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Resumo

Durante a ultima década, o interesse por alimentos nutritivos e funcionais aumentou
exponencialmente, tanto pelos consumidores quanto pelas industrias alimenticias.
Dessa forma, pesquisas com ingredientes prebidticos, os quais comprovem os efeitos
benéficos para a saude tem se tornado essenciais. O objetivo deste trabalho consiste
em avaliar a agdo da ingestao de inulina sob a microbiota intestinal por meio de
sistema dindmico in vitro - Simulador do Ecossistema Microbiano Humano
(SEMH).Foram realizados dois experimentos no SEMH, sendo um com 2,5 g de
inulina/dia (Tratamento 1) e outro com adigdo de 1,25 g de inulina/dia (Tratamento 2).
Nos dois experimentos, a inulina entrou uma vez ao dia, durante duas semanas no
SEMH, onde as condicdes de pH, tempo de residéncia e temperatura foram
controladas e semelhantes ao trato gastrintestinal humano. A analise da composi¢ao
da microbiota intestinal foi baseada na enumeracdo de Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp., Anaerdbios totais, Anaerdbios facultativos, Clostridium spp.,
Enterococcus spp. e Enterobactérias. A producao de acidos graxos de cadeia curta
(AGCQC) foi verificada utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a
producdo de ions de amoénio por medidor de ion seletivo. Durante o periodo de
tratamento 1, um aumento significativo nas populagbes de Lactobacillus spp. e
Bifidobacterium spp. foi observado, bem como um crescimento de Clostridium ssp. A
andlise mostrou um aumento de AGCC expressiva na produgdao de acetato,
propionato e butirato em todos os segmentos do célon (p <0,01). Além disso, as
concentragdes de aménio diminuiram (p <0,05) durante o mesmo periodo na maioria
dos compartimentos. Ja os resultados do tratamento 2 apontaram um leve aumento
nas populagdes de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. € na de Clostridium spp.
Os AGCC que mais apresentaram aumento foram propionato e butirato e houve um
pequeno aumento dos ions de aménio em todos os compartimentos. Este estudo
suporta pesquisas sobre os efeitos benéficos da inulina na microbiota e, além disso,
mostra a eficacia da utilizagdo de métodos in vitro que simulam a regido do cdlon para
avaliar alteragcdes na microbiota.



1 INTRODUGAO

1.1 Microbiota Intestinal
Cada individuo apresenta uma microbiota intestinal unica, a qual € formada por um
grande numero de espécies, variando conforme as regides do coélon (ROBLES-
ALONSO e GUARNER, 2013). O estdbmago e o duodeno apresentam uma baixa
concentragéo (até 10° UFC/mL) devido ao baixo pH (PAYNE et al., 2011), o jejuno e
o ileo apresentam uma concentragdo um pouco maior (104 — 108 UFC/mL), porém
devido a rapida passagem do alimento e a secregao de bile e de suco pancreatico, o
crescimento é limitado. O colon apresenta a maior concentragao de micro-organismos
do trato (até 10" UFC/mL) devido as condigbes favoraveis de crescimento, como
tempo de retengao do alimento no célon, disponibilidade de nutrientes e pH favoravel
(MONTALTO et al., 2009).
As diferengas encontradas na microbiota intestinal de cada individuo podem
ser consequéncias de variagbes na dieta, idade, condi¢gbes patoldgicas (como
infeccbes entéricas), uso de antibidticos, tratamento anti-acido ou imunossupressao
(ROBLES-ALONSO e GUARNER, 2013).

A microbiota intestinal apresenta cerca de 800 espécies diferentes de bactérias,
sendo que os principais géneros de bactérias anaerdbias sdo Bacteroides spp.,
Bifidobacterium spp., Eubacterium spp., Fusobacterium spp., Clostridium spp. e
Lactobacillus spp., enquanto as principais bactérias aerdbias Gram-negativa sao
Escherichia coli e Salmonella spp. e as Gram-positiva, Enterococcus spp.,
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. Além disso, ha presenca de espécies
fungicas, como Candida albicans (MONTALTO et al., 2009).

Logo apds o nascimento do individuo, tem inicio a colonizagao bacteriana do
intestino, que apresenta uma composicao relativamente simples até a infancia, com
baixa diversidade, tornando-se mais complexa com o avang¢o da idade (MONTALTO
et al., 2009). A colonizagdo bacteriana logo apds o nascimento € essencial para a
resposta de defesa do organismo, pois permite o desenvolvimento de tolerancia
imunoldgica a uma variedade de antigenos, o que resulta na diminuigdo de processos
alérgicos e inflamatérios (MATAMOROS et al., 2013).



Apesar de a microbiota intestinal ser de grande importancia, muitas vezes sua
relagdo com o corpo humano, por falta de conhecimento, é descrita como
comensalismo (em que apenas uma parte se beneficia e a outra nao é afetada positiva
e nem negativamente), ao invés de ser conhecida como mutualismo (em que as duas
partes se beneficiam). A relagdo de mutualismo pode ser explicada devido suas
fungdes bioldgicas, como homeostase e protegao contra agentes patogénicos, além
disso, a microbiota esta envolvida em reacbes metabdlicas, como fermentacao de
fibras obtidas pela dieta que nao sao digestiveis, biotransformagao de acidos biliares
conjugados, degradagdo de complexos a base de oxalato e sintese de algumas
vitaminas, como B12 e K. A microbiota intestinal também apresenta efeitos no epitélio
intestinal desenvolvendo um papel essencial na maturagao das respostas imune inata
e adaptativa do hospedeiro (MONTALTO et al., 2009).

