo do probiético Bifidobacterium pseudocatenulatum CECT 7765
(1 x 10° UFC). Nesse estudo houve modulacdo na microbita intestinal com
reducdo na abubdéancia dos filos Firmicutes e Proteobactérias, reducéo das
células B no tecido adiposo, dos macréfagos pro-inflamatorios no tecido
adiposo e figado, dos niveis séricos de colesterol, triglicerideos e glicose,
além de reducado no ganho de peso corporal (69).

Da mesma forma, Aoki et al. (70) estudaram o efeito das cepas
Bifidobacterium animalis spp. lactis GCL2505 (BlaG) e B. longum JCM1217
(BloJ) na prevencédo da sindrome metabdlica em camundongos alimentados
por dieta hiperlipidica (DHL) (45% do VET na forma de lipidios). Apés duas
semanas de inducéo da obesidade um grupo de animais recebeu 1 x 10°
UFC/dia de BlaG e outro grupo 1 x 10° UFC/dia de BloJ, sendo que o
tratamento com os probidticos foi mantido por sete semanas. Foi verificada
diminuicdo nos depodsitos de gordura visceral e subcutanea e melhora
significativa sobre a tolerancia a glicose no grupo que recebeu a DHL e o
BlaG, no entanto, o tratamento com BloJ néo teve esse efeito. Além disso,

o tratamento com BlaG revelou maior abundancia relativa dos géneros
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Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. sobre a comunidade bacteriana
geral da microbiota intestinal, em comparacdo ao grupo alimentado por
DHL e tratado com BloJ (70).

Manzoni et al. (71) investigaram os efeitos de uma bebida de soja,
fermentada por Enterococcus faecium e Lactobacillus jugurti (reclassificado
como Lactobacillus helveticus) e enriquecida com isoflavonas, sobre o tecido
adiposo, niveis de glicose e lipidios circulantes no sangue de ratos jovens.
Os autores constataram beneficios sobre os depdsitos de gordura epididimal
e retroperitoneal, sendo que as circunferéncias dos adipocitos dos animais
do grupo alimentado apenas por dieta hipercolesterolémica foi
significativamente maior quando comparada ao grupo que recebeu a dieta e
o produto fermentado. Além disso, verificou-se que o produto probidtico
acentuou o efeito antilipogénico das isoflavonas sobre a gordura
retroperitoneal (71).

Resultados semelhantes foram encontrados por Cheik, Rossi e
Guerra (72), que verificaram diminuicdo nos niveis de lipidios circulantes e
reducdo da area dos adipdcitos em ratos adultos alimentados com dieta
hipercolesterolémica e a mesma bebida a base de soja, fermentada com
Enterococcus faecium e Lactobacillus jugurti (72).

Apesar dos resultados positivos encontrados nos estudos anteriores,
a relacdo entre ingestdo da referida bebida probidtica a base de soja,
alteracdo da composicao da microbiota intestinal e a possivel relagdo com o
peso corporal, ainda ndo foi avaliada e constitui um tema interessante e

importante.
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Em vista disso, o objetivo geral do presente estudo foi analisar o
efeito de um produto a base de extrato aquoso de soja, fermentado com E.
faecium CRL 183 e L. helveticus 416 e com adicdo de B. longum ATCC
15707, sobre a composicdo da microbiota fecal e a sua relagdo com a
variacdo de parametros inflamatorios e peso corporal de camundongos

submetidos a dieta hiperlipidica.
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Resumo

O objetivo desse trabalho foi investigar o efeito de uma bebida probidtica a
base de soja (Enterococcus faecium CRL 183, Lactobacillus helvetivus 416 e
Bifidobacterium longum ATCC 15707) sobre a composicdo da microbiota
fecal e a sua relacdo com parametros inflamatérios e regulacdo do peso
corporal de camundongos induzidos a obesidade. O grupo que recebeu a
bebida probibtica apresentou peso médio inferior ao do grupo controle
positivo até a 9% semana do estudo (p<0,05), area e didametro dos adipdcitos
inferiores a de todos os grupos induzidos a obesidade e aumento
significativo de IL-6 e IL-10. A ingestdo da dieta hiperlipidica resultou em
aumento na proporcdo do género Lactobacillus spp. (filo Firmicutes) e a
administracéo do produto probiotico contribuiu com o equilibrio da microbiota
intestinal ao manter a propor¢éao de microrganismos do filo Bacteroidetes e
promover um aumento na populagéo de Bifidobacterium spp. Nas condi¢des
do estudo, a ingestdo regular da bebida probidtica foi capaz de reduzir o
ganho de peso corporal, o tamanho dos adipécitos, aléem de modular o perfil
imunoldgico e a microbiota fecal dos animais, atuando positivamente no
controle da obesidade.

Palavras-chave: Microbiota intestinal. Obesidade. Microrganismos
probidticos. Citocinas
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Abstract

The objective of this work was to investigate the effect of a probiotic drink
made from soy (Enterococcus faecium CRL 183, Lactobacillus helveticus
416 and Bifidobacterium longum ATCC 15707) on the composition of fecal
microbiota and your relationship with inflammatory and regulation parameters
body weight induced obesity mice. The group that received the probiotic drink
presented medium weight lower than that of the positive control group until
the 9th week of the study (p<0.05), area and diameter of adipocytes below of
all induced obesity groups and significant increase of IL-6 and IL-10. The
intake of high-fat diet resulted in an increase in the proportion of the genus
Lactobacillus spp. (phylum Firmicutes) and the administration of probiotic
product contributed the balance of intestinal microbiota to maintain the
proportion of micro-organisms belonging to the phylum Bacteroidetes and
promote an increase in population of Bifidobacterium spp. Under the
conditions of the study, the regular intake of probiotic drink was able to
reduce body weight, the size of adipocytes, in addition to modulate immune
profile and the fecal microbiota of animals, acting positively in the control of
obesity.

Key-words: Gut microbiota. Obesity. Probiotic microorganisms. Cytokines.
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1 Introducéo

Nas ultimas décadas, diferentes estudos apontam mudancas em
relacdo a compreensao dos riscos e génese de algumas doencas crbnicas
ndo transmissiveis. Neste grupo encontram-se, por exemplo, as doencas
cardiovasculares, desordens na homeostase da glicose (diabetes mellitus
tipo 2 - DM2 e resisténcia a insulina) e a obesidade. O desenvolvimento de
tais doencas relaciona-se, principalmente, com predisposicdo genética e
hébitos e estilo de vida aos quais os individuos estdo sujeitos. Entretanto,
sabe-se que a origem dessas doencas € multifatorial, dificultando o
tratamento e causando a elevacéo nas taxas de morbimortalidade em todo o
mundo (1-3).

Dentre essas doencas, a obesidade - acimulo anormal ou excessivo
de gordura corporal, que causa risco a saude do individuo (4) - tem se
destacado, sendo que a prevaléncia de sobrepeso e obesidade aumenta
conforme o nivel de renda dos paises (5).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o numero de
individuos acima do peso duplicou em cerca de 30 anos, atingindo em 2014
mais de 1,9 bilhdo de adultos com 18 anos ou mais, dentre esses, 13% eram
obesos (11% dos homens e 15% das mulheres) (4).

No Brasil, segundo dados divulgados pelo Ministério da Saude em
2016, a taxa de mulheres e homens obesos é de 19,6% e 18,1%,
respectivamente, representando um aumento de 60% no namero de individuos
obesos em um periodo de dez anos (6).

O excesso de gordura corporal promove em longo prazo
consequéncias inflamatorias que se associam a muitas desordens
metabolicas. Devido a sobrecarga de tecido adiposo, verifica-se maior
producdo de hormdnios, fatores de crescimento e citocinas pro-inflamatérias,
que estdo relacionadas a génese de diferentes doencas como: diabetes,
hipertensédo, doenca coronariana, certos tipos de céancer, apneia do sono e

osteoartrite (7-8).
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A etiologia da obesidade é representada por fatores enddgenos e
exogenos, 0s quais podem atuar concomitantemente ou de forma isolada,
contribuindo com o aumento da adiposidade corporal e resultando em sérios
prejuizos a saude (9).

A microbiota intestinal se apresenta como um dos fatores envolvidos
no desenvolvimento da obesidade e da resisténcia a insulina, pois influencia
0 armazenamento de gordura e a captacdo de energia, podendo
desencadear uma inflamacdo sistémica e distirbios metabdlicos. Esse
complexo ecossistema possui grande impacto sobre a fungéo e a saude do
sistema digestorio, e sobre a saude do organismo humano como um todo
(10).

Evidéncias sugerem que individuos obesos apresentam uma
alteracdo na composicdo da microbiota, exibindo maior proporcdo de
microrganismos pertencentes ao filo Firmicutes e menor de Bacteroidetes.
Este desequilibrio na composicdo da microbiota intestinal, conhecido como
disbiose, promoveria um aumento na capacidade de absorcdo de energia a
partir da dieta e alteracdo na resposta imune do individuo, levando a um
estado de obesidade (11-12). Alguns estudos indicam que alteracbes na
composicdo dos géneros de microrganismos que fazem parte da microbiota
intestinal, também estariam associadas ao desenvolvimento da obesidade
(13-14).

A ingestdo de microrganismos probidticos, definidos como
“‘microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro” (15), tem sido
utilizada como uma estratégia para modular a microbiota e reduzir o risco ou
auxiliar no tratamento de diferentes doencas, inclusive da obesidade (16).

Os microrganismos probidticos podem ser veiculados em alimentos
industrializados, como leites fermentados e iogurtes, ou serem ingeridos na
forma de p6 ou capsulas (17) e apresentam efeito comprovado sobre o
equilibrio da microbiota intestinal, controle do colesterol sanguineo e de
episodios de diarreia, reducéo do risco de doencas inflamatdrias intestinais e

de canceres (18).
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Algumas espécies de Lactobacillus spp. podem conferir beneficios a
humanos e camundongos obesos, demonstrando influéncia sobre o
metabolismo de lipidios e peso corporal. O mesmo efeito foi verificado pela
inclusao de Bifidobacterium spp. a dieta (19-21).

Estudos anteriores evidenciaram que um produto a base de extrato
aguoso de soja fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus helveticus 416 apresenta capacidade de modulacdo do sistema
imune e da microbiota intestinal e reducao da circunferéncia dos adipdécitos e
dos depdsitos de gordura corporal (22-23). Entretanto, a relacdo entre a
ingestdo do referido produto probidtico, modulacdo da microbiota e
obesidade ainda né&o foi estudada.

Considerando o exposto, o0 objetivo do presente estudo foi analisar o
efeito do mesmo produto a base de extrato aquoso de soja, fermentado com
E. faecium CRL 183 e L. helveticus 416 e com adicdo de Bifidobacterium
longum ATCC 15707, sobre a composicdo da microbiota fecal e a sua
relacdo com parametros inflamatérios e variacdo de peso corporal de

camundongos submetidos & dieta hiperlipidica.

2 Material e métodos
2.1 Material

Foram utilizadas amostras de extrato aquoso de soja fermentado com
indbculo misto de E. faecium CRL 183 (Centro de Referéncia para
Lactobacilos - CERELA, Tucuman, Argentina) e L. helveticus 416 (Instituto
de Tecnologia de Alimentos - ITAL, Campinas, SP, Brasil) com adi¢cao de B.
longum ATCC 15707 (American Type Culture Collection, EUA; importado por

Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil).
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2.2 Métodos

2.2.1 Produto probidtico e placebo

Os produtos probidtico e placebo foram processados na Unidade de
Producdo e Desenvolvimento de Derivados de Soja (UniverSoja) do
Departamento de Alimentos e Nutricdo (DAN), da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (FCF), UNESP - Araraquara. O produto fermentado foi obtido
segundo a metodologia proposta por Rossi et al. (24), com modificacdes
(18), utilizando como cepas iniciadoras E. faecium CRL 183 (probidtico -
1,5% v/v) e L. helveticus 416 (coadjuvante tecnolégico - 1,5% v/v). A
fermentacdo ocorreu a 37 °C e apds o término do processo fermentativo
(pH=4,5), foi adicionada a cepa de B. longum ATCC 15707 (probi6tico), em
quantidade suficiente para atingir 8 logUFC.mI™" (unidades formadoras de
coldnias por mililitro) no produto final. As cepas foram propagadas em meio
leite (10% de leite em pd desnatado, 1% de glicose, 0,5% de extrato de
levedura), a 37 °Cl/overnight, antes de serem utilizadas no preparo dos
produtos.

