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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi investigar a influéncia do consumo do “iogurte” de soja
fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 sobre o perfil e atividade metabdlica da
microbiota intestinal de animais e humanos, de maneira a evidenciar provdveis mecanismos
de acdo indireta na diminuicao do risco de ocorréncia de cancer de cdlon.

Os ratos foram divididos em 6 grupos (n=10): I — animais que receberam racdo a base
de caseina; Il — animais que receberam racdo a base de carne + 3 mL/kg peso corpéreo/dia
do produto ndo fermentado; Il — animais que receberam racdo a base de carne + 3 mL/kg
peso corpéreo/dia de E. faecium ; IV — animais que receberam apenas racdo a base de
carne; V — animais que receberam ragdo a base de carne + 3 mL/kg peso corpdreo/dia de
“logurte” de soja esterilizado; VI — animais que receberam racao a base de carne + 3 mL/kg
peso corpéreo/dia do “iogurte” de soja. Os animais consumiram os diferentes produtos
(“iogurte” de soja, “iogurte” de soja esterilizado, suspensdo de E. faecium e produto nao
fermentado) durante 4 semanas do periodo experimental.

Foram estudadas a capacidade de aderéncia de Enterococcus faecium CRL 183 ao c6lon
e de sobrevivéncia nas fezes de ratos, além das determinacdes de pH, concentracdo de
amodnia e composicao da microbiota fecal. A sobrevivéncia desse microrganismo no trato
gastrointestinal foi verificada por técnicas de isolamento e identificag@o a partir do c6lon e
das fezes dos animais que receberam este microrganismo na forma de produto fermentado
(“iogurte” de soja) e cultivo puro. Para a confirmacgdo da espécie E. faecium foi utilizada a
técnica de PCR. A composicdo da microbiota fecal foi verificada realizando a enumeragao
dos seguintes grupos de bactérias: aerébios e anaerdbios totais, Enterococcus sp,
Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, enterobactérias, Clostridium spp e Bacteroides spp.
Nas fezes dos ratos foram determinadas as atividades da B-galactosidase, B-glucosidase e
B-glucuronidase. Para determinacéo das atividades de nitrorredutase e de azorredutase
houve a necessidade de realizar um novo protocolo experimental no Centro de Referencia
para Lactobacilos (CERELA, S.M. Tucumdn, Argentina), utilizando camundongos. Para
determinacdo da produgdo de substincias antimicrobianas por E. faecium CRL 183 foi
utilizada a técnica “spot-on-the-lawn”. No estudo clinico, foram selecionados 40 individuos
voluntarios saudaveis, de ambos os sexos, com idade entre 40-50 anos. Os individuos
consumiram 100 mL/dia de “iogurte” de soja (10* UEC de E. faecium/mL de produto) ou
produto ndo fermentado durante 4 semanas. Nas fezes dos voluntarios foram determinadas
as atividades da [3-galactosidase, B-glucosidase e B-glucuronidase.

Os resultados mostraram que o “iogurte” de soja e o cultivo puro provocaram um
aumento tanto na populacao de bactérias do género Enterococcus quanto de E. faecium nas
fezes e no célon dos animais. Além disso, o produto fermentado de soja permitiu a
manuten¢cdo da contagem de E. faecium no célon dos animais mesmo apds 30 dias do
término da administracdo desse produto demonstrando, assim, a capacidade de adesdo
desse microrganismo. Nas fezes, a presenca de E. faecium foi detectada até 15 dias apds o
término da administracdo do cultivo puro. O “iogurte” de soja e o cultivo puro de E.
faecium ndo provocaram reducdo na concentracio fecal de enterobactérias e Clostridium
spp, todavia aumentaram a concentragdo de Lactobacillus spp e reduziram a de anaerdbios
totais. O “iogurte” de soja também contribuiu para a reducdo da concentracdo fecal de
Bacteroides spp. O cultivo puro de E. faecium contribuiu para o aumento da concentracio
de Bifidobacterium spp. A administracdo do produto fermentado e do cultivo puro de E.



Jfaecium n@o foi capaz de provocar a acidificacio das fezes dos animais, nem a redu¢do no
conteddo fecal de amonia, ou mesmo de influenciar a atividade da B-galactosidase, todavia
aumentaram a atividade da P-glucosidase e reduziram a atividade da P-glucuronidase a
partir de resultados obtidos pelo uso da galeria API-ZYM. A cepa E. faecium CRL 183 ndo
foi capaz de produzir substancias antimicrobianas frente aos microrganismos indicadores
testados. Nos experimentos com humanos, o consumo de “iogurte” de soja ndo provocou
alteracoes significativas no pH e contetidos de amonia fecais dos voluntarios. Com relagao
a determinacdo da atividade das enzimas fecais utilizando o sistema API-ZYM, os
individuos que receberam o produto fermentado ndo mostraram reducédo na atividade da B-
galactosidase, B-glucosidase e B-glucuronidase, no entanto, apresentaram redugdo na P-
glucuronidase quando se utilizou o método espectrofotométrico de determinacao.

Os animais que consumiram o produto fermentado mostraram redu¢ao nas atividades de
azorredutase e de nitrorredutase. Vale aqui destacar que a cepa CRL 183 ndo apresentou
atividade para B-glucuronidase, nitrorredutase e azorredutase.

Frente a esses resultados, hd um indicativo de o “iogurte” de soja fermentado com E.
faecium CRL 183 pode exercer um efeito positivo na inibi¢do do risco de cancer de célon
por meio da redugdo da atividade de enzimas carcinogénicas. Todavia, tal efeito pode estar
relacionado a presenca de metabdlitos formados durante o processo fermentativo.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effect of the consumption of soy
yoghurt, fermented with Enterococcus faecium CRL 183, on composition and metabolic
activity of intestinal microbiota of animals and humans, and to verify potential mechanisms
involved in the anti-carcinogenic action.