A homeostase da microbiota intestinal € o resultado das interagbes do
hospedeiro com as bactérias e das interagbes entre bactérias. Este equilibrio pode ser
alterado através de atividades metabdlicas bacterianas, como producédo de acidos
graxos de cadeia curta, modificacdo de potencial redox e sintese de bacteriocinas.
Portanto, essas atividades podem alterar o ecossistema intestinal, fazendo com que
o0 ambiente fique apropriado para algumas bactérias e hostil para outras (BISCHOFF,
2011).

1.2 Prebiéticos

Prebidticos sao ingredientes alimentares n&o digeriveis que afetam
positivamente a saude individuo, estimulando seletivamente o crescimento e/ou a
atividade de bactérias saudaveis para o célon (VAN de WIELE et al.,, 2004). Os
prebidticos devem resistir a acidez gastrica, a hidrélise por enzimas e a absorcao
gastrointestinal, para que grande parte do alimento chegue ao cdlon intacto. O
alimento é fermentado pela microbiota intestinal residente, estimulando seletivamente
o crescimento e/ou atividade metabdlica das bactérias intestinais associadas a saude
e bem estar (GIBSON e RASTALL, 2006).

Varios ingredientes alimentares atendem a esses requerimentos, o0s
oligossacarideos, tais como fruto-oligossacarideo (FOS) e a inulina (VAN de WIELE
et al., 2004).



10

A inulina e o FOS sao carboidratos compostos por uma mistura de
oligossacarideos ou de oligossacarideos com polissacarideos. A inulina €
completamente hidrolisada e fermentado pela microbiota intestinal no célon, levando
a producgao de gases (Hz, CO2 e CHa4) e de acidos graxos de cadeia curta (AGCC),
como o acetato, propionato e butirato (GIBSON e RASTALL, 2006). A inulina esta
presente como reserva de carboidrato com a fungdo de armazenar energia, em

plantas como a chicdria, alcachofra, dalia e batata yacon (CHI et al., 2011).

Inulina e o FOS podem influenciar no processo de digestdo durante sua
passagem no trato intestinal superior, modificando respostas metabdlicas, como
digestado de dissacarideos, transporte de glicose, e absorgdo de leucina, prolina e
glicil-sarcosina (GIBSON e RASTALL, 2006).

Foi observado em modelos experimentais e confirmado em experimentos com
dieta humana, que a ingestdo de inulina pode estimular o crescimento de
bifidobactérias e lactobacilos, suprimir o de patégenos e melhorar o funcionamento do
intestino (como o volume de fezes, frequéncia que as fezes séo eliminadas, redugao
de infeccdes e de stress inflamatdrio) (GIBSON e RASTALL, 2006). Além disso, outras
funcdes fisioldgicas sdo melhoradas em consequéncia da alteragdo da composigéo e
atividade metabdlica do colon. Pode ser observado um aumento na absorcdo de
minerais vindos da dieta, principalmente aqueles relacionados a for¢a da estrutura
0ssea; a modulagao do sistema imune, resultando em maior resisténcia a infeccéo e
reducao do risco de cancer intestinal, assim como de outros tipos de cancer sistémicos
(GIBSON e RASTALL, 2006). Também, foi verificado que efeitos benéficos na
homeostase energética, regulacdo da saciedade e ganho de peso corporal
demostraram que a composi¢ao da microbiota intestinal (especialmente o numero de
bifidobactérias) pode contribuir a regulagcdo de processos metabdlicos associados
especialmente a obesidade e diabetes tipo 2 (ROBERFROID et al., 2010).

Para se obter um efeito prebidtico, a quantidade média recomendada de
ingestdo de inulina é de 1 a 5 g/dia (VAN de WIELE et al., 2004).

1.3 Modelos de Simuladores Intestinais
Experimentos utilizando modelos animais e ensaios clinicos s&o indicados para
avaliar os efeitos de prebidticos, pois € possivel verificar parametros fisiolégicos e

interagdes com todo o organismo, porém apresentam um custo elevado e consomem
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bastante tempo, além de, no caso de humanos, apenas analisarem a microbiota das
fezes, 0 que nao representa a composi¢cao microbiota de diversas partes do intestino
(VAN de WIELE et al., 2004).

Experimentos in vitro, realizados em sistemas que simulam as regides proximal
e distal do célon, como o SEMH (Simulador do Ecossistema Microbiano Humano) séo
considerados muito uteis para o estudo da microbiota intestinal humana, pois
propiciam resultados reprodutivos e permitem estudos com diversos parametros sob
controle. Sendo assim, métodos de estudo in vitro sdo validos para o estudo da
influéncia de prebidticos na populacdo da microbiota intestinal, considerando a
atividade de fermentacdo e a estrutura da comunidade no coélon ascendente,
transverso e descendente (VAN de WIELE et al., 2004).