A viabilidade das cepas E. faecium CRL 183, L. helveticus 416 e B.
longum ATCC 15707 foi determinada imediatamente apds o preparo do
produto probidtico (TO) e com sete dias de armazenamento a temperatura de
refrigeracao (5 °C) (T7). Para a enumeracao de L. helveticus 416, E. faecium
CRL 183 e B. longum ATCC 15707 foram utilizados os meios Lactobacilli
Man Rogosa Sharpe Agar - MRS (Difco, Franca), M17 Agar (Difco, Franca),
e BIM-25 (Reinforced Clostridium Agar - Difco, Franca - com adi¢&o de acido
nalidixico, sulfato de polimixina B, sulfato de canamicina, acido iodoacético e
cloreto trifenil tetrazdlio), respectivamente. As placas de MRS e M17 foram
incubadas em aerobiose, por 48 horas a 37 °C e as placas de BIM-25 foram
incubadas em anaerobiose, por 72 horas a 37 °C (25).

O produto placebo (ndo fermentado) apresentou constituicdo idéntica
ao produto fermentado, sem os cultivos bacterianos (E. faecium CRL 183, L.
helveticus 416 e B. longum ATCC 15707). O produto foi acidificado pela

adicdo de acido latico de grau alimenticio (Purac Sinteses, Brasil), em
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quantidade suficiente para alcancar o pH de 4,5, semelhante ao do produto
fermentado.
Os produtos foram produzidos semanalmente e armazenados a 5 °C

+ 1 °C até a utilizacao.

2.2.2 Estudo em modelo animal

No estudo em modelo animal foram utilizados camundongos machos
Swiss (Unib: SW) adultos (oito semanas de idade), Specific Pathogen Free
(SPF), adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na
Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) localizado na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Brasil. Os procedimentos
experimentais foram realizados no biotério pertencente ao Laboratério de
Pesquisa em Probitticos Il (DAN, FCF, UNESP - Araraquara, Brasil). O
protocolo realizado seguiu as diretrizes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da FCF, UNESP - Araraquara, Brasil sob o
protocolo n° 05/2016 (Anexo 1).

Os animais foram alocados em caixas de polipropileno, sob condigbes
ambientais semelhantes, em estante ventilada (Alesco E-520, Brasil), com
temperatura ajustada para 22 °C + 2 °C e com fotoperiodo controlado (12
horas claro/12 horas escuro) (Apéndice 1). O experimento teve duracéo total
de 98 dias (28 dias de adaptacao e 70 dias de protocolo). Durante o periodo
de adaptagdo os animais receberam somente racao padrdo, especifica para
roedores, com composicao nutricional segundo especificagbes do American
Institute of Nutrition (AIN-93M) (26) (Valor Energético Total - VET: 3,6 Kcal/g;
proteina: 26% Kcal do VET,; lipidio: 11% Kcal do VET; carboidrato: 63% Kcal
do VET - Presence®- Labina) e agua ad libitum esterilizadas (121 °C / 15
minutos). ApOs esse periodo, os animais foram separados aleatoriamente
em quatro grupos experimentais (n=10) (Tabela 1). O grupo controle néo
obeso (C) continuou a receber a racdo comercial ad libitum, enquanto os

grupos OB, OBF e OBP passaram a receber dieta hiperlipidica (DHL).
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Tabela 1. Divisédo dos grupos experimentais.

Grupo Estratégia

c Grupo controle negativo, composto por animais sadios alimentados
com Dieta Padréo (DP).

OB Grupo controle positivo, composto por animais que receberam a DHL.

OBE Grupo fermentado probidtico, composto por animais que receberam a
DHL e o produto fermentado probidtico.

OBP Grupo placebo, composto por animais que receberam a DHL e o

produto placebo.

A DHL (VET: 5,15 Kcal/g; 18,63% de proteinas = 14,48% Kcal VET;
34,9% de lipidios = 61,01% Kcal VET e 31,55% de carboidratos = 24,51%
Kcal VET) foi adquirida do laboratério Prag Solucées Biociéncias® (S&do
Paulo, Brasil) (Anexo 2). A composicao da dieta foi adaptada da proposta por
Lenquiste, Marineli, Moraes, et al. (27), levando-se em consideracdo o que €
preconizado pelo AIN-93M (26). Acrescentou-se gordura animal a dieta em
substituicdo a alguns igredientes, com o objetivo de aumentar o teor caldrico
da dieta e induzir o ganho de peso nos animais.

A oferta de racdo hiperlipidica aos animais também foi ad libitum
durante os 70 dias do protocolo experimental e a sua conservacao foi feita
em embalagens plasticas de polietileno, protegidas da luz e armazenadas a -
15°C+1°C.

A ingestdo hidrica e de racdo foi avaliada diariamente e 0 peso
corporal aferido antes do inicio do tratamento e semanalmente até a

eutanasia dos animais.
2.2.3 Administracdo dos produtos
O produto fermentado probiético e o produto placebo foram

administrados diariamente, por gavagem, no periodo da manha, utilizando-

se agulha de aco inoxidavel para camundongos (Apéndice 2). A dose
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administrada correspondeu a 1% do peso corporal, a fim de respeitar a
anatomia e capacidade gastrica dos animais e garantir a ingestdo de pelo
menos 8,0 logUFC.mlI™* dos microrganismos probiéticos (grupo OBF) (28-31).

A administracdo dos produtos fermentado e placebo (grupos OBF e
OBP, respectivamente) foi realizada concomitantemente a ingestédo da dieta
indutora da obesidade (Figura 1). Os animais dos grupos controle negativo
(C) e controle positivo (OB), que nao tiveram acesso aos produtos probiotico
ou placebo, receberam diariamente, por gavagem, a mesma quantidade de

agua esterilizada.

Adaptacéo (28 dias) Periodo Experimental
I I I

0 70

Dieta normal Inducado da obesidade e administracdo dos produtos  Eutanasia

Figura 1. Esquema do protocolo experimental (tempo em dias).

No 70° dia do periodo experimental os animais foram eutanasiados
em camara de CO; e os 6rgaos e tecidos de interesse foram removidos para
andlise posterior (figado, depdsitos de gordura branca intra-abdominal
epididimal e retroperitoneal) (32).

2.2.4 Determinacao do Coeficiente de Eficacia Alimentar

O Coeficiente de Eficacia Alimentar (CEA), calculado pela razdo entre
0 ganho de peso e a quantidade de ragao consumida, foi utilizado para

determinar a Eficiéncia Alimentar (EA) das dietas (33).

CEA = (PF-PI) / TA (33-36)

Onde:
PF: peso corporal final (g) do animal (término do experimento)
PI: peso corporal inicial (g) do animal

TA: quantidade total de alimento (racao) ingerido no periodo experimental (g)
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2.2.5 Determinacao da glicemia de jejum

Na 9% semana de experimento, foi realizado o teste de glicemia de
jejum respeitando-se um periodo de jejum de seis horas. O teste foi
realizado por leitura direta em glicosimetro portatil (G-tech Free Sistema
NoCode, Rebublic of Korea) de 0,9 pL de sangue da veia caudal dos
camundongos, sendo realizadas duas afericbes, com um intervalo de quatro

dias entre elas (37).
2.2.6 Determinacao do indice de Lee

O indice de Lee, utilizado como marcador preditivo para avaliacdo da
obesidade em camundongos foi calculado ao final do experimento, a partir
da relacdo entre a raiz cubica do peso corporal (g) e o comprimento
nasoanal (CNA - cm) de cada animal, multiplicado por 1000 (38-39).

| Peso @ 100 (39

CNA (cm)

2.2.7 Coleta de tecidos e érgaos de interesse

Apébs a eutandsia, foi realizada laparotomia para remocao dos 6rgaos
e tecidos de interesse. As deposi¢cdes de tecido adiposo intra-abdominal que
incluem gordura epididimal e retroperitoneal foram observadas in situ e, em
seguida, removidas e coletadas com auxilio de pinga cirdrgica.
Posteriormente, dissecou-se o figado dos animais. As amostras coletadas
foram pesadas (balanca semi-analitica SHIMADZU, BL 3200H) e
adequadamente processadas e/ou armazenadas para analises histologicas

(gordura epididimal) e imunoldgicas (gordura retroperitoneal).
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2.2.8 Preparo das laminas histologicas e analise morfométrica dos adipocitos

As amostras de gordura epididimal foram imediatamente fixadas por
imersdo em formaldeido a 10%, por no minimo 24h. Apds a fixacdo, as
amostras foram desidratadas em &lcool e xilol, incluidas em parafina e cortes
de 5 pm de espessura foram montados em laminas de vidro e corados com
hematoxilina e eosina (H&E) (40-41).

O preparo das laminas histologicas foi realizado em parceria com o
laboratério de Patologia (Departamento de Fisiologia e Patologia) da
Faculdade de Odontologia (UNESP), Araraquara, Brasil, por um especialista
que estava cego ao estudo.

As células adiposas foram observadas por meio de um microscopio
optico (Olympus BX51 - Olympus Optical, Tokyo Japan) acoplado a uma
camera CCD-Iris (Tokyo Japan - Olympus) e sistema analisador de imagens
(software UTHSCSA Image Tool 3.0°, The University of Texas Health
Science Center), utilizado para determinar a area e didmetro das células
adiposas. Para a determinacdo da area e diametro dos adipdcitos foram

avaliadas 200 células por grupo experimental.
2.2.9 Andlise de citocinas

Para a andlise do perfil de citocinas, amostras de tecido adiposo
branco intra-abdominal retroperitoneal foram acondicionadas em tubos
eppendorf de dois mililitros contendo solucdo para conservacao do RNA: 350
pL de tampao de lise (RA1 - kit RNAspin Mini — GE Healthcare, UK) e 3,5 puL
de B-mercaptoetanol (B-ME) (Sigma, St. Louis, USA) e congeladas a -80 °C
(ultrafreezer IULT 335D, Brasil). Posteriormente, realizou-se a extracdo de
RNA total (kit RNAspin Mini — GE Healthcare, UK) do tecido adiposo branco
de cada um dos 40 animais. A concentragdo e a pureza das amostras de
RNAmM obtidas foram confirmadas por espectofotometria usando o
espectofotbmetro de microplacas Epoch™ (BioTek, Winooski, EUA)

conectado ao software Gen 5 (BioTek™) pela proporcdo de 260/280nm
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(Azsor280 1,8-2,2). A sintese de DNAs complementares (CDNAS) foi realizada
pela reacdo da transcriptase reversa (kit iScript cDNA — BioRad, USA).

Para cada camundongo, a expressdao de RNAm de interleucina 1 beta
(IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), fator de transformacéo
do crescimento beta (TGF-B) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) foi
determinada pela Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR)
utilizando Power SYBR-Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). A
especificidade foi confirmada pela curva de dissociacdo. Cada reacao de
gPCR foi realizada em duplicata, e a expressao foi determinada como o
valor médio das duas réplicas em relacdo ao gene enddgeno Gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) Tabela 2.

Os primers utilizados para quantificacdo da expressao génica de
citocinas pré e anti-inflamatérias (IL-6, IL-1B3, IL-10, TGF-B e TNF-a) foram
discriminados na Tabela 2. As condi¢cdes da reacdo foram 50 °C durante
dois minutos, 95 °C durante 10 minutos e 40 repeticbes de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por um minuto. As analises das curvas de melting foram
realizadas em rampa de aquecimento de 65 °C a 95 °C. As leituras da
fluorescéncia foram realizadas pelo equipamento CFX96 Touch™ Real-Time
PCR Detection System (BioRad) conectado ao software CFX Manager 3.1
(BioRad).