The rats were placed in 6 groups, distinguished by their diets: for 90 days, group I
was given a standard casein-based rodent feed and groups II-VI, the beef-based feed. From
the 30™ day, groups II, III, V and VI also received the following products: II) unfermented
soy product; III) pure suspension of E. faecium CRL 183; V) sterilized soy yoghurt; VI)
soy yoghurt. The animals received the different products during 4 weeks.

The capacity of E. faecium to adhere on colon and to survive gastrointestinal
passage was determined by monitoring rat faecal samples and colon by microbiological and
molecular analysis. Species confirmation of E. faecium was performed by PCR
amplification. The composition of the faecal microbiota was determined by counting
culturable bacteria in the following groups: total aerobes and anaerobes, Enterococcus spp.,
Enterobacteria, Clostridium spp., Bacteroides spp., Lactobacillus spp. and Bifidobacterium
spp. Enzymatic activities of [-galactosidase, B-glucosidase and P-glucuronidase were
verified in rat faecal samples. Nitroreductase and azoreductase activities were determined
in the caecal contents of mice. The culture of E. faecium CRL 183 was tested for
antimicrobial substance production by spot-on-the-lawn assay.

Forty healthy adult volunteers who were between 40 and 50 years old participated
of this study. The subjects consumed 100 mL/day of soy yoghurt (group F) or unfermented
product (group P) during 4 weeks. In feces of volunteers enzymatic activities of [3-
galactosidase, B-glucosidase and B-glucuronidase were verified.

The administration of soy yoghurt and pure suspension led to an increase in
enterococcal contents and E. faecium in the colon and feces of the rats. Moreover, this
species was detected in the colon after 30 days of the end of soy yoghurt administration.
This result can be an indicative of capacity of adhesion of this microorganism. In the feces,
the presence of E. faecium was detected after 15 days post ingestion of pure suspension.

Rats that ingested soy yoghurt or the pure suspension of E. faecium showed
increased numbers of enterococci and lactobacilli, but these products did not cause any
reduction in the number of enterobacteria or clostridia. The yoghurt did, however, promote
a fall in the count of Bacteroides spp. Only the rats that consumed the pure culture of E.
faecium CRL 183 showed any rise in the number of bifidobacteria.

The fecal pH and ammonia concentration were not decreased after consumption of
soy yoghurt and pure suspension. These products had no effect on -galactosidase activity
but they increased B-glucosidase and decreased P-glucuronidase activity. The E. faecium
CRL 183 is not able to produce antimicrobial substance against indicator microorganisms
tested. The soy yoghurt administration promotes a fall in azoreductase and nitroreductase
activities in assays with mice.

In the human, the soy yoghurt consumption did not alter fecal pH and ammonia
content but B-glucuronidase activity was reduced in this group when the spectrofometric
method was used.

The data suggest that soy yoghurt fermented with E. faecium CRL 183 may have a
positive effect on prevention of colon cancer by reduction of enzymes involved in



carcinogenic compounds production. However, this effect may be related with the presence
of metabolic compounds produced during fermentation process.



1 INTRODUCAO

As caracteristicas quimicas e nutricionais da soja qualificam-na como um alimento
funcional. Estudos mostram que a soja pode ser utilizada de forma preventiva e terapéutica

no tratamento de cancer, doencas cardiovasculares, osteoporose e sintomas da menopausa.

Os alimentos fermentados também t€m se constituido em importantes componentes da
dieta devido ndo somente as suas caracteristicas nutricionais, mas também as suas
propriedades profilaticas e terapéuticas (Rossi et al., 2003). Todavia, o consumo desses
alimentos no Brasil ainda € restrito, provavelmente em funcdo do alto custo que

apresentam.

Dentro deste contexto, Rossi et al. (1984) obtiveram a partir do extrato aquoso de soja
(“leite” de soja), um produto similar ao iogurte, com custo reduzido, de boa aceitabilidade e
que mantém preservadas as caracteristicas nutricionais e terapéuticas apresentadas pelos

produtos fermentados convencionais.

Empregando Enterococcus faecium CRL 183 como indculo para o processo
fermentativo do “leite” de soja, Rossi et al. (1999) desenvolveram um “iogurte” de soja, o
qual se mostrou capaz de exercer in vivo um considerdvel efeito hipocolesterolémico.
Diversos outros estudos também foram conduzidos para avaliar outras propriedades de
saude desse novo produto. Nesse sentido, vdrios resultados ja foram demonstrados, tais
como a atividade anticarcinogé€nica, particularmente para o cancer de mama (Kinouchi,
2006), e imunomoduladora (Vendramini, 2002), além da capacidade de influenciar
positivamente o metabolismo &sseo de ratas ovariectomizadas, contribuindo para a

prevencao da osteoporose pds-menopdausica (Bedani et al., 2006; Shiguemoto et al., 2007).

Todos esses resultados positivos ja observados comprovam que esse produto de soja
fermentado com E. faecium CRL 183 apresenta propriedades benéficas a satde, permitindo

classifica-lo como alimento funcional.

Recentemente, a acdo do “iogurte” de soja fermentado com E. faecium foi estudada
com relagdo ao processo de desenvolvimento do cancer de coélon em ratos induzidos

quimicamente. Resultados iniciais mostraram que a incidéncia de tumores foi menor nos



animais que consumiram cultivo puro de E. faecium e do produto ndo fermentado, seguidos
dos animais que receberam o produto fermentado suplementado com cdlcio e produto

fermentado sem suplementacdo (Sivieri et al, 2008).

Estudos mostram que a dieta pode influenciar no desenvolvimento do cancer de
c6lon, havendo evidéncias que o consumo de produtos fermentados com bactérias
probidticas pode prevenir o desenvolvimento deste tipo de cancer, provavelmente por
influenciar a microbiota intestinal e a atividade de enzimas que convertem compostos

procarcinogé€nicos em carcinogénicos no intestino.