Existem varios modelos de fermentagao in vitro (estaticos ou dindmicos), que
apresentam uma tecnologia inovadora. Os modelos de fermentagdo colénica s&o
caracterizados pela inoculagdo de microbiota fecal em reatores individuais ou
multiplos e funcionam em temperatura fisiolégica (aproximadamente 37 °C), sob
condi¢cbes anaerodbicas e controle do pH (PAYNE et al., 2011). Nestes modelos sao
utilizadas diferentes técnicas de inoculagdo fecal. Esses modelos sao aptos a
estabilizar o cultivo da microbiota intestinal por um tempo definido e para a selecéo do
modelo deve-se levar em consideragdo o objetivo do estudo, suas vantagens e
limitagdes (PAYNE et al., 2011).

Os modelos estaticos descrevem o crescimento de uma suspensao bacteriana
pura ou mista em um meio selecionado sem a adicdo de nutrientes. Sdo modelos
fechados com reatores contendo suspensido de material fecal, que é mantida em
condicbes anaerdbicas. Podem ser usados para verificar a acdo da inulina como
prebidtico e da producédo de acidos graxos de cadeia curta a partir do metabolismo
dos componentes da dieta, uma vez que se trata de um sistema conveniente e nao
apresenta um alto custo, além de ser possivel testar amostras de fezes rapidamente.
O crescimento microbiano depende da densidade da inoculagdo e da taxa de
caimento do substrato. Sistemas que utilizam inoculacdo com células de baixa
densidade apresentam uma curva de crescimento que vai caindo ao longo do tempo
devido ao acumulo de produtos toxicos. Ao contrario, quando utilizadas células de alta
densidade, apresenta um crescimento limitado no cdlon. Para a verificagédo da

evolucdo da microbiota intestinal e as modulagdes do seu metabolismo, € preciso o
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reabastecimento continuo do substrato, pois sua diminuicdo faz com que o
experimento dure muitas horas, além de n&o garantir as condigdes ideais de um
sistema in vitro (PAYNE et al., 2011).

Ja os modelos continuos sao sistemas que podem apresentar um unico ou
varios estagios e sao utilizados para estudos de longo prazo, uma vez que a reposi¢cao
de substrato e a remocgao de produtos toxicos séo facilitados. Esses modelos sao
usados normalmente para verificar a fungdo do coélon proximal e da atividade
metabdlica da digestdo que ocorre no ceco e no colon ascendente. Os modelos
continuos reproduzem propriedades espacial, temporal, nutricional e quimica da
microbiota através da simulagdo de trés compartimentos: Reator 1 (R1 - célon
proximal / ascendente), Reator 2 (R2 - célon transverso) e Reator 3 (R3 - célon
descendente). A maior diferenga entre os modelos continuos existentes é a técnica
usada na inoculacdo fecal. A maioria dos sistemas utiliza uma suspensao de liquido
fecal como inéculo (PAYNE et al., 2011).

Experimentos com modelos dinamicos podem avaliar dietas com um unico ou
varios componentes, observando seus impactos nas populagbes da microbiota
intestinal e consequentemente, mudangas no metabolismo, como fung¢des da propria
dieta e estudos de sobrevivéncia sobre as interagbes de patdbgenos comensais. Outros
tipos de aplicagdo incluem estudos, que sdo restritos in vivo, sobre substancias
potencialmente letais, como biotransformacao de drogas ou de compostos téxicos e o
impacto da radioatividade na microbiota intestinal. Apesar de serem bem aceitos,
esses modelos ndao simulam os mecanismos de resposta imune e nem as interagdes

fisiolégicas da microbiota com o hospedeiro (PAYNE et al., 2011).
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Objetivos Gerais

Avaliar a influéncia da inulina sobre a microbiota intestinal utilizando o

simulador do ecossistema microbiano humano.

2.1.1 Obijetivos especificos

o Avaliar a influéncia de diferentes concentracbes de inulina na
estimulac&o do crescimento de bactérias comensais e patogénicas,

o Avaliar o efeito da administracdo de inulina sobre a produgao de
acidos graxos de cadeia curta,

o Avaliar o efeito da administragao de inulina sobre a producgao de ions

amonio.

2.2 Materiais e Métodos

2.2.1 Simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH)

O simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH) consiste em uma
sucessao de cinco reatores conectados que representam as diferentes partes do trato
gastrointestinal humano com seus respectivos valores de pH, tempo de residéncia e
capacidade volumétrica (Tabela 1), com um total de retengéo de 76h nos trés ultimos
compartimentos. Os cinco reatores foram continuamente agitados magneticamente e
mantidos a temperatura de 37°C por meio de um termostato. O meio foi mantido em
anaerobiose, pela injecédo diaria de N2 durante 30 minutos. O pH adequado de cada
porcdo do trato foi automaticamente controlado pela adicdo de NaOH 1N ou HCL
concentrado (POSSEMIERS et al., 2004; MOLLY et al., 1994).