Para o calculo da quantificacdo relativa das amostras estudadas,
utilizou-se o método comparativo 27°°9. A média do ciclo de quantificacdo
(Cq) do gene de interesse foi subtraida da média do Cq do enddgeno
(GAPDH), resultando em um ACq. Para o calculo da expressao o valor de
ACq obtido foi adicionado a formula 2729 (42).

As andlises foram realizadas em parceria com o laboratorio de
Imunologia (Departamento de Ciéncias Biologicas) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (UNESP), Araraquara, Brasil, por um especialista

que estava cego ao estudo.
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Tabela 2. Poteinas sinalizadoras do processo inflamatério (IL-6, IL-1p3, IL-10,
TGF-B, TNF-a e GAPDH) e respectivos primers.

Proteina Sequéncia do Primer Referéncia
IL-6 F: 5-TTCCATCCAGTTGCCTTCTTG-3 (43)
R: 5-AGGTCTGTTGGGAGTGGTATC-3’
IL-1p F: 5-CATCCAGCTTCAAATCTCGC-3 (44)
R: 5-CACACACCAGCAGGTTATCATC-3’
IL-10 F:5-CCCTTTGCTATGGTGTCCTTTC-3 (45)
R: 5-GATCTCCCTGGTTTCTCTTCCC-3’
TGF-B F: 5-TGACGTCACTGGAGTTGTACGG-3 (46)
R: 5-GGTTCATGTCATGGATGGTGC-3’
TNE-a  F:5-CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA-3’ (47)
R: 5-TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3
GAPDH F:5-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3’ (48)

R: 5-ACACATTGGGGGTAGGAACA-3’

F, Forward; R, Reverse.

2.2.10 Determinacao da composicédo da microbiota fecal

Fezes frescas dos camundongos (dois pellets por animal) foram

coletadas no inicio do experimento (TO) e apds a eutanasia e dissecacao

(T70) (fezes contidas na porcdo terminal do coélon). As amostras foram

acondicionadas em recipientes estéreis e imediatamente congeladas a -80

°C (ultrafreezer IULT 335D, Brasil) para posterior anélise da composi¢cao da

microbiota fecal por gPCR.

O DNA foi extraido das fezes dos camundongos de cada grupo (C,
OB, OBF e OBP) usando o QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen), segundo
recomendacdes do fabricante (49). A concentracdo e a pureza das amostras

de DNA

foram confirmadas por espectofotometria

usando

o
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espectofotbmetro de microplacas Epoch™ (BioTek, Winooski, EUA)
conectado ao software Gen 5 (BioTek™). A pureza foi avaliada pela
proporcao de 260/280nm (Azeo/2s0 1,8-2,2).

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR)
foi realizada no equipamento Quant Studio™ 6 Flex System da Applied
Biosystems™ (Life Technologies) usando SYBR-Green PCR Master Mix
(Sigma-Aldrich).

O DNA total extraido foi normalizado a concentracdo de 2 ng/uL e
utilizado na amplificagéo da regido do gene RNA ribossomal 16S (rRNA 16S)
pela qPCR. O volume total de reacdo foi de 20 pL, sendo 5 pL de amostra
de DNA, 10 pL de SYBR-Green, 0,6 pL do primer forward, 0,6 yuL do primer
reverse e 3,8 UL de &gua estéril e apirogénica (Farmace). Conforme descrito
na Tabela 3, foram utilizados primers e condicbes especificas para cada
género investigado. O primer universal de Eubacteria foi utilizado para
determinar o total de 16S rRNA bacteriano em cada amostra, sendo a
abundancia relativa dos géneros avaliados estabelecida pelo valor do ciclo
de quantificacdo (Cq) médio de cada género em relacdo ao valor do Cqg para
bactérias totais (método limiar comparativo 229 (50-52). A especificidade
da reacado foi confirmada pela curva de dissociacdo e as analises foram

realizadas em duplicata.



Tabela 3. Primers especificos para os géneros de bactérias analisados na microbiota fecal dos camundongos experimentais

por Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR).

Género Primer Condicdes da PCR*, Referéncia
desnaturacdo/anelamento/extenséo
- . F: 5-GGGTGGTAATGCCGGATG-3 o o o
Bifidobacterium spp. R: 5-CCACCGTTACACCGGGAA-3' 94 °C, 30 s/62 °C, 30s/72°C, 45 s (53)
. F: 5-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3’ o o o
Lactobacillus spp. R: 5-CACCGCTACACATGGAG-3’ 94 °C, 30 s/56 °C, 30s/72°C, 45 s (54)
: F: 5-GAGAGGAAGGTCCCCCAC-3’ o 0 o
Bacteroides spp. R 5-CGCTACTTGGCTGGTTCAG.3’ 94 °C, 30s/60 “C, 30s/72°C, 45 s (55)
- F: 5-ATGCAAGTCGAGCGAKG-3’ o o o
Clostridium spp. R: 5-TATGCGGTATTAATCTYCCTTT-3 94 °C, 30 s/55°C, 30s/72°C, 45 s (56, 57)
Eubacteria (primer  F: 8-TATGCGGTATTAATCTYCCTTT-3 94.°C, 30 /63 °C, 30 5/72 °C, 45 s (58)

universal) R: 5-ATTACCGCGGCTGCTGGC-3’

F, Forward; R, Reverse.
Todas as andlises de PCR contaram com uma etapa inicial de desnaturag¢éo por 3-5min a 95°C.

ov
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2.11 Analise Estatistica dos Resultados

A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo pos-teste de Tukey e os dados néo-
paramétricos foram analisados pelo teste de Komolgorov-Smirnov e Kruskal-
Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn. Adotou-se o nivel de significancia de

5%.

3 Resultados e discusséo
3.1 Controle da viabilidade dos microrganismos presentes no produto
fermentado probidtico

Os microrganismos probiéticos conferem muitos beneficios a saude
humana. Além de contribuirem para o bom funcionamento intestinal,
modulando a comunidade bacteriana do hospedeiro, eles podem ter
influéncia sobre o apetite, a ingestao alimentar, o peso corporal e as funcdes
metabdlicas das vias gastrintestinais, auxiliando na prevencao da obesidade
(59).

No presente estudo, a populacdo média de células viaveis dos
microrganismos probidticos utilizados na obtencédo do produto funcional (E.
faecium CRL 183 e B. longum ATCC 15707) permaneceu entre 8,63 e 8,85
logUFC.mL™, durante todo o protocolo experimental (Figura 2).

De acordo com as recomendacbes da International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) (15) e da legislacao
brasileira (ANVISA) (60), alimentos com propriedades funcionais e/ou de
salude devem apresentar uma concentragdo minima de microrganismos,
estabelecida pela empresa fabricante, e que seja suficiente para “exercer a
propriedade funcional no final do prazo de validade do produto e nas
condigbes de uso, armazenamento e distribuicdo”. Em outras palavras, os
valores de células viaveis no produto probidtico ndo séo especificados e o

efeito benéfico deve ser comprovado através de estudos in vitro e in vivo.
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Figura 2. Populacéo de células viaveis de Enterococcus spp. (E. faecium CRL 183), Lactobacillus spp. (L. helveticus 416) e
Bifidobacterium spp. (B. longum ATCC 15707) dos diferentes produtos produzidos ao longo do periodo experimental e expressas

em logUFC.mL™. Populac&o inicial = produto recém processado; Populacéo final = apés sete dias de armazenamento em
refrigeracao.
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3.2 Variacao ponderal

A Figura 3 indica a variacdo ponderal dos animais dos diferentes
grupos ao longo do protocolo experimental. A avaliacdo semanal indicou
continuo aumento no peso corporal dos animais, sendo o peso médio do
grupo OB considerado estatisticamente diferente do grupo C a partir da 22
semana (p<0,01). Por outro lado, os pesos dos animais dos grupos OBP e
OBF diferiram estatisticamente do grupo C a partir da 52 e 8% semana de
tratamento, respectivamente (p<0,05). Destaca-se que 0s animais que
receberam o produto probiético (grupo OBF) exibiram ganho de peso médio
inferior ao grupo obeso (OB) até a 9% semana do estudo (p<0,05).

O grupo que ingeriu o produto placebo (OBP) apresentou ganho de
peso médio semelhante ao fermentado (OBF), porém ndo diferiu do obeso
(OB) entre a 4*e 102 semana (p<0,05).

62
58
54
50
46
42
38
34

Peso corporal médio (g)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo de tratamento (semanas)
-+C OB #OBF -@OBP

Figura 3. Evolucdo semanal do peso corporal (g) dos animais dos grupos
C, OB, OBF, OBP (Média = DP).

C=controle ndo obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta
hiperlipidica e produto probiético; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipidica
e produto placebo.

Letras diferentes entre grupos, no mesmo tempo de analise, indicam diferenca
estatisticamente significativa pela ANOVA e pos-teste de Tukey (p<0,05).
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Willians et al. (60) observaram aumento significativo no peso corporal
e adiposidade de camundongos C57BI/6, apds trés dias de administracdo da
dieta hiperlipidica (60% da energia proveniente da gordura e 5,2 Kcal/g),
sendo que, o aumento permaneceu linear com o passar do tempo em
comparacao aos animais alimentados por dieta com menor percentual de
gordura (10% da energia proveniente da gordura e 3,8 Kcal/g) (60).

De modo geral, a proporcdo de lipidios provinda de dietas para
inducdo da obesidade em ratos e camundongos varia de 30 a 78% do VET.
Este percentual energético é conferido pelo acréscimo de gordura (saturada
ou insaturada) ou pela adicdo de alimentos com alto teor de lipidios (dieta de
cafeteria) (62-63). O tipo de gordura presente na dieta também ¢é
considerado uma variavel importante para o estudo da obesidade. Pesquisas
indicam que dietas ricas em 4cidos graxos saturados causam maior acumulo
de gordura e/ou maior ganho ponderal (62,64). Buettner et al. (65)
concluiram que um teor de gordura superior a 40% do VET, na forma de
lipidio de origem animal ou O6leo vegetal (fonte de w-6/w-9) levam a
obesidade e resisténcia a insulina (65).

No presente estudo, 0 percentual energético proveniente da fracdo
lipidica da racdo, a maioria na forma de acidos graxos saturados (banha de
porco), correspondeu a 61,01%. O conteudo energético foi suficiente para
proporcionar a elevacdo no peso dos animais até atingirem o grau de
obesidade grave (aumento em 40% no peso corporal comparado ao grupo
controle) (66-67). Deve-se ressaltar que foi utilizada uma racdo com VET
proveniente de lipidios acima da média encontrada na literatura (64), e isso
pode ter influenciado a magnitude dos resultados obtidos.

Ya-Ni, et al. (68) verificaram que a utilizacdo de microrganismos
probioticos para o tratamento da obesidade possui relacdo cepa
dependente. Os autores avaliaram o efeito da ingestdo de quatro cepas de
Bifidobacterium spp. (L66-5, L75-4, M13-4 e FS31-12) no ganho de peso de
ratos alimentados por dieta hiperlipidica (16,52% de proteina; 25,17% de
gordura e 56,66% de carboidrato), durante seis semanas. Os animais que

receberam as cepas M13-4 e L66-5 apresentaram elevagdo e reducéo
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significativa no ganho de peso, respectivamente, em comparacdo com o
grupo controle obeso. As outras duas cepas avaliadas nao exibiram variagcéo
ponderal em relacdo ao controle (p<0,05) (68).

A fim de avaliar a atividade anti-obesidade de uma bebida fermentada
por Lactobacillus plantarum e produzida com concentrado proteico do soro
do leite, Hong, Chung e Cheol-Hyun (69) submeteram ratos Sprague-Dawley
a alimentacdo com alto teor de lipidios (60,3% do VET). ApOs quatro
semanas constatou-se que a suplementacdo com a bebida fermentada
impediu 0 ganho de peso e o acumulo de gordura corporal, sendo estes
resultados significativamente semelhantes aos obtidos pelo grupo controle,
alimentado por dieta normolipidica. Além disso, houve reducéo nos niveis de
lipidios séricos, regulacdo dos hormonios relacionados ao apetite e melhora
da sensibilidade a insulina, quando comparado ao grupo que recebeu
apenas a dieta hiperlipidica (69).