Considerando que o “iogurte” de soja conta com uma bactéria dcido latica (BAL) (E.
Jfaecium CRL 183) muito pouco estudada do ponto de vista de propriedades probidticas e
que emprega como matéria-prima a soja, considerada benéfica no sentido de reduzir o risco
de doengas cronico-degenerativas, este estudo teve por finalidade verificar a influéncia do
“logurte” de soja fermentado com E. faecium CRL 183 na microbiota intestinal de animais
e humanos, procurando evidenciar possiveis mecanismos de acdo indireta na reducdo do

risco de cancer de cblon.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consumo de carne e o cancer de célon

O cancer de célon estd entre as principais enfermidades do mundo ocidental. De
acordo com dados do Instituto Nacional do Cancer (2008), estimativas de incidéncia de
cancer no Brasil apontam o cancer célon-retal como o quarto tumor maligno mais freqiiente
em homens (12.490 casos novos) e o terceiro entre as mulheres (14.500). A maior
incidéncia de casos ocorre na faixa etdria entre 50 e 70 anos, mas as possibilidades de

desenvolvimento aumentam a partir dos 40 anos.

A dieta apresenta uma importante contribui¢do para o risco de cancer de c6lon, uma vez
que mais de 75% dos casos sdo associados a ela. Embora resultados de estudos
epidemioldgicos ndo sejam inteiramente consistentes, o alto consumo de carne vermelha e
gordura parece elevar o risco do individuo desenvolver cancer de célon, quando comparado

a uma dieta vegetariana (alto conteido em fibras) ou a uma dieta pobre em gordura

(Hosoda et al., 1996).

A associagdo entre o consumo de carne e o cancer de célon é, em muitos casos,
atribuida a formagao de aminas heterociclicas durante o cozimento. A possibilidade do
consumo de carne alterar o metabolismo de nitrogénio e aumentar a producdo de
promotores enddgenos e carcindgenos no coOlon tem atraido a atencdo de muitos

pesquisadores (Bingham, 1997).

Em humanos, o aumento da entrada de nitrogénio no c6lon como resultado do alto
consumo de carne aumenta a concentragdo de amonia fecal. A amodnia € considerada um

promotor de carcinogénese em modelos experimentais com roedores (Tsujii et al., 1992).

A produgdo de amdnia ocorre no célon a partir da degradacdo de aminoacidos e da
hidrélise da uréia por ureases microbianas. Ela pode ser usada na sintese de proteinas

microbianas ou pode entrar na corrente sangiiinea (Kim et al., 1998).

A amonia pode promover a carcinogénese pela estimulacdo da proliferacao celular,

favorecendo, desta forma, o crescimento de células malignas (Lin e Visek, 1991).



Estudos mostram uma relacdo entre as mudancas na microbiota intestinal e os niveis
de concentragdo de amoénia nas fezes. A amonia é produzida por uma ampla variedade de
bactérias intestinais, incluindo Bacteroides e Clostridium, principalmente a partir da
hidrdlise enzimadtica (ureases) da uréia (Wrong e Vince, 1984; Kim et al., 1998). A amdnia
€ considerada como um fator de risco no cancer de c6lon, uma vez que ela pode promover
alteracdes na cinética celular do célon (Ichikawa e Sakata, 1998). Além disso, o acetato de
amoOnia pode levar ao aumento dos adenocarcinomas de célon induzidos quimicamente
(Clinton et al., 1988). Benno e Mitsuoka (1992) encontraram uma redugdo significativa na
concentracdo de amodnia em fezes durante o consumo de Bifidobacterium longum. Os
pesquisadores sugeriram que a reducdo na populacdo total de Bacteroides e Clostridium

pela ingestdo de B. longum pode ter levado a uma menor producao de amonia fecal.

Células bacterianas podem ser um importante fator na determinacdo da taxa de
ligacdo a toxinas livres no intestino. Ja foi demonstrado in vitro que compostos
mutagénicos, comumente encontrados em dietas ricas em carnes, podem se ligar a bactérias
intestinais e a bactérias dcido laticas (Orrhage et al., 1994). Um possivel mecanismo para

esse efeito envolve a ligagdo fisica de compostos mutagé€nicos a bactéria.

2.2 Probiodticos e o cancer de colon

Atualmente, o setor de alimentos tem investido de maneira crescente no
desenvolvimento de uma classe especial de produtos — os alimentos funcionais — que vem
sendo estudada em decorréncia de seus varios efeitos benéficos a saude, destacando-se a
capacidade de reduzir o risco de doengas cronico-degenerativas. Um exemplo de alimento
funcional que tem sido o foco de intensas pesquisas nos recentes anos refere-se aos

produtos processados com probioticos.

Os probidticos sao definidos como microrganismos vivos que quando administrados
em doses adequadas conferem beneficio a saide do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Os
efeitos benéficos trazidos pela ingestdo de probidticos incluem: alivios dos sintomas

causados pela intolerancia a lactose, tratamento de diarréias, redug¢do do colesterol sérico,



aumento da resposta imune, efeitos anticarcinogénicos, entre outros (Saavendra, 2001). O

consumo didrio de 10* a 10° UFC de microrganismos probidticos € requerido para o

desenvolvimento de qualquer efeito benéfico em humanos (Lee e Salminen, 1995).

Scutti e Rossi (1996) destacaram, dentre os varios efeitos benéficos a sadde
atribuidos as culturas l4cticas, a prevengdo e o tratamento contra diarréia, diminui¢do dos
sintomas da intolerancia a lactose, a redu¢@o do colesterol sérico, a estimulagdo da resposta
imune e a redu¢do da incidéncia de tumores. Contudo, segundo os autores, esses efeitos nao
podem ser atribuidos a todas as bactérias acido lacticas, assim a sele¢do e a caracterizacdo
da cepa sdo essenciais para a obtencdo do efeito probidtico. Dentre os critérios desejaveis
para a selecdo de uma bactéria dcido lactica probidtica estdo: segurancga, origem humana;
tolerancia ao suco gastrico e a bile; aderéncia a superficie epitelial e persisténcia no trato
gastrintestinal; imunomodulacdo (sem efeito pro-inflamatorio); atividade antagdnica contra
patégenos; propriedades antimutagénica e anticarcinogénica; aspectos tecnoldgicos
(crescimento em leite, boas propriedades sensoriais, estabilidade, resisténcia a fago,

viabilidade no processo) (Saarela et al., 2000).