Cada reator tem oito portas: para entrada e saida do meio, amostragem da fase
liquida e do espago ocupado pelos gases, pH-eletrodo, pH-controle (acido e base) e
para injecdo de gases. Bombas peristalticas foram utilizadas para transferir
sucessivamente os conteudos entre os recipientes (Figura 1), de forma continua

(MOLLY et al., 1994), simulando o trato gastrointestinal.
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Tabela 1. Valores de volume, tempo de residéncia e pH estabelecidos em cada um dos
reatores do simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH)

Reator Volume (ml) Tempo de residéncia pH
(h)
R1: Estdbmago 200 2,5 2,0
R2: Intestino delgado 200 4 -
R3:Colon ascendente 500 20 5,6-5,9
R4:Cdlon transverso 800 32 6,1-6,9
R5:Célon descendente 600 24 6,6-6,9

Fonte: POSSEMIERS et al. (2004)

No inicio do experimento, os reatores que simulam os coélons ascendente,
transverso e descendente foram inoculados com amostras de fezes de um voluntario
adulto n&o produtor de gas metano (<3 ppm) e que nao utilizou antibioticos nos ultimos
2 anos. A preparagao do inoculo de fezes foi realizada de acordo com Possemiers et
al. (2004). Foram coletadas 20g de fezes e diluidas dez vezes com tampéao fosfato
contendo 0,05 mol/l de Na2HPO4, 0,05 mol/l de NaH2PO4 e 0,1% de Na-thioglicolato
(pH=6,5). Posteriormente, agitada em homogeneizador de amostras por 10 min, a
amostra diluida foi centrifugadas por 5min a 3000 rpom. Do sobrenadante, 40 mL foram

adicionados aos reatores R3, R4 e R5.

O in6culo foi estabilizado durante duas semanas em um meio a base de
carboidratos (Tabela 2), previamente descrito por Payne et al. (2003), de modo a
permitir a adaptacdo da comunidade microbiana as condi¢cdes especificas de cada

reator que simula as diferentes regidées do colon.
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Figura 1.Imagem do Simulador computadorizado do Ecossistema Microbiano Humano
(SEMH) sediado no Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Araraquara/UNESP.

Tabela 2 Composi¢cao do meio alimentar basal dissolvido em agua destilada

Constituintes

Quantidades (g/ L)

Amido

Pectina

Mucina (Suinos gastrica tipo Ill)
Xilana

Peptona

Triptona

Glicose

Extrato de levedura

L-cisteina

3,0
2,0
4,0
1,0
1,0
1,0
0,4
3,0

0,5

Fonte: PAYNE et al.(2003)
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2.2.2 Protocolo Experimental

ApoOs o periodo de 2 semanas de estabilizagdo da microbiota (periodo
controle), foram iniciados os periodos de tratamento 1 e 2 separadamente. Nestes
periodos foram adicionados no sistema 200 mL de meio a base de carboidratos duas
vezes ao dia e 2,5¢g inulina/ dia para o experimento 1, equivalente a ingestado de 5
gramas inulina/ dia em humanos e 1,25g inulina/ dia para o experimento 2, equivalente
a 2,5 gramas inulina/ dia em humanos, durante duas semanas. A concentracao de
inulina que é aplicada no SEMH equivale a metade que seria ingerida por humanos,
devido a capacidade volumétrica do SEMH representar a metade da capacidade
volumétrica real. A inulina foi ingerida através de uma solugédo feita com agua
destilada. Para o primeiro experimento, 5 gramas de inulina em pé foram diluidos em
10 mL de agua e foram colocados 5 mL dessa solugdo no Reator 3. Para o
experimento 2, foram adicionados 2,5 gramas de inulina em 10 mL e utilizados 5 mL
dessa solucdo igualmente no Reator 3. Essas duas concentragdes foram escolhidas
para o estudo, uma vez que a quantidade média recomendada de ingestao de inulina
para se obter o efeito prebidtico € de 1 a 5 g/ dia (VAN de WIELE et al., 2004), o
objetivo foi comparar os resultados das duas concentragcbes afim de saber se ha
diferenga quando se ingere a maior quantidade recomendada de inulina. Apds o
periodo de tratamento com inulina foi realizado um periodo pds tratamento durante
duas semanas, onde apenas o0 meio a base de carboidratos foi adicionado no sistema
(200 mL/ trés vezes ao dia). A figura 2 esquematiza o protocolo experimental utilizado
no SEMH.

Experimento 1

12 e 22 semana 32 e 42 semana ] 52 e 62 semana

eTratamento 1 - ingestdo de «P6s Tratamento
2,5 gramas inulina/dia
(equivalente a ingestdo de
5,0 gramas inulina/dia em
humanos)

e Periodo Basal (Periodo
Controle -
estabilizagdo da
microbiota)

Experimento 2

12 e 22 semana

32 e 42 semana
] 52 e 62 semana

e Periodo Basal eTratamento 2 - ingestdo de «P6s Tratamento
(Periodo Controle - 1,25 gramas inulina/dia
estabilizagdo da (equivalente a ingestdo de
microbiota) 2,5 gramas inulina/dia em

humanos)

Figura 2. Esquema representando o protocolo experimental.
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2.2.3 Analises microbioldgicas