Da mesma forma, Kim et al. (70) constataram que a ingestéo diaria do
probidtico Lactobacillus rhamnosus GG reduz o peso corporal, melhora a
sensibilidade a insulina e diminui 0 acimulo de lipidios em ratos induzidos a

obesidade por meio de dieta hiperlipidica (70).

3.3 Consumo alimentar e hidrico

O consumo excessivo de alimentos com alto teor energético, ricos em
gorduras saturadas e acucares, associado a falta de atividade fisica sédo as
principais causas da obesidade no mundo (71-72).

Diferentes experimentos com roedores constataram que a oferta de
alimentos palataveis com associacdo de altos teores de gordura e acucar e
nutricionalmente completos induz ao aumento do consumo alimentar
(hiperfagia) e ao ganho excessivo de peso corporal (73-75).

Entretanto, outros estudos mostraram que animais expostos a uma
dieta com altos niveis de gordura ou de energia, podem reduzir o consumo

alimentar como uma forma de compensar a ingestéo energética (76-77).
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No presente estudo, o grupo que recebeu a dieta comercial padréo
(grupo C) exibiu um consumo diario de ragéo significativamente superior ao
dos grupos alimentados por dieta hiperlipidica (OB, OBF, OBP) (p<0,01).
Enquanto o grupo de animais que recebeu o produto probidtico
concomitantemente a dieta hiperlipidica (OBF), apresentou consumo
alimentar médio diério significativamente menor em relacdo aos grupos OB
(p=0,04) e OBP (p<0,01) (Tabela 4).

Tabela 4. Consumo alimentar e hidrico diario (média + DP) dos animais dos
grupos C, OB, OBF e OBP, durante o protocolo experimental.

Grupo Consumo alimentar diario (g) Consumo hidrico diario (g)
C 6,30 £ 0,74° 12,16 + 3,43%P

OB 4,64 +0,83" 12,63 + 3,54°

OBF 3,98 £ 0,522 8,51 +1,79%

OBP 4,92 +0,47° 8,94 + 3,29%°

C=controle ndo obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta
hiperlipidica e produto probiético; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipidica
e produto placebo.

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna (comparagdo entre grupos) indicam
valores estatisticamente diferentes pela ANOVA e pos-teste de Tukey (p<0,05).

A reducdo na ingestdo alimentar observada nos grupos OB, OBF e
OBP deve-se provavelmente, a um mecanismo compensatorio para manter
o equilibrio energético, pois a dieta hiperlipidica apresentava alto teor
caldrico (5,15 Kcal/g), comparado a dieta padréo (3,6 Kcal/g) (59-78).

Forssten et al. (79) investigaram a relacdo entre ingestao de leites
fermentados com diferentes cepas de Lactobacillus spp., producdo de
horménios da saciedade e ingestao alimentar em ratos Wistar. Os autores
constataram que houve consumo significativamente menor de racao e
modificacdo na produgcdo de hormoénios de saciedade, sendo esse efeito

dependente da cepa avaliada (79).

3.4 Coeficiente de Eficacia Alimentar

O Coeficiente de Eficacia Alimentar (CEA) foi utilizado para avaliar a

habilidade do animal em converter cada grama de dieta consumida em peso
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corporal (33). No presente estudo, 0s grupos que ingeriram a dieta
hiperlipidica (OB, OBF e OBP) apresentaram CEA superior ao do controle
alimentado com dieta padréo (p<0,05) (Figura 4).

Embora os animais induzidos a obesidade tenham consumido menor
guantidade de rag&o durante o protocolo experimental, estes apresentaram
maior ganho de peso corporal (g), sugerindo que a oferta energética
elevada, especialmente na forma de lipidios, contribuiu para o acimulo de
tecido adiposo, demonstrando que o desenvolvimento da obesidade dos
animais alimentados por DHL foi ocasionado pela elevacdo da eficiéncia
alimentar, e ndo por hiperfagia (80).

O aumento do CEA devido ao ganho de peso esté relacionado nédo so
a uma alta ingestdo energética, mas também a uma diminuicdo no gasto de
energia devido a temperatura e/ou locomocgdo, uma vez que, estudos
identificaram uma relacdo inversa entre o ganho de peso e a reducdo da

atividade locomotora (81-83).
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Figura 4. CEA dos diferentes grupos em estudo.

C=controle ndo obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta
hiperlipidica e produto probidtico; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipidica
e produto placebo. Médias com letras iguais ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste
de Kruskal-Wallis e pos-teste Dunn.
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Park et al. (84) ao estudarem os efeitos de uma dieta hiperlipidica
associada a ingestdo de probidticos - Lactobacillus curvatus HY7601 e
Lactobacillus plantarum KY1032 - em camundongos C57BI/6J, constataram
que o consumo de racdo no grupo probidtico foi 7 - 8% inferior ao do grupo
placebo, porém essa diferenca néo foi significativa (p<0,05). Além disso, os
animais que receberam apenas a dieta rica em gordura obtiveram CEA
superior aos dos animais alimentados com dieta normal e o grupo que
recebeu o probidtico exibiu CEA 29% inferior ao grupo placebo, refletindo

menor ganho de peso por gramas de ragcédo consumida (84).

3.5 Determinacgao da glicemia de jejum

A obesidade estéa fortemente relacionada a resisténcia a insulina, que
€ um importante fator de risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2. O
grau de resisténcia a insulina, no entanto, pode variar devido a plasticidade
do tecido adiposo. O aumento da massa de tecido adiposo, em obesos,
deve-se ao aumento no tamanho (hipertrofia) e no niumero de adipdcitos
(hiperplasia). Quando em desequilibrio, as células hipertroficas sé&o
resistentes a insulina e mudam o perfil secretor para adipdcitos pro-
inflamatorios. Por outro lado, quando o equilibrio € restabelecido para a
hiperplasia, verifica-se a associacdo de pequenos adipdcitos funcionais na
manutencdo da sensibilidade a insulina e melhora das consequéncias
metabdlicas da obesidade (66, 85-86).

A andlise de glicemia de jejum foi verificada apds jejum de seis horas
realizado entre sete horas da manha e 13 horas da tarde, uma vez que o
jejum realizado durante a noite resulta em reducao intensa do glicogénio
hepatico no camundongo. O jejum de cinco a seis horas € suficiente para
avaliar a acdo da insulina dentro de um contexto fisioloégico e impde menos
estresse metabdlico (87-88).

O grupo controle ndo obeso (C) apresentou a menor média de
glicemia de jejum ao término do experimento (163,5 + 24,3 mg.dL™),

diferindo significativamente dos demais grupos (p<0,05). Entre os grupos
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induzidos a obesidade, o OBF exibiu 0 menor valor de glicemia de jejum
(258,6 + 20,7 mg.dL™), porém sem apresentar diferenca significativa em
relacdo aos grupos OB (287,5 + 66,3 mg.dL™) e OBP (308,9 + 39,7 mg.dL™)
(Figura 5).
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Figura 5. Glicemia de jejum média (mg.dL™) dos camundongos
pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

C=controle ndo obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta
hiperlipidica e produto probiético; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipidica
e produto placebo. Médias com letras iguais ndo diferem estatisticamente de
acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Manzoni et al. (22) estudaram o efeito da ingestdo de um produto
probiotico a base de soja, fermentado com Enterococcus faecium
(microrganismo probiético), Lactobacillus jugurti e suplementado com
isoflavonas (50 mg de isoflavonas/ 100 g de produto de soja fermentado) por
ratos induzidos a hipercolesterolemia. Os autores constataram que a
concentracdo de (glicose sanguinea dos animais induzidos a
hipercolesterolemia e tratados com o produto probiotico foi significativamente
menor quando comparada ao grupo alimentado apenas por dieta
hipercolesterolémica (22).
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Em outro estudo conduzido por Kondo et al. (90), ratos alimentados
com dieta hiperlipidica suplementada com Bifidobacterium breve B-3 a 10°
ou 10° UFC/d, durante oito semanas, apresentaram reducdo do peso
corporal, de gordura epididimal e melhora nos niveis séricos de colesterol
total e de glicemia sanguinea de jejum (89).

Da mesma forma, An et al. (90) verificaram que ratos alimentados
com dieta de alto teor de lipidios e que receberam Bifidobacterium
pseudocatenulatum SPM 1204, Bifidobacterium longum SPM 1205 e
Bifidobacterium longum SPM 1207 (10® ou 10° UFC), durante cinco
semanas, exibiram reducédo do peso corporal, melhora nos niveis séricos de
triglicerideos, colesterol total, glicose, leptina e reducdo na atividade das

enzimas B-glicosidase e B-glucuronidase (90).
3.6 Avaliacéo do tecido adiposo e figado

A administracdo de dietas experimentais produzidas com alto teor de
lipidios (>40% do VET) e com baixo ou moderado contetdo de carboidratos
(9 - 30% do VET) contribui para o aumento do indice de adiposidade ao se
relacionar a propor¢cdo de depositos de gorduras brancas epididimal e
retroperitoneal (59,86).

No presente estudo, verificou-se um aumento no contetdo de gordura
corporal branca intra-abdominal nos animais de todos o0s grupos que
receberam a dieta hiperlipidica, em comparacao ao grupo C (controle ndo
obeso) (p<0,01) (Figura 6), porém sem exibirem diferencas significativas
entre si. No entanto, ndo houve diferenca entre os grupos avaliados em

relacédo ao peso do figado (p=0,538) (Tabela 5).
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Figura 6. Imagem representativa da regido intra-abdominal dos animais
dos diferentes grupos estudados.

Setas indicativas da gordura intra-abdominal epididimal direita (a) e esquerda
(b). A) animal ndo obeso (grupo C - controle negativo); B) animal obeso (grupo
OB - controle positivo); C) animal que recebeu dieta hiperlipidica e o produto
probidtico (grupo OBF); D) animal que recebeu dieta hiperlipidica e o produto

Tabela 5. Peso total da gordura epididimal, retroperitoneal e figado e valor
do Indice de Lee dos diferentes grupos ao final do experimento.

Gordura Gordura indice de Lee
Grupo epididimal retroperitoneal Figado (Q) (g/cm?)
total () total () 9
C 0,79 + 0,33? 0,24 +0,13? 2,05 + 0,252 323,44 + 7,80
OB 2,80 +0,74° 0,72+0,19° 2,27+0,33* 339,29 +11,79°

OBF 2,68+0,77° 0,66 +0,22° 221+0,45" 336,92+ 10,922
OBP 2,29 +0,70° 0,62+0,18° 2,15+0,32* 343,04 +17,96"

Resultados apresentados como Média + DP.

C=controle ndo obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta
hiperlipidica e produto probiético; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipidica
e produto placebo.

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna (comparagéo entre grupos) indicam
valores estatisticamente diferentes pela ANOVA e pos-teste de Tukey (p<0,05).

Woods et al. (66) administraram uma dieta rica em lipidios (40% Kcal
do VET) por 10 semanas e observaram que 0s animais exibiram um
aumento ponderal e de gordura corporal de 10% e 40%, respectivamente,
quando comparado ao grupo de animais alimentados com dieta de baixo
teor de lipidios (66).

O efeito da ingestdo de microrganismos probidticos na deposicao de
gordura corporal foi estudado por Park, Oh e Cha (91) que constataram néo
haver reducé&o significativa na quantidade de gordura epididimal de
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camundongos alimentados por dieta hiperlipidica (60% Kcal do VET) e
suplementados com 10’ UFC do probiético Lactobacillus plantarum LG42,
comparado ao grupo que recebeu apenas a dieta hiperlipidica. No entanto,
outro grupo que recebeu a mesma dieta e uma quantidade superior do
probidtico (10° UFC), obteve reducdo significativa no depésito de gordura
epididimal (p<0,05) (91).