Atualmente o maior consumo de produtos probiéticos por humanos na Europa sao
na forma de produtos lacteos contendo, na maioria das vezes, lactobacilos e ou
bifidobactérias. Entretanto, sdo encontrados produtos em que os microrganismos utilizados
sdo cepas do Enterococcus ou leveduras tais como o Saccharomyces boulardii (Mercenier
et al., 2002). Cepas probidticas promissoras incluem microrganismos dos géneros

Lactobacillus, Bifidobacterium e Enterococcus (Lund et al., 2002).

A grande maioria dos estudos sobre os efeitos anticarcinogénicos dos probidticos

refere-se ao cancer de célon, seguido de cancer de mama e de bexiga (Rafter, 2003).

Estatisticas sobre a incidéncia mundial de cancer apontam para lideranca do cancer
de pulmdo e mama. Na terceira posi¢do encontra-se o cancer de coélon com
aproximadamente um milh@o de novos casos diagnosticados a cada ano em todo o mundo,
sendo que a metade desses casos leva o individuo a 6bito (Boyle e Leon, 2002; Parkin et al,

2005).



Virias observacdes experimentais tém apontado para o potencial efeito protetor das
bactérias 4cido laticas contra o desenvolvimento de tumores no célon (Salminen et al.,
1998). Dentro da complexa microbiota intestinal com cerca de 1x10"' UFC/g de contetido
de co6lon, as BALs sdo parte daquelas bactérias com efeitos benéficos. Elas apresentam um
papel importante no retardamento da carcinogénese do coOlon pela possibilidade de
influenciar fungdes metabdlicas, imunoldgicas e protetoras nesse seguimento do intestino

(Wollowski et al., 2001).

2.2.1 Mecanismos de acao das bactérias acido laticas (BALSs)

Os mecanismos pelos quais as BALs podem inibir o cancer de c6lon ainda ndo estio
bem elucidados. No entanto, tais mecanismos podem incluir: alteracdo da atividade
metabdlica da microbiota intestinal; alteracdes das condi¢des fisioldgicas do célon; ligagao
e ou degradacdo de carcindégenos potenciais; alteracdes qualitativas e quantitativas da
microbiota intestinal; alteragdes das condi¢Oes fisico-quimicas do cOlon; efeitos na

fisiologia do hospedeiro (Hirayama e Rafter, 2000; Rafter, 2003).

Virias investigacdes t€m mostrado a influéncia do consumo de BALs e de produtos
fermentados de leite sobre a atividade enzimdtica da microbiota intestinal associada com a
carcinogénese do coOlon. O efeito carcinogénico de compostos toxicos e genotéxicos
endogenos € provavelmente influenciado pela atividade de enzimas bacterianas,
principalmente a -glucuronidase, a nitrorredutase e a azorredutase. Tem sido registrado
que certas bactérias no célon convertem procarcindgenos em carcindgenos (Saarela et al.,
2000). Essas bactérias possuem um grande nimero de enzimas que podem ser induzidas ou
reprimidas e, dependendo do meio e da fonte de energia, a atividade metabdlica dos

microrganismos pode ser alterada drasticamente (Burns e Rowland, 2000).

Os carcindgenos ingeridos pela dieta sdo absorvidos no intestino e detoxificados por
conjugacdo com dcido glucurdnico no figado. Esses glucuronideos indcuos sdo eliminados
do organismo pela urina ou sdo excretados pela bile e retornam ao intestino, onde as B-

glucuronidases bacterianas os transformam em carcindgenos que acabam retornando a



circulacdo enterohepdtica, aumentando assim sua persisténcia no organismo. Em vista
disso, a B-glucuronidase bacteriana parece desempenhar um papel importante na iniciacéo
do cancer de c6lon, devido a sua capacidade de hidrolisar vérios glucuronideos e liberar

agliconas carcinogénicas no limen intestinal (Goldin, 1990; Lidbeck et al., 1992).

A nitrorredutase e azorredutase estao relacionadas a formacao de aminas aromaticas
nocivas ao organismo (Ling et al., 1992). Estudos em animais t€m mostrado que uma dieta
rica em carne e gordura animal aumenta a atividade da B-glucuronidase, nitrorredutase e

azorredutase (Goldin e Gorbach, 1976).

A azorredutase € responsdvel pela hidrélise de compostos azo, tais como corantes
alimenticios. Os produtos finais dessa reacdo sdo aminas aromdticas que podem ser
convertidas a compostos N-hidroxi no intestino (Goldin e Gorbach, 1977). Os corantes azo
sao amplamente utilizados na industria alimenticia, téxtil, cosmética e farmacéutica. Estes
compostos ndo sdao absorvidos no intestino, mas podem ser degradados por azorredutases
da microbiota intestinal mediante a uma redugdo da ligacdo azo que é observada pela
diminui¢do da absorbancia de luz visivel, dando lugar a aminas aromadticas incolores

carcinogénicas.

Enzimas redutoras no figado também podem catalisar a quebra da ligacdo azo
produzindo aminas aromdticas. No entanto, evidéncias indicam que as azorredutases
microbianas intestinais podem ser mais importantes do que as enzimas hepéticas na redugao

azo (Chung et al., 1992).

A nitrorredutase pode converter compostos nitro aromdticos a aminas aromaticas,
formando compostos nitroso e N-hidroxi, reconhecidamente carcinogénicos (Ling et al.,

1994).