Semanalmente, durante todo o periodo experimental (controle, tratamento e
pos tratamento), 5 mL de amostras foram coletadas dos reatores para as analises
microbiolégicas. A analise da composicdo da microbiota intestinal foi baseada na
enumeragao de bactérias aeroObias e anaerdbias totais, Enterococcus spp.,
Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterobactérias, Clostridium spp., Aerdbios
totais e Aerdbios facultativos. Um mL de amostra de cada reator foi suspenso em
9 mL de agua peptonada. Diluicdes seriais foram preparadas e a inoculagédo foi
realizada em meios de cultura seletivos: aerobios e anaerobios totais: ,-agar Standard
Methods (Acumedia, EUA; 37 °C/ 48 h); Enterococcus spp.: -agar KF Streptococcus
(Acumedia, EUA; 37 °C/ 48 h) (EDLUND et al., 2000); Lactobacillus spp.:- agar
MRS (Merck, Alemanha; 37 °C/ 48 h, anaerobiose) (YOSHIOKA et al., 1983);
Bifidobacterium spp.:- Bifidobacterium medium 25-BIM-25 (procedéncia, 37 °C/ 72 h,
anaerobiose) (Munoa; Pares, 1988), Enterobactérias:-agar MacConkey (Acumedia,
EUA; 37 °C/ 48 h) (BRIGIDI et al.,, 2001) e Clostridium spp.:-agar RCA (Difco,
Franga; 37 °C/ 48 h, anaerobiose) (MARZOTTO et al., 2006).

2.2.4 Analise de ambnio

Durante todo o periodo experimental (pré-tratamento, tratamento e pds -
tratamento) foram coletadas, uma vez por semana, amostras dos reatores para

analise de amoénio.

O conteudo de aménio foi determinado utilizando-se um medidor de ion seletivo
(modelo 710A, marca Orion) acoplado a um eletrodo de ion seletivo para aménio
(modelo 95-12, Orion). O aparelho foi calibrado utilizando solu¢des padrao de cloreto
de ambnio 0,1M, nas concentragdes de 10, 100 e 1000 mg/ L de amébnio. Em 25 mL
de amostra era adicionado 0,5 mL de solugédo ISA (ammonia pH adjusting lonic
Strength Adjuster (Orion) — solugéo ajustadora de pH e forga ibnica). Todas as
medidas foram realizadas a 25 °C (BEDANI, 2008).
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2.2.5 Analise de acidos graxos de cadeia curta

Durante todo o periodo experimental (pré-tratamento, tratamento e pos -
tratamento) foram coletadas, uma vez por semana, amostras dos reatores para

analise de acidos graxos de cadeia curta.

Os AGCC foram extraidos com dietil éter e determinados com cromatografia
liguida de alta eficiéncia com detector de ionizagcdo de chama e injetor capilar
split/splitless (Shimadzu GC2010) e coluna HP-INNOWAX, de 30 m x 0,25 mm x 0,25
um, usando hidrogénio como gas de arraste com um fluxo de 1,56 mL/min. As
temperaturas da coluna, do injetor e do detector foram 170, 250 e 280 °C,
respectivamente (VAN de WIELE et al., 2004).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise Microbioldgica

Prebiodticos resistem a digestao no estbmago e no intestino delgado e se tornam
disponiveis no colon onde s&o seletivamente fermentados por grupos bacterianos
especificos, como Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. Tais micro-organismos
sdo associados a uma série de efeitos benéficos a saude, como aumento da
colonizagcdo resistente contra patdgenos, estimulagdo do sistema imune e
fermentacao de produtos que provem energia aos colondcitos e induzem apoptose as
células cancerigenas (VAN de WIELE et al., 20006).

Nesse estudo, foi avaliada a influéncia de inulina no crescimento de diversos
grupos microbianos. Durante o experimento 1 (equivalente a 5 gramas de inulina por
dia) (Tabela 3), observou-se um aumento de 4 ciclos log para a populagdo de
Lactobacillus spp. no periodo de tratamento nos reatores do coélon ascendente e
transverso e um aumento de 5 ciclos log no reator que simula o célon descendente.
No periodo pos tratamento, notou-se uma reducéo de 5 ciclos log nos trés reatores.
Ja durante o experimento 2 (equivalente 2,5 gramas de inulina por dia) (Tabela 4), o
aumento de ciclos log foi menor. Houve um aumento de 2 ciclos log no reator do célon
ascendente e de apenas 1 ciclo log nos reatores dos colons transverso e descendente.
Porém, no periodo pés tratamento, a redugao também foi menor, de apenas 1 ciclo
log no reator do colon ascendente e de 2 ciclos log nos reatores transverso e

descendente.

Para a populacao de Bifidobacterium spp. durante o experimento equivalente a
5 gramas de inulina/dia (Tabela 3), houve um aumento de 3, 4 e 5 ciclos log nos
reatores que simulam o colon ascendente, transverso e descendente,
respectivamente. Durante o periodo pdos tratamento, uma redugao de 4 ciclos log no
cblon ascendente e de 5 ciclos log nos reatores transverso e descendente foi

observada.

Para o experimento 2 (Tabela 4), houve aumento de 1 ciclo log nos célons
ascendente e descendente e ndo houve aumento no célon transverso. Ja no periodo
pos tratamento, observa-se uma reducéo de 1 ciclo log nos cdélons ascendente e
transverso e de 2 ciclos log no célon descendente.



20

Os resultados encontrados estdo de acordo com de Wiele et al. (2006), no qual

foi avaliado o efeito de inulina utilizando modelo dindmico SEMH.