O Indice Nutritivo ou indice de Lee foi utilizado como forma de
mensuracao da obesidade ou como estimativa da composicdo corporal dos
camundongos (38,92). No presente estudo, a ingestdo do produto probiético
pelo grupo OBF contribuiu com a melhora deste parametro (Tabela 5).

Em estudo realizado por Savcheniuk et al. (93) com ratos induzidos a
obesidade no periodo neonatal pela administracdo de glutamato
monossodico, constatou-se que a administracdo de uma mistura de
probiodticos (2:1:1 Lactobacillus casei IMVB-7280, Bifidobacterium animalis
VKL, Bifidobacterium animalis VKB) apresentou efeito protetor quanto ao
desenvolvimento da obesidade, uma vez que os valores correspondentes ao
indice de Lee e peso de gordura visceral foram significativamente reduzidos
em comparacdo ao grupo placebo. Além disso, a utilizacdo periddica da
mistura de probidticos resultou na recuperacao do metabolismo lipidico com
diminuicdo nas fracbes de VLDL, LDL e aumento de HDL colesterol
promovendo, também, a regulacéo da atividade hormonal do tecido adiposo
(93).

3.7 Avaliagdo morfométrica dos adipocitos

O tecido adiposo € dividido em tecido adiposo branco e tecido
adiposo marrom, sendo este ultimo, envolvido na producdo de calor e gasto
de energia. O tecido adiposo branco, por sua vez, apresenta como principal
func@o o armazenamento de triglicerideos e liberagdo de acidos graxos para
a corrente sanguinea. Além disso, € considerado um orgao endocrino por

secretar polipeptideos biologicamente ativos, denominados adipocinas (92).
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As adipocinas sao conhecidas por atuarem local e sistematicamente,
apresentando diferentes fungées no organismo como: regulacéo do apetite,
gasto energético, secrecdo e sensibilidade a insulina, distribuicdo de
gordura, metabolismo de lipidios e glicose, regulacdo do sistema imune,
entre outras (94).

Com o desenvolvimento da obesidade, o tecido adiposo branco sofre
um processo de remodelacdo em que os adipdcitos aumentam em numero
(hiperplasia) e tamanho (hipertrofia) (95).

A andlise morfométrica dos adipécitos possibilitou identificar
diferengas significativas na area e no didmetro médio das células dos
animais submetidos a obesidade, quando comparado ao grupo controle
negativo (C). Entre os animais induzidos a obesidade, aqueles que
receberam o produto probiotico a base de soja (OBF) apresentaram area e
didmetro das células adiposas significativamente menores (p<0,05) (Tabela
6 e Figura 7).

Tabela 6. Area e diametro dos adipécitos (média + DP) dos animais em
estudo.

Grupo Area (pm? Diametro (um)
C 23,50 + 13,802 5,81 + 1,052
OB 67,48 + 31,10° 11,98 + 2,44°
OBF 56,22 + 27,92° 9,19 +1,53°
OBP 70,39 + 35,39° 10,96 + 2,39°

C=controle ndo obeso; OB=controle obeso; OBF=animais alimentados por dieta
hiperlipidica e produto probi6tico; OBP=animais alimentados por dieta hiperlipidica
e produto placebo. Letras minusculas diferentes na mesma coluna (comparagéo
entre grupos) indicam valores estatisticamente diferentes pela ANOVA e pos- teste
de Tukey (p<0,05).
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Figura 7. Fotomicrografia de corte histoldgico das células adiposas do tecido
adiposo branco intra-abdominal epididimal dos diferentes grupos estudados.

C (grupo controle ndo obeso); OB (grupo controle obeso); OBF (animais que receberam
dieta hiperlipidica e o produto probiético); OBP (animais que receberam dieta hiperlipidica

e 0 produto placebo).
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Verificou-se 0 acumulo de macrofagos em torno das células (crown-
like structures) nos grupos induzidos a obesidade o que esta relacionado a
disfuncbes metabdlicas devido a um estado de inflamacéo sistémica (96-98).

Os macréfagos possuem a habilidade inata de adaptar sua fisiologia e
responder a mudancgas imunolégicas e necessidades do hospedeiro em
resposta a uma infeccdo ou dano tecidual, adquirindo um fendétipo
inflamatorio caracterizado pela producdo de altos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina (IL) -
12 e IL-1B (45).

Manzoni et al. (22) estudaram os efeitos de um produto fermentado
por Enterococcus faecium e Lactobacillus jugurti e suplementado com
isoflavonas sobre o tecido adiposo de ratos jovens. A hiperlipidemia foi
induzida pela ingestdao de dieta enriquecida com colesterol durante trés
semanas e, ap0s esse periodo os animais foram tratados com produto
fermentado e suplementado com isoflavonas e produto placebo
suplementado ou ndo com isoflavonas. Os autores constataram que a
circunferéncia dos adipdcitos provindos dos depdsitos de gordura epididimal
e retroperitoneal no grupo que consumiu o0 produto fermentado
suplementado com isoflavonas era inferior a dos demais grupos induzidos a
hiperlipidemia. Esse efeito foi atribuido, principalmente, ao microrganismo
probidtico, pois nos grupos placebo, com e sem suplementacao, a area dos
adipdcitos foi maior (p<0,05) (22).

Da mesma forma, a investigacdo sobre os efeitos anti-obesidade da
cepa Lactobacillus casei Shirota em ratos alimentados por dieta rica em
gordura, mostrou que o tamanho dos adipécitos dos animais que receberam
o probidtico era significativamente menor que os do grupo alimentado

apenas por dieta hiperlipidica (99).



56

3.8 Andlise de citocinas no tecido adiposo

A obesidade gera um estado inflamatério de baixo grau, originado
principalmente da ativacdo de células imunes inatas, como os macrofagos
(100).

Nos individuos obesos, os macréfagos residentes no tecido adiposo
sofrem alteracdes fenotipicas em que ha diferenciacao pro-inflamatéria do
macrofago M1 (classicamente ativado), devido ao aumento na producao de
interferon gama (IFNy) por células T, levando a respostas imunes
inadequadas (101). A cascata da resposta inflamatéria ativada pelas
citocinas pode interferir na sinalizacao de insulina no tecido adiposo, figado,
muasculo esquelético e sistema nervoso central (SNC), favorecendo o
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (102).

A utilizagdo de microrganismos probioticos favorece a ativagdo dos
macrofagos M2 (alternativamente ativados) por células T secretoras de
citocinas anti-inflamatérias, como IL-4, IL-13 e IL-10, e que sdo dominantes
no tecido adiposo magro (103). Desse modo, o equilibrio entre macréfagos
M1 (pro-inflamatérios) e M2 (anti-inflamatérios) desempenha um papel
importante na inflamacéo do tecido adiposo e em complica¢cdes associadas,
como ha resisténcia a insulina (104).

No presente estudo, foi investigada a expressdo de RNAm das
citocinas pré e anti-inflamatérias no tecido adiposo branco, para estimar o

efeito do consumo do probi6tico na resposta imune (Figura 8 e Apéndice 3).
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Figura 8. Expressao relativa de citocinas em relacdo ao gene enddgeno
GAPDH no tecido adiposo branco intra-abdominal retroperitoneal de
camundongos.
(A) Niveis de expressao de Interleucina 1 beta (IL-1B); (B) Niveis de expressao de
Interleucina 10 (IL-10), (C) Niveis de expressao de Interleucina 6 (IL-6); (D) Niveis de
expressao de Fator de Transformacdo do Crescimento Beta (TGF-B); (E) Niveis de
expressao de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a)
C (grupo controle negativo, ndo obeso); OB (grupo controle positivo, obeso); OBF
(grupo experimental, animais que receberam dieta hiperlipidica e o produto probiotico);
OBP (grupo placebo, animais que receberam dieta hiperlipidica e o produto placebo).
Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa pela
ANOVA e pos-teste de Tukey (p<0,05).
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Dentre os grupos avaliados, os que receberam o produto probiotico
(OBF) e o placebo (OBP) apresentaram niveis de IL-6 e IL-10
significativamente superiores (Figura 8).

A IL-6 é secretada principalmente por adipocitos do tecido adiposo
visceral e apresenta concentracdes elevadas durante a obesidade sendo, na
maioria dos casos, considerada uma citocina pré-inflamatéria assim como o
TNF-a e a IL-1B (95). No entanto, estudos recentes indicam que a
sinalizacao de IL-6 durante a inflamacé&o ou disturbios metabdlicos como na
obesidade e diabetes mellitus tipo 2, apresenta papel homeostéatico anti-
inflamatorio, e que a complexidade nas funcdes bioldgicas se estendem a
multiplas configuracdes e tipos celulares (105-110).

Durante a fase aguda da inflamacéo a IL-6 pode aumentar a IL-10, o
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1ra) e dos receptores de TNF solaveis
(STNF-R). Além disso, a IL-6 parece ter influéncia central sobre a regulacéo
do apetite, gasto energético e composicao corporal (105,111-112).

Matthews et al. (113) constataram que camundongos em dieta normal
e com delecéo total de IL-6 (IL-6(-/-)) apresentaram obesidade, inflamacéo
do figado e resisténcia a insulina, quando comparados aos animais controle,
sem que houvesse alteracdo no consumo alimentar. Quando os dois grupos
foram submetidos a alimentacao rica em gorduras, houve ganho equivalente
de peso corporal, massa gorda e deposicdo lipidica ectépica no figado,
porém, maior inflamacao do figado e resisténcia a insulina nos animais com
delecdo de IL-6 (IL-6(-/-)). Sugerindo, portanto, que a deficiéncia de IL-6
pode levar a resisténcia a insulina e inflamacao hepética (113).

A producdo de IL-6 é regulada transcricionalmente e pos-
transcricionalmente, sendo que quando ha& homeostase do sistema, a
producdo é interrompida. Entre outras funcdes, a superexpressao de IL-6
potencializa o gasto energético e pode aumentar a disponibilidade de
substratos como a glicose e lipidios a partir da lipélise e glicogendlise no
muasculo esquelético, principalmente por meio da ativacdo da proteina

quinase ativada por adenosina monofosfato (AMP) (107-108).
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Individuos com obesidade grave e metabolicamente saudaveis
apresentam imunorregulagéo efetiva no combate da inflamagao cronica com
aumento na producdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-3 no
tecido adiposo (114).

A IL-10 apresenta efeitos pleiotrépicos, sendo considerada
predominantemente bloqueadora das respostas imunes, pois inibe, por
exemplo, a producéo de citocinas TNF-a e IL-13 por macréfagos ativados. O
desenvolvimento da obesidade esta associado a uma reducao de IL-10, no
entanto, esta condicdo pode ser melhorada por meio da administracdo de
microrganismos probidticos (115).

A microbiota intestinal desempenha papel fundamental na
manutencdo do equilibrio imune, além disso, alteracdes na composicdo da
microbiota podem promover consequéncias inflamatdrias e disturbios
metabdlicos. O consumo de produtos probiéticos promove a manutencéo da
barreira intestinal e modulacdo do sistema imune do hospedeiro podendo
reduzir a inflamacao em individuos com sobrepeso ou obesidade (116).

Fabersani et al. (117), investigaram a acdo de diferentes cepas de
bactérias laticas sobre a capacidade de modular a secrecdo de adipocinas
no tecido adiposo, utilizando uma técnica in vitro. Os autores constataram
gue as bactérias laticas exercem diferentes efeitos na producédo de TNF-q,
IL-6, IL-10 e MCP-1 em adipdcitos. A cepa Lactococcus lactis CRL1434
induziu valores mais altos de TNF-a; MCP-1 e IL-10 em comparacdo a
outras cepas, enquanto a cepa Lactobacillus plantarum CRL350 induziu
niveis mais elevados de IL-6 (117).

Ao final do protocolo experimental, observou-se, no presente estudo,
que os niveis expressos de TGF- foram maiores no grupo placebo (OBP)
(p<0,05) comparando-o aos controles negativo e positivo (Figura 8D).