Bactérias benéficas e prejudiciais sdo comumente encontradas no intestino e
diferem em suas atividades enzimdticas (Mital e Garg, 1995). As bactérias dos géneros
Bifidobacterium e Lactobacillus apresentam uma baixa atividade das enzimas que
convertem procarcindgenos em carcindogenos se comparada com bactérias dos géneros

Bacteroides e Clostridium (Hawksworth et al., 1971; Cole et al., 1985). Em vista disso, os



efeitos observados sobre as atividades de enzimas fecais podem ser devido a reducido no

nimero de microrganismos produtores de enzimas procarcinogénicas (Ling et al., 1994).

Um consumo aumentado de leite fermentado ou suplementos alimentares com
lactobacilos ou bifidobactérias vidveis parece estar correlacionado com a baixa incidéncia

de cancer de célon (Saarela et al., 2000).

Virios estudos em animais e humanos sugerem que a ingestdo de BALs e de
produtos fermentados de leite diminuem significativamente as atividades de algumas
enzimas fecais que podem estar envolvidas na formacdo de carcindégenos (Goldin e

Gorbach, 1984; Spanhaak et al., 1998).

Goldin e Gorbach (1976) estudaram o efeito da ingestdo de L. acidophilus em ratos
alimentados com uma dieta a base de carne. Eles verificaram que os animais que
consumiram essa BAL apresentaram uma menor atividade das enzimas fecais

nitrorredutase e azorredutase.

Num estudo preliminar mais recente, Haberer et al. (2003) verificaram que animais
alimentados com uma dieta a base de carne e gordura apresentaram uma reducdo da
atividade da B-glucuronidase e azorredutase apGs o consumo de cepas de Lactobacillus por

um periodo de 5 semanas.

Goldin e Gorbach (1984) também estudaram, em humanos, o efeito da ingestao de
L. acidophilus, cepas NCFM e N-2, sobre a atividade da B-glucuronidase, nitrorredutase e
azorredutase. Ambas as cepas tiveram um efeito similar e causaram um declinio
significativo na atividade das trés enzimas estudadas. Um efeito reverso foi encontrado 10 a
30 dias apds o término da ingestdo dessa bactéria, sugerindo que o consumo continuo de L.

acidophilus seria necessario para se manter o efeito desejado.

Ling et al. (1994) estudaram os efeitos da ingestdo de iogurte contendo
Lactobacillus GG ¢ ou suplemento de fibras sobre a atividade de diversas enzimas (j3-

glucuronidase, nitrorredutase, B-glucosidase, hidrolase de sais biliares e urease) em 64



mulheres. Eles verificaram que o consumo desse produto diminuiu significativamente as

atividades da B-glucuronidase, nitrorredutase e hidrolase de sais biliares.

Benno e Mitsuoka (1992) e Spanhaak et al. (1998) também verificaram, em
humanos, uma redugio significativa na atividade da -glucuronidase apés a ingestdo de

Bifidobacterium longum e de Lactobacillus casei, cepa Shirota, respectivamente.

Nem todos estudos mostram uma correlacdo entre a administracdo de probidticos e
a atividade da microbiota intestinal. Bartram et al. (1994) realizaram um estudo de
intervencdo com 12 individuos que consumiram iogurte (500 mL) enriquecido com
Bifidobacterium longum. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada quanto ao peso
fecal, pH, concentracdo fecal de dcidos graxos de cadeia curta, dcidos biliares e esterdis
neutros apdés 3 semanas de intervencdo. Embora tivesse ocorrido um aumento na
concentracdo fecal de B. longum, os resultados sugeriram uma pequena ou nenhuma

modula¢do da microbiota residente, indicando a estabilidade da microbiota fecal.

Alguns pesquisadores t€ém sugerido que um elevado pH intestinal pode estar
relacionado ao aumento do risco de cancer de célon, enquanto que a acidificacdo do c6lon
poderia prevenir a formagao de carcindégenos. Benno e Mitsuoka (1992) verificaram uma
significante redu¢do do pH fecal apds 5 semanas de administragdo de Bifidobacterium

longum em homens saudaveis.

Modler et al. (1990) sugeriram que o cincer de c6lon pode ser modulado
diretamente pela reducdo do pH intestinal por meio da alteracio da multiplicacdo de

bactérias putrefativas.

O consumo de leites fermentados contendo L. acidophilus tem se mostrado capaz de
reduzir significativamente o nivel de bactérias fecais putrefativas, tais como E. coli e

aumentar o nivel de Lactobacillus no intestino (Shahani e Ayebo, 1980).

Um estudo descritivo em humanos comparou a composicao da microbiota fecal de
pessoas com diferentes riscos de cancer de célon. Um alto risco foi associado a presenca de

Bacteroides vulgatus e Bacteroides stercoris, enquanto que um baixo risco foi relacionado



a presenca de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus S06 e Eubacterium aerofaciens

(Moore e Moore, 1995).

Morotomi e Mutai (1986), investigaram a habilidade de 22 cepas de bactérias
intestinais de se ligarem a pirolizatos mutagénicos e compararam esta habilidade a dietas
com fibras. A 3-amina-1,4-dimetil-5H-pirido (Trp-P-I) indol e 3-amina-I-metil-5H-pirido
(Trp-P-2) indol foram efetivamente ligadas a todas as bactérias Gram positivas e a algumas
Gram negativas. Quando o mecanismo de ligacdo do Trp-P-2 ao L. casei YIT 9018 foi
investigado, ele se mostrou dependente do pH, sendo inibida imediatamente pela adi¢ao de
sais metdlicos. No entanto, ainda pouco se sabe sobre esses mecanismos no trato

gastrointestinal de humanos.

2.3 As bactérias acido laticas e a producao de substincias antimicrobianas

A produgdo de substancias antimicrobianas, por determinados microrganismos, que
inibem outros microrganismos (antagonismo) ¢é freqiientemente citada como um dos

mecanismos pelos quais as comunidades microbianas sdo reguladas (Tannock, 1998).