Ja para a populacéao de Clostridium spp., durante o experimento 1 (equivalente
a 5 g de inulina/dia), observa-se um aumento de 4 ciclos log nos célons ascendente e
transverso e de 5 ciclos log no colon descendente e uma redugao de 3, 4 e 4 ciclos
log nos respectivos colons durante o periodo pos tratamento, ou seja quando o
tratamento com inulina foi cessado. No experimento com menor concentracdo de
inulina (Tabela 4), também houve aumento de 1 ciclo log nos célons ascendente e
descendente, porém a contagem permaneceu a mesma no colon transverso. No
periodo pos tratamento, houve redugédo de 1 ciclo log no célon ascendente e nao
houve variacdo significativa nos colons transverso e descendente. Apesar das
bactérias desse grupo serem geralmente conhecidas por seus efeitos nocivos ao
organismo, como produc¢ao de toxinas causadoras de diarreia, promog¢ao da invasao
na mucosa e ativagao de carcinégenos (PICARD et al.,, 2005), ha estudos que
comprovam efeitos benéficos como produgao de acido butirico em algumas espécies
desse grupo, promovendo atividades imunomodulatérias ao organismo (VAN den
ABBEELE et al., 2013).

Abhari et al. (2015) avaliou o efeito de inulina em ratos, comparando as
contagens de enterobactérias, aerdbios totais e bactérias anaerdbias durante o
periodo controle e tratamento. A contagem de enterobactérias foi menor depois de 10
dias de tratamento com inulina, diferentemente dos resultados deste estudo, em que
houve aumento de 1 ciclo log no cdlon transverso durante o tratamento equivalente a
5 gramas de inulina por dia e aumento de 1 ciclo log no colon ascendente durante o
tratamento equivalente a 2,5 gramas de inulina por dia. As contagens dos outros
célons se mantiveram praticamente as mesmas do periodo controle.

De acordo com Abhari et al. (2015), a populagao de bactérias totais se manteve
a mesma durante o periodo de ingestao de inulina. O mesmo resultado foi verificado
nos reatores dos trés colons durante o tratamento equivalente a 5 gramas de inulina
por dia e no reator do colon ascendente durante o tratamento com menor
concentragcédo de inulina. Nos outros dois reatores, a contagem foi menor quando

comparado ao controle.
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A populagdo de bactérias anaerdbias também se manteve praticamente a
mesma comparada com a contagem no periodo controle no estudo de Abhari et al.,
(2015). Pode-se observar o mesmo nos célons transverso e descendente no
tratamento equivalente a 5 gramas de inulina/dia e no célon ascendente no tratamento
equivalente a 2,5 gramas de inulina/dia. As contagens dos outros colons foi menor do

que do periodo controle.



Tabela 3 Média de populacéo (+ DP) expressa em log UFC/ mL de diferentes grupos
bacterianos, nos diferentes compartimentos do reator SEMH que simulam o célon
ascendente, transverso e descendente durante todo periodo experimental 1 (equivalente a

ingestdo de 5 g de inulina/dia).

Célon Colon transverso Cdlon
ascendente (R4) descendente
(R3) (R5)

Basal
Enterococcus spp. 7,882+0,12 7,702+ 0,04 6,622 + 0,02
Enterobacteria 6,55+ 0,40 517°+0,1 6,90° £ 0,20
Lactobacillus spp. 8,40° + 0,03 8,192 + 0,33 6,97° + 0,32
Bifidobacterium spp. 8,12 + 0,05 7,94° + 0,22 6,95° + 0,09
Clostridium spp. 7,95° £ 0,30 7,92 + 0,41 6,97°¢ + 0,05
Aerdbios totais 7,302 £ 0,45 7,65+ 0,22 7,072+ 0,12
Anaerdbios facultativos 7,30° + 0,27 7,57° + 0,07 7,24° + 0,13
Tratamento
Enterococcus spp. 7,302+ 0,09 7,472+ 0,12 7,30° + 0,08
Enterobacteria 6,302 + 0,22 6,77° + 0,20 7,232+ 0,22
Lactobacillus spp. 12,802 + 0,02 12,302 + 0,34 12,50 + 0,32
Bifidobacterium spp. 11,392+ 0,02 11,482 £ 0,32 11,592 + 0,34
Clostridium spp. 11,40t 0,06 11,00° + 0,33 11,762 £ 0,32
Aerdbios totais 6,472+0,14 7,04°+ 0,08 7,37+ 0,03
Anaerdbios facultativos 6,30°+ 0,18 6,95° £ 0,09 7,36°+ 0,19
Pés Tratamento
Enterococcus spp. 7,30° + 0,01 6,65+ 0,22 6,392+ 0,23
Enterobacteria 7,672 +0,34 7,592+ 0,04 7,07° £ 0,11
Lactobacillus spp. 7,32°+ 0,33 6,81°+ 0,12 7,04° £ 0,08
Bifidobacterium spp. 7,60° + 0,55 6,69°+ 0,28 6,92° + 0,09
Clostridium spp. 8,17°+0,12 7,57°+£ 0,21 7,69° + 0,36
Aerobios totais 8,672+ 0,09 8,212+ 0,08 7,542+ 0,15
Anaerodbios facultativos 8,652+0,18 7,902 +0,22 7,902+ 0,06

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferencga estatistica (p<0,05) entre um mesmo grupo
bacteriano nos diferentes periodos para a mesma regiao do célon.