O TGF-B apresenta efeitos na diferenciacdo celular e modulacdo da
resposta imune, bloqueando a ativacdo de citocinas pro-inflamatorias e
inibindo a ativacao de macréfagos e proliferacdo de células T (118).

Considerando que o grupo OBF apresentou ganho de peso inferior ao

do grupo obeso (OB) até a 9% semana do estudo, sugere-se a realizacédo de
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estudos que avaliem o efeito do produto probidtico a base de extrato aquoso
de soja na modulagdo de citocinas pré e anti-inflamatérias em diferentes
fases da inducdo da obesidade. Tais resultados auxiliardo no melhor
entendimento do papel das citocinas no processo inflamatério associado a

obesidade.

3.9 Determinagao da composi¢cao da microbiota fecal

Estudos evidenciam que a microbiota intestinal normal € composta
principalmente pelos filos Bacteroidetes e Firmicutes e em menor
proporcao pelos filos Actinobacteria, Proteobactérias e Verrumicrobia. O filo
Bacteroidetes é formado pelos géneros Bacteroides spp. , Prevotella spp.,
Parabacteroides spp., Porfiromonas spp., Alistipes spp. e o filo Firmicutes
composto pelos géneros Clostridium spp., Lactobacillus spp.,
Peptostreptococcus spp., Ruminococcus spp., entre outras bactérias Gram-
positivas (119-120).

O consumo excessivo de alimentos com alto teor energético e baixa
qualidade nutricional, constituido essencialmente de lipidios e agucares,
pode levar a disbiose intestinal, disfuncdes metabdlicas e desequilibrio
imune (121).

Considerando o total de taxons bacterianos analisados antes (T0) e
apos (T70) a inducdo da obesidade e administracdo dos produtos
probiético e placebo, verificou-se que inicialmente houve prodominancia
do género Bacteroides spp. (pertencente ao filo Bacteroidetes) nas
amostras de fezes de todos o0s grupos experimentais (C=99,73%;
0OB=99,72%; OBF=96,76% e OBP=86,97%). Da mesma forma, ao final do
protocolo experimental, este mesmo género foi predominante em todos os
grupos, além de ser constatado aumento na propor¢gdo de microrganismos
do género Lactobacillus spp. (filo Firmicutes) nos animais induzidos a
obesidade, especialmente nos pertencentes aos grupos OB e OBP. O
percentual de Bacteroides spp. correspondeu a 99,78% no grupo C,
91,47% no grupo OBF, 74,47% no grupo OB e 51,61% no grupo OBP. Por
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outro lado, a proporcdo de Lactobacillus spp. foi de 48,39%, 25,53%,
8,53% e 0,22%, nos grupo OBP, OB, OBF e C, respectivamente (Figura
9).

Ao término do experimento as proporcbes do género
Bifidobacterium spp. foram equivalentes a 0,0020% no grupo C, 0,0014%
no grupo OBF, 0,0008% no grupo OBP e 0,0005% no grupo OB. Situacao
semelhante foi verificada para o género Clostridium spp. com proporcdes
de 0,0018% (grupo OBP), 0,0006% (grupo OBF), 0,0004% (grupo OB) e
0,0003% (grupo C) (Figura 9).

c OB OBF OBP
I Lactobacillus spp. [} Bacteroides spp. Bifidobacterium spp. [l Clostridium spp.
B)
C oB OBF OBP

I Lactobacillus spp. )] Bacteroides spp. Bifidobacterium spp. [l Clostridium spp.

A)

Figura 9. Proporcado geral de microrganismos dos géneros Lactobacillus
spp., Bacteroides spp., Bifidobacterium spp, Clostridium spp. nos diferentes
grupos experimentais, sendo A) Proporgéo determinada no tempo inicial (TO)
e B) Proporcao determinada no tempo final (T70).

C (grupo controle negativo, ndo obeso); OB (grupo controle positivo, obeso); OBF
(grupo experimental, animais que receberam dieta hiperlipidica e o produto
probiético); OBP (grupo placebo, animais que receberam dieta hiperlipidica e o
produto placebo).

Conforme demonstrado na Figura 10, embora o0s géneros
Bifidobacterium spp. e Clostridium spp. tenham apresentado proporcdes
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muito pequenas em todos os grupos estudados, a comparacao intra-grupos
- tempos inicial (TO) e final (T70) - indicou aumento significativo de 63,22%
(p<0,05), de Bifidobacterium spp. (filo Actinobateria) no grupo OBF e de
83,25% (p<0,05) de Clostridium spp. (filo Firmicutes) no grupo OBP.



63

A) 1,00E-01 1 ginicial mFinal - * B) 350806 1 ocinicial wFinal
900502 7 3,00E-06 -
_ 8,00E-02 - o e
2 & 7.00E-02 - T & 250E-06 -
& 600E-02 - - 2
g8 [ S S 200E06 -
3 5.00E-02 - <5
«3 O ’ T -
25 3,00E-02 - <3 1,00E-06 A
200802 5,00E-07
1,00E-02 - . e ’—‘
0.00E+00 . 0,00E+00 . . .
c OB OBF OBP c oB OBF OBP
C) 2.00E01 7 inicial wFinal D) 250E-06 1 ginicial mFinal
1,80E-01 - *
1.60E-01 - * * _ 2,00E-06 -
o g 1.40E-01 - eg
o 120E01 - s & 15006 -
232 100E-01 - S8
(=]
23 800E-02 - 55 1.00E-06 -
o —
<& 6.00E-02 <k
4,00E-02 - 5,00E-07 1
2,00E-02 -
0,00E+00 . 0,00E+00 . .
c OB OBF OBP c OB OBF OBP

Figura 10. Quantificacdo dos géneros microbianos com relacdo a bactérias totais has amostras de fezes dos grupos

C, OB, OBF e OBP sendo, Lactobacillus spp. (A), Clostridium spp. (B) Bacteroides spp. (C) e Bifidobacterium spp. (D).
C (grupo controle negativo, ndo obeso); OB (grupo controle positivo, obeso); OBF (grupo experimental, animais que receberam
dieta hiperlipidica e o produto probidtico); OBP (grupo placebo, animais que receberam dieta hiperlipidica e o produto placebo).

(*) Indica diferenca significativa intragrupos pelo teste Komolgorov-Smirnov, p<0,05.
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Wang, et al. (122) compararam os efeitos individuais de trés cepas
probibticas sobre a composicdo da comunidade microbiana intestinal em
camundongos induzidos a sindrome metabdlica por dieta rica em lipidios. As
cepas Lactobacillus paracasei CNCM 1-4270 (LC), L. rhamnosus CNCM I-
3690 (LR) e Bifidobacterium animalis subsp. Lactis CNCM 1-2494 (BA)
interferiram de forma diferente sobre a inflamacdo do hospedeiro e a
fermentacdo microbiana intestinal. Além disso, constataram que, apesar dos
probioticos reverterem parcialmente as alteracdes ocorridas na composicao
da microbiota intestinal, cada cepa apresentou influéncia seletiva no
subconjunto  especifico de espécies bacterianas e que foram
significativamente associadas a uma ou mais caracteristicas envolvidas na
progressdo da obesidade. As doze semanas de alimentacdo hiperlipidica
promoveram abundéancia de Firmicutes e Proteobacteria e reducdo em
Bacteroides e Actinobacterias. No entanto, apenas o LR atenuou o aumento
de Proteobacterias e reduziu Actinobacterias (122).

Bagarolli, et al. (123) investigaram os efeitos dos probidticos
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium bifidum
sobre microbiota intestinal, alteragbes na permeabilidade do epitélio
intestinal e sensibilidade a sinalizacdo de insulina em camundongos Swiss
alimentados por dieta hiperlipidica (55% do VET correspondente aos
lipidios), durante 12 semanas. A dieta rica em lipidios promoveu
modificacbes na composicdo da microbiota intestinal acompanhada de
aumento da permeabilidade intestinal, translocacédo de LPS e inflamacéo
sisttmica de baixo grau. No entanto, o grupo que recebeu os
microrganismos probidticos por cinco semanas apos a inducdo da obesidade
por dieta, apresentou melhora na resisténcia a insulina e leptina
hipotalamica, modulagdo da microbiota intestinal (manutengdo de
Bacteroidetes, aumento de Actinobacterias e reducdo de Firmicutes) além de
ganharem significativamente menos peso ao longo do estudo (123).

Existem alguns mecanismos n&o excludentes envolvidos na relagdo
entre composicao da microbiota intestinal e obesidade. Entre eles merecem

destaque: a capacidade de produzir 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC)
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(butirato, propionato e acetato) por bactérias intestinais, que promovem
mudangas na motilidade intestinal e facilitam a absor¢éo de nutrientes e
energia da dieta; a inflamacdo crbonica de baixo grau devido aos
lipopolissacarideos (LPS) provenientes das membranas celulares externas
de bactérias Gram-negativas e a desregulacdo do fator adiposo induzido por
jejum (FIAF), pelos microrganismos intestinais, levando a deposi¢do de
triglicerideos em adipécitos (124-125). Dessa forma, alteracdes positivas na
composicdo da microbiota intestinal relacionam-se com a susceptbilidade

individual a obesidade.

4 Conclusodes

A ingestao regular do produto probiético reduziu o ganho de peso no
grupo OBF, em comparagdo ao grupo obeso (OB), até a 9% semana do
estudo. Além disso, os adipdcitos do grupo OBF se mostraram com menor
grau de hipertrofia e a andlise de expressdo de citocinas evidenciou
aumento naquelas relacionadas a homeostase metabdlica e controle de
processos inflamatoérios associados a obesidade (IL-10 e IL-6).

Os resultados indicam que os efeitos benéficos verificados em relacao
a prevencdo da obesidade no grupo OBF parecem estar relacionados a
modulacdo na composicdo da populacdo de microrganismos presentes no
intestino, uma vez que, o consumo diario da bebida fermentada probidtica foi
relacionado & manutencdo do equilibrio na propor¢do de microrganismos do
género Lactobacillus spp. (filo Firmicutes) além de promover um aumento na
populacdo de Bacteroides spp. (filo Bacteroidetes) e Bifidobacterium spp.

(filo Actinobacteria).
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Consideracdes finais

Os dados da literatura evidenciam que os resultados de estudos que
avaliaram os efeitos de probioticos na obesidade e em doencas relacionadas
sdo muitas vezes discrepantes. Tais diferencas podem ser explicadas pela
estratégia utilizada para a inducdo da obesidade (que inclui a quantidade e o
tipo de gordura e o periodo de inducédo), diferencas inerentes ao modelo
animal, tempo do protocolo experimental e pelo efeito cepa especifico.

Pesquisas adicionais devem ser realizadas a fim de esclarecer a
combinagdo mais eficaz dos microrganismos a serem administrados, a sua
dosagem minima ideal e o mecanismo de acdo, que inclui o efeito em
marcadores inflamatérios e na microbiota intestinal. Além disso, a avaliagdo
da microbiota por métodos complementares, como sequenciamento,
também ser4d Iimportante para a compreensdao da relacdo entre

microrganismos presentes no intestino e génese da obesidade.



81

Referéncias

1. Volp AC, Alfenas RCG, Costa NMB, Minim VPR, Stringueta PC, Bressan
J. Capacidade dos Biomarcadores Inflamatorios em Predizer a Sindrome
Metabolica — Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e Metabologia. 2008.
52/3:537-549.

2. World Health Organization (WHO). Noncommunicable Diseases (NCD)
Country Profiles. 2014a.

3. . World Health Statistics. 2014b. Disponivel em:
<http://www.who.int/topics/obesity/en/>. Acesso em 24 de janeiro de 2017.

4. Ng M, Fleming T, Robinson M, Thomson B, Graetz N, Margono C, et al.
Global, regional, and national prevalence of overweight and obesity in
children and adults during 1980-2013: a systematic analysis for the Global
Burden of Disease Study 2013. The Lancet. 2014; 384: 766-81.