As BALs, muitas delas probidticas, podem exercer atividade inibitéria frente a
outras bactérias devido a competicdo direta por nutrientes e pela producdo de compostos
antagonisticos como 4cidos organicos (principalmente acido litico e acético), diacetil,

perdxido de hidrogénio e bacteriocinas (Ouwehand et al., 1999).

Se as BALs probidticas estiverem metabolicamente ativas durante a passagem
através do intestino, é provavel que algumas dessas substancias sejam produzidas. Algumas
indicacdes vém a partir da observagdo de que o consumo de certas cepas probidticas reduz

o pH fecal, indicando a produg¢do de 4cidos organicos (Ouwehand et al., 1999).

As bacteriocinas sdo peptideos, proteinas ou complexo proteina-carboidrato
produzidas por muitas bactérias, incluindo as do género Lactobacillus (Tannock, 1998).
Sabe-se que os Enterococcus também sdo capazes de produzir bacteriocinas denominadas

de enterocinas (Lasagno et al., 2002; Franz et al., 2003). A producdo dessas substancias



pode facilitar o estabelecimento da cepa probidtica no meio competitivo do intestino
(Klaenhammer e Kullen, 1999), no entanto, a importancia in vivo da produgdo de

bacteriocina permanece em discussdo (Ouwehand et al., 1999).

Embora as bacteriocinas sejam, em muitos casos, efetivas contra espécies
taxonomicamente relacionadas a cepa produtora, algumas delas podem apresentar um
amplo espectro de inibicdo contra bactérias patog€nicas, como por exemplo, Listeria
monocytogenes (Saavedra et al., 2003). Outros autores demonstraram a inibi¢do de espécies
Gram-negativas tais como Escherichia coli, Salmonella spp., Proteus spp., Enterobacter

spp., Pseudomonas spp. e Vibrio cholerae (Tomita et al., 1997; Laukova et al., 2003).

A producdo de bacteriocinas por bactérias do género Enterococcus tem sido
detectada principalmente em E. faecium, seguido de E. hirae, E. mundtii, E. faecalis, E.

durans, E. avium, E. gallinarum e E. casseliflavus (Laukova e Marekova, 2001).

Existem vdrias técnicas para se detectar a produgdo de bacteriocina, todas baseadas
na inibi¢cdo do crescimento de um microrganismo indicador (sensivel) por uma cepa teste
(produtora). As cepas com atividade antagonistica potencial devem ser submetidas a testes
confirmatérios da atividade inibitéria com a finalidade de se excluir a possibilidade da
inibicdo ter sido devida a producdo de dcidos organicos ou peréxido de hidrogénio ou a

presenca de bacteridfagos liticos (De Martinis et al., 2002).

A maioria destes testes estd baseada na difusdo de bacteriocinas em meio de cultura
solido e semi-solido a fim de se inibir o crescimento de um microrganismo sensivel (Lewus
& Montville, 1991). Entre os métodos utilizados estdo os ensaios “flip-streak” e “spot-on-

the-lawn”.

Lewus e Montville (1991) examinaram 22 cepas de BALs utilizando trés técnicas
distintas para a deteccdo de bacteriocinas (difusdo em pogos, “flip-streak” e “spot-on-the-
lawn”). De acordo com os resultados obtidos, o método “flip-streak” produziu valores
limitados, enquanto o método de difusdo em pogos originou um grande nimero de
resultados falso-negativos se comparado com a técnica “spot-on-the-lawn”. De acordo com

os pesquisadores, a técnica ‘‘spot-on-the-lawn” apresentou mais vantagens



(reprodutibilidade, rapidez) se comparada com os métodos “flip-streak” e difusdo em

POCoS.

Spelhaug e Harlander (1989), no estudo de trés produtores de bacteriocinas contra
varios microrganismos patogénicos de origem alimentar, também verificaram superioridade

N

da técnica “spot-on-the-lawn” em relacdo a “flip-streak”.

2.4 Enterococcus

O género Enterococcus estd amplamente presente na natureza e faz parte do grupo
das bactérias dcido laticas. S@o bactérias Gram positivas, ndo formadoras de esporos,
catalase negativa, cocos anaerdbios facultativos que podem ocorrer isoladamente, em pares

ou em cadeias.

Bactérias pertencentes ao género Enterococcus apresentam um papel importante na
producdo de varios alimentos fermentados tradicionais na Europa (Franz et al., 2003).
Estudos sobre a microbiota de vdrios queijos tradicionais de paises do Mediterraneo
indicam que os Enterococcus sp estdo relacionados com a maturacdo desses queijos,
provavelmente através da protedlise, lipdlise e quebra do citrato, contribuindo para o sabor
e flavor caracteristicos (Moreno et al., 2006). Essas bactérias também podem estar

presentes em outros tipos de alimentos fermentados, como lingiiicas e azeitonas (Hugas et

al., 2003).

Atualmente algumas bactérias do género Enterococcus estdo sendo usadas como
probidticos em alguns paises (Franz et al., 2003), tais como o E. faecium e o E. faecalis. No
Brasil, a ANVISA (2008) ja inclui o E. faecium na lista dos microrganismos probioticos.
Desde fevereiro de 2004, 10 preparacdes, contendo 9 cepas diferentes de E. faecium, estdo

autorizadas como aditivos em alimentos na Unido Européia (Moreno et al., 2006).

H4 varios estudos a respeito do isolamento e caracterizagdo de bacteriocinas
(enterocinas) produzidas por Enterococcus spp. Enterocinas t€ém sido isoladas a partir de

cepas de diferentes fontes, incluindo alimentos (queijo, carne, peixe e vegetais), animais e



humanos. As enterocinas podem ser ativas contra patégenos de origem alimentar tais como
Listeria spp e Clostridium spp (Farias et al., 1994; Mendonza et al., 1999). Ja foi
comprovada a atividade antimicrobiana contra bactérias Gram negativas como E. coli
(Tomita et al., 1997) e Vibrio cholerae (Simonetta et al., 1997). Além disso, Wachsman et

al. (1999) registraram atividade antiviral da enterocina CRL35.