22
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Tabela 4 Média de populacéo (+ DP) expressa em log UFC/ mL de diferentes grupos
bacterianos, nos diferentes compartimentos do reator SEMH que simulam o célon
ascendente, transverso e descendente durante todo periodo experimental 2 (equivalente a
2,5 g de inulina/dia).

Grupos bacterianos Codlon Colon transverso Codlon
ascendente descendente
Basal
Enterococcus spp. 6,68°+ 0,24 6,64° + 0,30 7,07° + 0,30
Enterobacteria 6,522 + 0,26 7,032+ 0,20 7,692 £ 0,59
Lactobacillus spp. 6,702+ 0,17 6,45°+ 0,15 6,63+ 0,33
Bifidobacterium spp. 7,102 £ 0,09 7,08+ 0,19 6,45 + 0,45
Clostridium spp. 7,842 £ 0,47 7,552+ 0,34 8,23 + 0,28
Aerdbios totais 7,12°+0,18 7,43+ 0,17 8,27° + 0,05
Anaerdbios facultativos 7,34°>+ 0,15 7,78°+ 0,30 8,48° + 0,14
Tratamento
Enterococcus spp. 5,692+ 0,16 5,662 + 0,13 5,542 + 0,21
Enterobacteria 7,39° + 0,09 6,992 + 0,40 6,582 + 0,62
Lactobacillus spp. 8,21° + 0,13 7,92°+ 0,08 7,17°+ 0,06
Bifidobacterium spp. 8,01°+ 0,03 7,61° + 0,08 7,24°+ 0,24
Clostridium spp. 8,462 £ 0,08 7,482 + 0,28 7,552+ 0,04
Aerdbios totais 6,522+ 0,20 6,592+ 0,14 7,462 £ 0,23
Anaerobios facultativos 6,832+ 0,13 6,572 + 0,28 7,342 + 0,04
Pés Tratamento
Enterococcus spp. 5,672 +0,12 5,75%+ 0,09 5,592+ 0,52
Enterobacteria 7,28° + 0,16 6,822 + 0,03 6,812+ 0,14
Lactobacillus spp. 7,11°+£ 0,14 5,952 + 0,07 5,292 + 0,09
Bifidobacterium spp. 7,374+ 0,30 6,32 £ 0,40 5,372+ 0,04
Clostridium spp. 7,728 £ 0,24 7,432 +0,13 7,182+ 0,11
Aerdbios totais 7,88°+ 0,07 7,45° + 0,08 7,172+ 0,10
Anaerdbios facultativos 8,07°+£ 0,24 7,46°+ 0,17 7,292+ 0,27

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferencga estatistica (p<0,05) entre um mesmo grupo
bacteriano nos diferentes periodos para a mesma regiao do célon.
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3.2 Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC)

As bactérias intestinais, diferentemente das células hospedeiras, possuem
enzimas para quebrar os hidratos de carbono, transformando-os em diferentes
metabolitos uteis. Normalmente, fibras n&o digeriveis, como é o caso da inulina,
podem ser fermentadas no ceco e no colon pelas bactérias intestinais. Os principais
produtos destas reacdes de fermentagdo sdo os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), sendo o acetato, butirato e propionato. Diversos fatores, incluindo a dieta,
diversidade da microbiota intestinal e quantidade de bactérias comensais
desempenham um papel vital na produ¢ao de AGCC. Depois de serem absorvidos,
os AGCC séao utilizados pelas células do célon ou transportados para circulagao do
sangue e outros 6rgaos. Apods entrarem na circulagdo, os AGCC afetam o
metabolismo e a funcdo dos tecidos periféricos, tais como a modulagdo do tecido
adiposo, figado e musculo esquelético. Além disso, AGCC estdo associados a um
risco reduzido de varias doengas, incluindo inflamacgao no intestino e desequilibrio da
microbiota intestinal (SUN et al., 2016).

Os AGCC podem modular fungdes de diferentes sistemas, tais como intestinal,
nervoso, endocrino e do sangue, que serve como um fator chave para regular
desordens metabdlicas e imunidade.
Estudos demonstram que o butirato pode reduzir o cancro colorectal e inflamagao do
célon. O propionato também apresenta potenciais efeitos benéficos a saude, os quais
incluem acgdes anti-lipogénica, anti-inflamatéria e anti-cancerigena e redugao do
colesterol (REICHARDT et al., 2014).

Assim como observado por Van de Wiele et al. (2006), os tratamentos 1 e 2,
com concentragdes diferentes de inulina, estimularam a producao de acidos graxos
de cadeia curta, principalmente dos acidos acético e propidnico (Tabelas 5 e 6). Nota-
se também que durante o periodo pds tratamento, a maioria dos niveis de AGCC
diminuiu (p<0,05) em relagéo ao periodo de tratamento, como também demonstrado
no estudo de Van de Wiele et al. (2006), sendo assim, conclui-se que o ideal seria a
ingestao continua do prebiodtico para manter os efeitos benéficos exercidos por tais

acidos graxos.
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Tabela 5 Atividade metabdlica de acidos graxos de cadeia curta (AGCC): acético, propiénico
e butirico nas diferentes regides simuladas do célon como resultado do tratamento 1(
equivalente a 5 gramas de inulina/dia).