5. Vigitel Brasil 2016: vigilancia de fatores de risco e protecdo para doencas
cronicas por inquérito telefébnico / Ministério da Saude, Secretaria de
Vigilancia em Saude, Departamento de Vigilancia de Doencas e Agravos
nao Transmissiveis e Promocdo da Saude. Brasilia: Ministério da Saude,
2017. Disponivel em: <
http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2017/junho/07/vigitel 2016 _jun
17.pdf> Acesso em 03 de julho de 2017.

6. Darvall KA, Sam RC, Silverman SH, Bradbury AW, Adam DJ. Obesity and
thrombosis. European Journal Vascular Endovascular Surgery. 2007,
33:223-33.

7. Sabin MA, Werther GAM, Kiess W. Genetics of obesity and overgrowth
syndromes. Best Practice & Research: Clinical Endocrinology & Metamolism.
2011; 25(1):207-20.

8. Caricilli AM, Picardi PK, Abreu LL, Ueno M, Prada PO, Ropelle ER, et al.
Gut Microbiota Is a Key Modulator of Insulin Resistance in TLR 2 Knockout
Mice. PL0oS Biology; 2011.

9. Blaut M, Clavel T, Metabolic diuversity of the intestinal microbiota:
implications for health and disease. Journal of Nutrition. 2007; 137:751S-
55S.



82

10. Dethlefsen L, Relman DA Incomplete recovery and individu alized
responses of the human distal gut microbiota to repeated antibiotic
perturbation. Proceedings of the National Academy of Sciences. USA. 2011,
108:4554-61.

11. Angelakis E, Armougom F, Milion M, Raoult D. The relationship between
gut microbiota and weight gain in humans. Future Microbiology. 2012;
7(1):91-1089.

12. Santacruz A, Warnberg J, Marti A, Martin-Matillas M, Campoy C.
Interplay between weight loss and gut microbiota composition in overweight
adolescentes. Obesity (Silver Spring). 2009; 17(10):1906-15.

13. Million M, Lagier JC, Yahav D, Paul D. Gut bacterial microbiota and
obesity. Clinical bacterial microbiota and obesity. Clinical Microbiology and
Infection. 2013; 19:305-13.

14. Hill, C, et al. Expert consensus document: The International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics consensus statement on the scope
and appropriate use of the term probiotic. Nature Reviews Gastroenterology
& Hepatology, [S.l.], 2014 Jun; 11(8): 506-14. DOI: 10.1038/nrgastro.
2014.66. Disponivel em:
<http://www.nature.com/nrgastro/journal/v11/n8/full/nrgastro.2014.66.html>.
Acesso em: 05 de outubro de 2016.

15. Rodriguez MM, Pérez D, Chaves FJ, Esteve E, Marin-Garcia P, Xifra G.
et al. Obesity changes the human gut mycobiome. Scientific Reports. 2015;
5:14600. doi: 10.1038/srep14600.

16. Selber-Hnatiw S, Rukundo B, Ahmadi M, Akoubi H, Al-Bizri H, Aliu AF, et
al. Human Gut Microbiota: Toward an Ecology of Disease. Frontiers in
Microbiology. 2017; 8: 1265. doi: 10.3389/fmicb.2017.01265.

17. Arumugam M, Raes J, Pelletier E, Paslier DL, Yamada T, Mende DR.
Enterotypes of the human gut microbiome. Nature. 2011; 473(7346):174-80.
doi: 10.1038/nature09944.

18. Lloyd-Price J, Abu-Ali Galeb and Huttenhower C. The healthy human
microbiome. Genome Medicine. 2016; 8:51. doi: 10.1186/s13073-016-0307-

Y.

19. Subramanian S, Blanton L, Frese SA, Charbonneau M, Mills DA and
Gordon JI. Cultivating Healthy Growth and Nutrition through the Gut


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Angelakis%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22191449
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=W%C3%A4rnberg%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19390523

83

Microbiota. Cell. HHS Author Manuscript. 2015; 161(1): 36-48.
doi:10.1016/j.cell.2015.03.013.

20. Arrieta MC, Stiemsma LT, Amenyogbe N, Brow EM, Finlay B. The
intestinal microbiome in early life: health and disease. Frontiers in
Microbiology. 2014; 5:427. doi: 10.3389/fimmu.2014.00427.

21. Gomez-Arango LF, Barret HL, Mcintyre HD, Callaway LK, Morrison M
and Nitert MD. Contributions of the maternal oral and gut microbiome to
placental microbial colonization in overweight and obese pregnant women.
Scientific Reports. 2017. doi: 10.1038/s41598-017-03066-4.

22. Carlucci C, Petrof EO, Allen-Vercoe E. Fecal Microbiota-based
Therapeutics for Recurrent Clostridium difficele Infection Ulcerative Colits
and Obesity. EBioMedicine. 2016; 13: 37-45. doi:
10.1016/j.ebiom.2016.09.029.

23. Rutavisire E, Huang K, Liu Y, Tao F. The mode of delivery affects the
diversity and colonization pattern of the gut microbiota during the first year of
infants’ life: a systematic review. BioMed Central Gastroenterology. 2016;
16(1):86. doi: 10.1186/s12876-016-0498-0.

24. Castanys-Mufioz E, Martin MJ and Vazquez E. Building a Beneficial
Microbiome from Birth. Adv Nutr 2016; 7(2): 323-330. doi:
10.3945/na.115.010694.

25. Ruiz-Moyano S, Totten SM, Garrido DA, Smilowitz JT, German JB,
Lebrila CB and Mills DA. Variation in Consumption of Human Milk
Oligosaccharides by Infant Gut-Associated Strains of Bifidobacterium breve.
Applied and Environmental Microbiology. 2013; 79(19): 6040-6049. doi:
10.1128/AEM.01843-13.

26. Walker WA, lyengar RS. Breast milk, microbiota, and intestinal immune
homeostasis. Pediatric Research. 2015; 77(1). doi: 10.1038/pr.2014.160.

27. Moya-Pérez AM, Luczynski P, Renes IB, Wang S, Borre Y, Ryan CA.
Intervention strategies for cesarean section-induced alterations in the
microbiota-gut-brain axis. Nutrition Reviews. 2017; 75(4):. 225-240. doi:
10.1093/nutrit/nuw069.

28. Degnan PH, Taga ME and Goodman A. Vitamin B12 as a Modulator of
Gut Microbial Ecology. Cell Metabolism Perspective. 2014. 20 (5): 769-778.
doi:10.1016/j.cmet.2014.10.002.



84

29. Rowland I, Gibson G, Heinken A, Scott K, Swan J, Thiele I, Tuohy K. Gut
microbiota functions: metablism of nutrients and other food components
Europe Journal Nutrition. 2017. doi: 10.1007/s00394-017-1445-8.

30. Hegarty JW, Guiname CM, Ross RP, Hill C and Cotter PD. Bacteriocin
production: a relatively unharnessed probiotic trait? 2016. doi:
10.12688/f1000research.9615.1.

31. Mokoena MP, Mutanda T and Olaniran AO. Perspectives on the probiotic
potencial of lact acid bacteria from African traditional fermented foods and
beverages. Food Nutr Res. 2016; 60. doi: 10.3402/fnr.v60.29630.

32. Sharma C, Sing BP, Thakur N, Gulati S, Gupta S, Mishra SK and Panwar
H. Antimicrobial effects of Lacbtobacillus isolates of curd and human milk
origin aganist food-borne and human pathogens. 3Biotech. 2017; 7(1): 31.
doi: 10.1007/s13205-016-05991-7.

33. Silva MT, Pestana NTS. The in vivo extracellular life of facultative
intracellular bacterial parasites: Role in pathogenesis. Immunobiology. 2013;
218(3): 325-337. doi: 10.1016/j.imbio.2012.05.011.

34. Herrmann E, Youg W, Rosendale D, Conrad R, Riedel CU and Egert M.
Determination of Resistant Starch Assimilating Bacteria in Fecal Samples of
Mice by In vitro RNA-Based Stable Isotope Probing. Fontiers Microbiology.
2017; 8: 1331. doi: 10.3389/fmjcbh.2017.01331.

35. Gomes AC, Bueno AA, Souza RGM, Mota JF. Gut microbiota, probiotics
and diabetes. Nutrition Journal. 2014; 13:60. doi:10.1186/1475-2891-13-60.

36. Cavallini DCU, Abdalla DSP, Vendramini RC, Bedani R, Bondespacho,
LQ, Pauly-Silveira ND et al. Effects of isoflavone-supplemented soy yogurt
on lipid parameters and atherosclerosis development in hypercholesterolemic
rabbits: a randomized double-blind study. Lipids in Health and Disease;
2009. doi: 10.1186/1476-511X-8-40.

37. Abegunde AT, Muhammad BH and Ali Taussef. Preventive health
measures um inflammatory bowel disease. World Journal of
Gastroenterology. 2016; 22(34): 7625-7644. doi: 10.3748/wjg.v22.i34.7625.

38. Guasch-Ferré M, Merino J, Sun Q, Fitd M and Salas-Salvado J. Dietary
Polyphenols, Mediterranean Diet, Prediabetes, and Type 2 Diabetes: A
Narrative Review of the Evidende. Oxidative Medicine and Cellular
Longevity. 2017; 2017: 6723931. doi: 10.1155/2017/6723931.



85

39. Cani PD, Bibiloni R, Knauf C, Waget A, Neyrinck AM, Delzenne NM. In
gut microbiota control metabolic endotoxemia-indeced inflammation in high-
fat diet-induced obesity and diabetes in mice. Diabetes. 2008; 57:1470-81.
doi: 10.2337/db07-1403.

40. Carding S, Verbeke K, Vipond DT, Corfe BM and Owen LJ. Dysbiosis of
the gut microbiota in disease. Microbial Ecology in Health and Disease. 2015;
26. doi: 10.3402/mehd.v26.26191.

41. Boulangé CL, Neves AL, Chilloux J, Nicholson JK and Dumas ME.
Impacto of the gut microbiota on inflammation obesity, and metabolic
disease. Genome Medicine. 2016; 8: 42. doi: 10.1186/s13073-016-0303-2.

42. Milion M, Lagier JC, Yahav D, Paul M. Gut bacterial microbiota and
obesity. Clinical Microbiology and Infection. 2013; 19(4): 305-313. doi:
10.1111/1469-0691.12172.

43. Xiao L, Sonne SB, Feng Q, Chen N, Xia Z, Li Xiaoping, et al. High-fat
feeding rather than obesity drives taxonomical and functional changes in the
gut microbiota in mice. BioMed Central Microbiome. 2017; 5:43. doi:
10.1186/s40168-017-0258-6.

44. Turnbaugh PJ, Ley RE, Mahowald MA, Magrini V, Mardis ER, Gordon JI.
An obesity-associated gut microbiome with increased capacity for energy
harvest. Nature; 2006. 444(7122), 1027-1031. doi: 10.1038/nature05414.

45. Hur KY and Lee MS. Gut Microbiota and Metabolic Disorders. Diabetes &
Metabolism Journal. 2015; 39(3): 198-203. doi: 10.4093/dm;j.2015.39.3.198.

46. Oriach CS, Robertson RC, Stanton C, Cryan JF, Dinan TG. Food for
thoyght: The role of nutrition in the microbiota-gut-brain axis. Clinical Nutrition
Experimental. 2016; 6: doi: 10.1016/j.vcinex.2016.01.003.

47. Cani PD, Possemiers S, Van de WT, Guiot Y, Everard A, Rottier O.
Changes in gut microbiota control inflammation in obese mice through a
mechanism involving GLP-2-driven improvement of gut permeability. Gut;
2009.58(8):1091-1103. doi: 10.1136/gut.2008.165886.

48. Kang C, Wang B, Kaliannan K, Wang X, Lang H, Hui S, et al. Gut
Microbiota Mediates the Protective Effects of Dietary Capsaicin against
Chronic Low-Grade Inflammation and Associated Obesity Induced by High-
Fat Diet. mBio. 2017; 8(3). doi: 10.1128/mbio.00470-17.