2.5 Soja

As caracteristicas quimicas e nutricionais da soja qualificam-na como um alimento
funcional. Além da qualidade de sua proteina, estudos mostram que a soja pode ser
utilizada de forma preventiva e terapéutica no tratamento de doencgas cardiovasculares,
cancer, osteoporose e sintomas da menopausa (Setchell e Cassidy, 1999). Entre as
substancias presentes na soja responsdveis por esses efeitos, as de maior interesse,
atualmente, sdo as isoflavonas. Dessa forma, a soja € um dos alimentos que oferece as

maiores possibilidades para o desenvolvimento de produtos funcionais (Souza et al., 2000).

A soja participa da dieta humana por meio do consumo do préprio grao e de
alimentos elaborados a partir dele. A populagdo brasileira ainda consome pouca soja,
enquanto que, as dietas japonesas contém aproximadamente dez vezes mais soja que, por
exemplo, as dietas dos norte-americanos e, além disso, os japoneses sdo, em todo o mundo,
os mais longevos e com as mais baixas incidéncias de doengas hormonio-dependentes

(Genovese e Lajolo, 2001).

2.5.1 “logurte” de soja

Os alimentos fermentados tém se constituido em importantes componentes da dieta
devido nao somente as suas caracteristicas nutricionais, mas também a capacidade de
reduzirem o risco de doengas cronico-degenerativas (Rossi et al., 2003). O consumo de
produtos fermentados, principalmente aqueles derivados do leite, vém sendo estimulado

devido ao seu valor nutricional e grande nimero de propriedades terapéuticas.



Norteados por esta situacdo, Rossi et al. (1984) obtiveram a partir do extrato aquoso
de soja, um produto similar ao iogurte, com custo reduzido, de boa aceitabilidade e que
mantém as caracteristicas nutricionais e terapéuticas apresentadas pelos produtos

fermentados convencionais.

Dentro desse contexto, Rossi et al. (1994) estudaram 18 cepas bacterianas de
Lactobacillus acidophilus e Enterococcus faecium. Essas cepas foram testadas quanto a sua
capacidade de “remoc¢do” do colesterol do meio de cultura em presenca de sais biliares. A
maior “remog¢do” do colesterol foi obtida pelo Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus acidophilus CRL 1014 (55,4% e 54%, respectivamente). Apoiado nesses
resultados, foi desenvolvido um produto de soja fermentado com Enterococcus faecium
CRL 183 associado com Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416, o qual apresentou
propriedades tecnoldgicas e sensoriais semelhantes aos fermentados tradicionais (Rossi et

al., 1999).

A melhora do perfil lipidico devido ao consumo do “iogurte” de soja fermentado
com E. faecium CRL 183 e Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416 foi demonstrada tanto
em coelhos quanto em ratos com hipercolesterolemia induzida e, também, em humanos

normocolestrolémicos (Rossi et al., 2000a; 2000b; 2003).

Esse mesmo produto foi também avaliado quanto ao potencial alergénico induzido
por ingestdo oral e os resultados mostraram que o produto fermentado ocasionou um
percentual de degranulagdo de mastdcitos menor que o observado para o produto nao
fermentado. Concluiu-se que o produto fermentado ndo apresentou potencial alergénico e
que o processo fermentativo reduziu favoravelmente a alergenicidade das proteinas de soja

(Carlos et al., 2000).

Vendramini (2002) analisou os niveis de citocinas IL-1f3, IL-6, IL-12, TNF-q,, IFN-
Y, além dos mediadores de 6xido nitrico e peréxido de hidrogénio em camundongos que
receberam o “iogurte” de soja fermentado com E. faecium CRL 183 e L. helveticus ssp
jugurti 416. Foi observado um aumento nos niveis de todas citocinas estudadas,

demonstrando a capacidade imunomoduladora desse produto.



Vale aqui ressaltar que como as outras bactérias lacticas, os enterococos, estao
presentes em um grande ndmero de produtos l4icteos como culturas iniciadoras, em
suplementos alimentares e alimentos funcionais (Klein, 2003). A capacidade probidtica do
E. faecium, bem como as propriedades funcionais do “leite” de soja fermentado com esse

microrganismo vém despertando o interesse crescente dos pesquisadores.

Frente as consideracOes expostas, tanto as relativas a soja e quanto as BALs, em
especial ao E. faecium CRL 183, nos pareceu oportuno e de grande interesse estudar a
possivel acdo do iogurte” de soja fermentado com E. faecium CRL 183 sobre a
qualidade/quantidade e atividade metabdlica da microbiota intestinal de animais e
humanos, de maneira a evidenciar provdveis mecanismos de acdo indireta na reducdo do

risco de cancer de cblon.



3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi o de investigar a influéncia do consumo de “iogurte” de
soja fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 sobre a qualidade/quantidade e
atividade metabdlica da microbiota intestinal, de maneira a evidenciar provaveis

mecanismos de acdo indireta na reducdo do risco do cancer de célon.

3.2 Objetivos especificos

- Em animais

e Verificar a composi¢do da microbiota intestinal antes, durante e depois da
administracdo do “iogurte” de soja e do cultivo puro de E. faecium em ratos alimentados

com ragao formulada a base de carne;
e Acompanhar a viabilidade de E. faecium no célon e nas fezes;

e Verificar o efeito da administracdo do “iogurte” de soja fermentado com E. faecium

CRL 183 nos principais géneros da microbiota fecal de ratos;

e Verificar a sobrevivéncia e aderéncia gastrintestinal de E. faecium nos animais (ratos)
que receberam o produto fermentado e o cultivo puro desse microrganismo, tanto nas fezes

quanto no coélon;
¢ Determinar parametros quimicos (pH e amonia) em fezes de ratos;

e Verificar o potencial de inibi¢do do risco de cancer de célon através da determinacdo da
atividade enzimatica da B-glucuronidase, B-glucosidase, B-galactosidase, azorredutase e

nitrorredutase nas fezes;



e Verificar, in vitro, a producdo de substincias antimicrobianas por E. faecium contra

bactérias isoladas das fezes de ratos.

e Pesquisa de fatores de viruléncia em E. faecium CRL 183.