Colon ascendente Codlon transverso Codlon descendente

(R3) (R4) (RS)

Basal (mMol)

Butirato 8,432 +2,02 9,692+ 3,41 10,472+ 4,59
Propionato 6,082 + 0,61 7,532+ 1,61 12,592 + 3,21
Acetato 46,732+ 12,37 55,962+ 3,42 80,622+ 1,45

Tratamento (mMol)

Butirato 20,74° + 6,08 12,572+ 5,77 34,83+ 7,46
Propionato 7,472+ 1,33 10,812+ 0,98 18,51 + 3,03
Acetato 102,4°+ 9,44 88,43+ 16,20 108,00° + 10,43

P6s Tratamento (mMol)

Butirato 14,772 + 3,87 13,162 + 3,24 9,962+ 4,75
Propionato 9,622+ 2,10 10,712+ 2,19 9,232+ 1,87
Acetato 46,832+ 5,25 59,902+ 7,00 65,482+ 11,89

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferenga estatistica (p<0,05) na produgdo de AGCC nos
diferentes periodos para a mesma regiao do célon.
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Tabela 6 Atividade metabdlica de acidos graxos de cadeia curta (AGCC): acético, propiénico
e butirico nas diferentes regides simuladas do colon como resultado do tratamento 2
(equivalente a 2,5 gramas de inulina/dia).

Colon ascendente Codlon transverso

Codlon descendente

(R3) (R4) (R5)
Basal (mMol)
Butirato 2,112+ 0,01 13,142 +0,11 21,45 +0,13
Propionato 0,13°+0,03 0,09°+0,00 0,39°+0,04
Acetato 45,48 +0,11 84,85 +0,12 81,47°+0,21
Tratamento (mMol)
Butirato 2,162+0,02 8,43°+0,04 23,17210,09
Propionato 8,25210,11 2,092+0,08 3,10210,01
Acetato 90,852+0,33 101,342 0,11 125,792 40,17
P6s Tratamento (mMol)
Butirato 2,662 10,07 10,17° 0,21 8,30°+0,01
Propionato 3,72°+0,09 0,16°+0,11 0,08°+0,05
Acetato 40,65 +0,11 33,49¢+0,11 45,25°+0,03

*Letras diferentes na mesma coluna representam diferencga estatistica (p<0,05) na produg¢do de AGCC nos
diferentes periodos para a mesma regido do célon.

3.3 ions de Aménio (NH4*)

Através da analise dos resultados de ions de amoénio, observa-se uma

diminuicdo (p <0,05) na produgcdo de NH4* no cdélon ascendente na maior

concentragcdo de inulina avaliada, assim como observado por Van de Wiele et al.

(2004). A reducédo de NH4* é considerada benéfica, uma vez que a ambnia pode

alterar a morfologia e o metabolismo intermediario das células intestinais, aumentar a

sintese de DNA e promover a tumorigénese (VAN de WIELE et al., 2004). Na Figura

3 é possivel observar uma redugao de NH4* durante o tratamento equivalente a 5,0

gramas inulina/dia. Entretanto, no tratamento equivalente a 2,5 g inulina/ dia houve

um aumento em todos os célons na producédo de NH4* (Figura 4). Durante o periodo
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pos tratamento, os niveis de aménio aumentaram em todos os cdolons nas duas

concentracdes de inulina avaliadas.
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Figura 3 Média e desvio da concentragdo de ions aménio (ppm) produzidos nos reatores

R3, R4 e R5, os quais simulam as regides ascendente, transversa e descendente do célon,

em SEMH, durante todo periodo experimental 1 ( equivalente a 5 g de inulina/dia).

*Letras minusculas diferentes apresentam diferencga estatistica (p<0,05) na produgéo de ions de

amonio nos diferentes periodos para a mesma regido do coélon.
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Figura 4 Média e desvio da concentragao de ions aménio (ppm) produzidos nos reatores

R3, R4 e R5, os quais simulam as regides ascendente, transversa e descendente do célon,

em SEMH, durante todo periodo experimental 1 (equivalente a 2,5 g de inulina/dia).

*Letras minusculas diferentes apresentam diferenga estatistica (p<0,05) na produgao de ions de

amonio nos diferentes periodos para a mesma regiao do célon.
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4 CONCLUSAO

Neste estudo avaliou-se o impacto da ingestdo equivalente a 5,0 e 2,59 de
inulina/ dia sobre a populacdo e metabolismo da microbiota intestinal utilizando
Simulador do Ecossistema Microbiano Humano . Os resultados da ag¢do da inulina
confirmaram que a ingest&o de tal prebidtico auxiliou ha promogao de saude intestinal,
uma vez que estimulou o crescimento de bactérias comensais, como Bifidobacterium
spp. e Lactobacillus spp., 0 aumento da produgéo de acidos graxos de cadeia curta e
a diminuigdo de ions de aménio. Comparando os efeitos das duas concentragdes,
pode-se afirmar que a concentragado equivalente a 5,0 gramas inulina/dia apresentou
resultados mais expressivos de aumento da populacao de bactérias comensais, bem
como no metabolismo da microbiota intestinal. Portanto, este estudo sugere que o
consumo diario ideal de inulina é de 5,0 gramas/dia em adultos para a obtencao de
efeitos benéficos na microbiota intestinal. Além disso, este estudo mostrou a eficacia
da utilizacdo de métodos in vitro que simulam o trato gastrintestinal na avaliagcéao

alteragdes na microbiota intestinal.
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