86

49. Jiao P, Chen Q, Shah S, Du Jing, Tao Bo, Tzameli I, et al. Obesity-
Related Upregulation of Monocyte Chemotactic Factors in Adipocytes.
Diabetes. 2009; 58(1): 104-115. doi: 10.2337/db07-1344.

50. Guo H, Jin Daozhong and Chen X. Lipocalin 2 is a Regulator Of
Macrophage Polarization and NF-kB/STAT3 Pathway Activation. Mol
Endocrinol. 2014. doi: 10.1210/me.2014-1092.

51. Barnes PJ, Karin M. Nuclear factor-kappaB: a pivotal transcription factor
in chronic inflammatory diseases. The New England Journal of Medicine.
1997; 336(15):1066-71. doi: 10.1056/NEJM199704103361506.

52. Divella R, Luca R, Abbate I, Naglieri E, Daniele A. Obesity and cancer:
the role of adipose tissue and adipo-cytokines-induced chronic inflammation.
Journal or Cancer. 2016; 7(15): 2346-2359. doi: 10.7150/jca.16884.

53. Woting A and Blaut M. The Intestinal Microbiota in Metabolic Disease.
Nutrients. 2016; 8(4): 202. doi: 10.3390/nu8040202.

54. Khan MJ, Gerasimidis K, Edwards CA and Shaikh MG. Role of Gut
Microbiota in the Aetiology of Obesity: Proposed Mechanisms and Rewiew of
the Literature. Journal of Obesity. 2016. doi: 10.1155/2016/7353642.

55. Vrieze A, Holleman F, Zoetendal EG, de Vos WM, Hoekstra JB,
Nieuwdorp M. The environment within: how gut microbiota may influence
metabolism and body composition. Diabetologia. 2010; 53(4): 606-613. doi:
10.1007/s00125-010-1662-7.

56. Krajmalnik-Brown R, Ilhan ZE, Kang DW, DiBaise JK. Effects of gut
microbes on nutrient absorption and energy regulation. Nutrition in Clinical
Practice. 2012; 27(2): 201-214. doi: 10.1177/0884533611436116.

57. Sala PC, Assal KA, Machado N. Microbiota intestinal na obesidade.
Cap.31. In: Fisiologia da Nutricdo na Saude e na Doencga. Orgs: Sawaya, AL;
Leandro, CG; Waitzberg, D. 12 edicdo. Séo Paulo, Editora Atheneu; 2013. p.
531-546.

58. Koliada A, Syzenko G, Moseiko V, Budovska L, Punckov K, Perederiv V,
et al. Association beteween body mass index and Firmicutes/Bacteroidetes
ratio in na adult Ukrainian population. BioMed Central Microbiology. 2017;
17:20. doi: 10.1186/s12866-017-1027-1.

59. Backed F, Ding H, Wang T, Hooper LV, Koh GY, Nagy A, et al. The gut
microbiota as an environmental factor that regulates fat storage. Proceedings



87

of the National Academy of Sciences of the United States of America. 2004;
101(44): 15718-23.

60. DiBaise JK, Zhang H, Crowell MD, Krajmalnik-Brown R, Decker GA,
Rittmann BE. Microbiota and Its Possible Relationship With Obesity. Mayo
Clinic Proceedings. 2008; 83(4): 460-469. doi: 10.4065/83.4.460.

61. Abete |. Obesity and metabolic syndrome: potential benefit from specific
nutritional components. Nutrition. Metabolism and Cardiovascular Diseases.
2011; 21(2): B1-15. doi: 10.1016/j.numecd.2011.05.001.

62. Filippis F, Pellegrini N, Vannini L, Jeffery IB, Storia AL, Laghi L. Hi, et al.
High-level adherence to a Mediterranean diet beneficially impacts the gut
microbiota and associated metabolome. 2015. doi: 10.1136/gutjnl-2015-
309957.

63. Lopez-Legarrea P, Fuller NR, Zulet MA, Martinez JA, Caterson ID. The
influence of Mediterranean, carbohydrate and high protein diets on gut
inflammatory state. Asia Pacific Journal of Clinical Nutrition. 2014; 23(3):
360-8. doi: 10.6133/apjcn.2014.23.3.16.

64. Petschow B, Doré J, Hebberd P, Dinan T, Reid G, Blaser M. Probiotics,
prebiotics, and the host microbiome the science of translation. Annals of the
New York Academy of Sciences; 2013. doi: 10.1111/nyas.12303.

65. World Health Organization and Food & Agriculture Organization.
Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food. FAO/WHO; Londres, ON,
Canada: 2002. [(acesso em 2 Janeiro 2017)]. Report of a Joint FAO/WHO
Working Group on Drafting Guidelines for the Evaluation of Probiotics in
Food.

66. Amara AA, Shibl A. Role of Probiotics in health improvement, infection
control and disease treatment and management. Saudi Pharmaceutical
Journal. 2015; 23(2): 107-114. doi: 10.1016/}.jsps.2013.07.001.

67. Hendaus MA, Jomha FA and Ehlayel M. Allergic diseases among
children: nutritional prevention and intervention. Therapeutics and Clinical
Risk Management. 2016; 12: 361-372. doi: 10.2147/TCRM.S98100.

68. Chen JJ, Wang R, Li X F. Bifidobacterium longum supplementation
improved high-fat-fed-induced metabolic syndrome and prometed intestinal
Reg | gene expression. Experimental Biology Medicine. 2011; 236 (7): 823-
31. doi: 10.1258/ebm.2011.010399.



88

69. Moya-Péres A, Neef A and Snaz Y. Bifidobacterium pseudocatenulatum
CECT 7765 Reduces Obesity-Associated Inflammation by Restoring the
Lymphocyte-Macrophage Balance and Gut Microbiota Strucure inHigh-Fat
Diet-Fed Mice. PloS One. 2015; 10(7). doi: 10.1371/journal.pone.0126976.

70. Aoki R, Kamikado K, Suda W, Takii H, Mikami Y, Suganuma N. A
proliferative probiotic Bifidobacterium strain in the gut ameliorates
progression of metabolic disorders via microbiota modulation and acetate
elevation. Scientific Reports. 2017; 7: 43522. doi: 10.1038/srep43522.

71. Manzoni MS, Rossi EA, Carlos 1Z, Vendramini RC, Duarte AC, Damaso
AR. Fermented soy product supplemented with isoflavones affected fat
depots in juvenile rats. Nutrition. 2005; 21(10):1018-24. doi:
10.1016/j.nut.2005.02.007.

72. Cheik NM, Rossi EA, Guerra RLF. Effects of a ferment soy product on
the adipocyte area reduction and dyslipidemia control in
hypercholesterolemic adult male rats. Lipids in Health and Disease. 2008;
7:50. doi: 10.1186/1476-511X-7-50.



89

Apéndices

Apéndice 1. Imagens representativas das instalacdes utilizadas no protocolo
experimental. A) estante de ar ALESCO para acondicionamento dos
animais; B) caixa de polipropileno para alojamento dos camundongos
contendo anotacg6es de controle fixadas a mesma.
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Apéndice 2. Imagens representativas das etapas do protocolo experimental.
A) administracéo de gavagem para camundongo por meio de agulha de acgo

inoxidavel para camundongos; B) determinacdo do peso corporal do
camundongo em balanca semi-analitica.
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Apéndice 3. Imagem representativa das curvas de amplificacdo e
respectivas curvas de melting dos genes estudados (il-1b, il-6, il-10, tnf-a,
tgf-b, gapdh).

A) Amplificagdo gerada para o grupo C; B) Amplificagbes geradas para o
grupo C e OB; C) Amplificacbes geradas para o grupo OB e OBF; D)
Amplificacdo gerada para o grupo OBF; E) Amplificacdo gerada para o grupo
OBP.

Amplification Melt Curve

Amplification Melt Curve
T T T

Amplification Melt Curve

Melt Curve

Cycles Temperature, Celsius
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Anexos

Anexo 1. Protocolo de aprovacao em estudo com animais disponibilizado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCFar UNESP,
Araraquara.

Protocolo CEUA/FCF/CAr n? 05/2016

Interessada: JULIANA DE CARVALHO MARCHESIN

Orientadora: Profa. Dra. Daniela Cardoso Umbelino Cavallini

Projeto: Influéncia de um produto probidtico a base de soja sobre a
composigdo da microbiota intestinal de camundongos
submetidos a dieta hiperlipidica

Parecer n® 18/2016 — Comisséo de Etica no Uso de Animais

O coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais, desta
Faculdade, aprovou ad-referendum as adequacodes feitas no protocolo do
projeto de pesquisa “Influéncia de um produto probiético a base de soja sobre
a composicdo da microbiota intestinal de camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica”, apresentado pela pés-graduanda JULIANA DE CARVALHO
MARCHESIN, sob orientagdo da Professora Doutora Daniela Cardoso
Umbelino Cavallini, do Departamento de Alimentos e Nutricio desta
Faculdade.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em
SETEMBRO de 2017, em formulario para este fim.

Araraquara, 31 de margo de 2016.

(oo (e (ot

Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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Anexo 2. Composicdo nutricional da dieta hiperlipidica administrada aos
animais em estudo.

Dieta hiperlipidica (DHL)

Ingredientes

Quantidade (%) Kcal/Kg Kcal (%)
Amido de milho 4,43 177,20 3,44
Farelo de soja moido 41,00 1325,53 25,75
Amido dextrinizado 5,00 200,00 3,89
Sacarose 8,00 320,00 6,22
Banha 30,20 2718,00 52,80
Oleo de soja 4,00 360,00 6,99
Celulose microcristalina 2,54 - -
L-cistina 0,18 7,20 0,14
Bitartarato de colina 0,15 - -
Butil-hidroxitolueno 0,00 - -
*Mix mineral AIN 93 3,50 - -
*Mix vitamina AIN 93 1,00 40,00 0,78
Total 100,00 5147,93 100,00

Dieta hiperlipidica (DHL): 18,63% de proteinas (14,48% do VET); 34,9% de lipidios (61,01%
do VET) e 31,55% de carboidratos (24,51% do VET).

*Composicao das misturas salinica (Mix mineral AIN 93) e vitaminica (Mix vitamina AIN 93)
apresentada em anexo (Anexos 1 e 2).

Kcal/Kg: quilocaloria/quilograma.

Composicdo da dieta adaptada de Lenquiste, Marineli, Moraes, et al. (27).
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Anexo 3. Composicado da Mistura Salinica (MIX).

Componentes Racao hiperlipidica (g/Kg de Mix)
Carbonato de calcio anidro 357,0
Fosfato de potassio monobasico 250,0
Cloreto de sodio 74,0
Citrato de potassio 28,0
Sulfato de potassio 46,6
Oxido de magnésio 24,0
Citrato férrico 6,06
Carbonato de zinco 1,65
Carbonato de manganés 0,63
Carbonato cuprico 0,30
lodato de potassio 0,01
Selenito de so6dio anidro 0,01025

Paramobilidato de amonio

tetrahidratado 0,00795
Meta-silicato de sédio 9-hidratado 1,45
Sulfato de potassio e cromo 0,275
Cloreto de litio 0,0174
Acido bérico 0,0815
Fluoreto de sédio 0,0635
Carbonato de niquel 0,0318
Vanadato de amonio 0,0066
Sacarose 209,8

Composicdo da mistura salinica para as dietas de acordo com o Instituto Americano de
Nutricdo (AIN 93) (26).
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Anexo 4. Composicao da Mistura Vitaminica.

Componentes Racdao hiperlipidica (g/Kg de Mix)
Acido nicotinico 3,00
Pantotenato de calcio 1,60
Piridoxina-HCI 0,70
Tiamina-HCI 0,60
Riboflavina 0,60
Acido félico 0,20
D-biotina 0,02
Vitamina B12 2,50
Vitamina E 15,00
Vitamina A 0,80
Vitamina D3 0,25
Vitamina K 0,075
Sacarose 974,65

Composicdo da mistura salinica para as dietas de acordo com o Instituto Americano de
Nutricéo (AIN 93) (26).