- Em humanos

e Determinar a atividade enzimadtica da B-glucuronidase, 3-glucosidase e B-galactosidase

nas fezes de voluntdrios que consumiram “iogurte” de soja associado a sua dieta habitual;

e Avaliar parametros quimicos (pH e amonia) nas fezes de voluntdrios que consumiram

“logurte” de soja associado a sua dieta habitual.



4 MATERIAL E METODOS
4.1 “Iogurte” de soja

O produto fermentado foi produzido a partir do “leite” de soja processado pela
Unidade de Desenvolvimento e Produ¢do de Derivados de Soja — UNISOJA, instalada na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP, de acordo com metodologia descrita por
Rossi et al., 1984. O indculo bacteriano convencional foi substituido por 1,5% (v/v) de
cultivo de Enterococcus faecium CRL 183 e 1,5% (v/v) de cultivo de Lactobacillus
helveticus ssp jugurti 416 (coadjuvante do processo fermentativo). A fermentacdo foi

realizada a 37°C até que o produto apresentasse pH 4,5.

4.2 “Iogurte” de soja esterilizado

Para obtencdo do ‘“iogurte” de soja esterilizado, o produto fermentado foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos para a inativacao de E. faecium e de L.

helveticus ssp. jugurti.

4.3 Preparo do cultivo puro de Enterococcus faecium

As células de E. faecium CRL 183 foram semanalmente repicadas (a partir de uma
cultura estoque mantida, sob congelamento, em leite esterilizado adicionado de extrato de
levedura, glicose e glicerol) em caldo TSB (Tryptic Soy Broth/ Acumedia, Baltimore,
EUA) na concentracdo de 10% (v/v), e mantidas a 37°C/16 horas. Apds esse periodo a
suspensao foi centrifugada (Excelsa Baby I, FANEM) a 1173 g por 5 min e o sobrenadante
eliminado. Foram adicionados 5 mL de &4gua peptonada esterilizada e uma nova
centrifugacdo foi realizada (1173 g/5 min) e o sobrenadante descartado. Novamente, foi
feita a adicdo de 5 mL de dgua peptonada esterilizada, e assim mantidas sob refrigeragao,

até o momento da administragao aos animais.



4.4 Controle da viabilidade celular do produto fermentado, do produto fermentado

esterilizado e da suspensio de cultivo puro

O produto fermentado (“iogurte” de soja), o produto fermentado esterilizado
(“iogurte” de soja esterilizado) e o cultivo puro destinados aos experimentos foram
produzidos semanalmente no préprio laboratério, e mantidos sob refrigeracdo a = 5 °C.

Ap6s o preparo desses produtos foi verificada a viabilidade celular por meio de
andlise microbioldgica. Um grama de produto fermentado, produto fermentado esterilizado
e de cultivo puro foram diluidos em 9 ml de uma solucdo de dgua tamponada fosfatada,
com subseqiiente preparo das dilui¢des necessarias.

Para a enumeracdo de bacilos foi utilizado o meio Lactobacilli MRS Agar (Difco,
Franca), adicionado de dcido acético esterilizado até pH 5,4. As placas foram incubadas em
jarras de anaerobiose com placas de anaerobac (Probac, Brasil) por 24h a 37°C.

Para a enumeracdo de cocos foi utilizado o meio M17 agar (Difco, Franga). As
placas foram incubadas em aerobiose por 24h a 37°C.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

4.5 Produto nao fermentado

O produto nao fermentado apresentava constituicao idéntica ao produto fermentado,
com excecdo dos cultivos bacterianos. Portanto, esse produto nao passou pelo processo
fermentativo. O produto foi acidificado pela adi¢do direta de acido lactico, em quantidade

suficiente para alcangar pH idéntico ao do produto fermentado (pH 4,5).

4.6 Ensaios com ratos
4.6.1 Animais experimentais

Foram utilizados 60 ratos machos, S.P.F. (Specific Pathogen Free), da linhagem
Wistar (8 semanas de idade) provenientes do CEMIB (UNICAMP, Campinas, SP, Brasil).
Durante o periodo experimental (90 dias) os animais foram mantidos em estante ventilada

(Alesco, Brasil) sob fotoperiodo controlado (12 horas claro/12 horas escuro) e temperatura



entre 23°C * 2°C. Os animais foram alimentados com racdo formulada e dgua ad libitum
(Figura 2). Tanto a racdo quanto a dgua foram esterilizadas antes da administracdo aos
animais.
Todos os procedimentos com os animais estiveram de acordo com as recomendagdes do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), com aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara/Unesp (Parecer
n° 29/2005).

Ap6s o periodo de aclimatacdo, os animais foram pesados no inicio do experimento,
separados por peso corpdreo e agrupados em 6 grupos (n=10), de acordo com o protocolo

experimental.

Figura 1. Fotografia das acomodacdes de ratos Wistar em estante ventilada com sistema de
filtracdo de ar e controle de temperatura utilizada no desenvolvimento do protocolo

experimental.

4.6.2 Formulacio e processamento da racao

As ragdes foram preparadas segundo Reeves et al. (1993) do American Institute of
Nutrition (AIN), com modifica¢des na fonte protéica e quantidade de lipideos. A caseina foi

substituida por farinha de carne em quantidade suficiente para atingir o nivel protéico



recomendado de 14%. Foi utilizada carne magra (patinho), de forma que a ragdo
formulada, embora apresentando o mesmo teor protéico que a racdo padrdo, mostrou-se
com um menor conteddo de lipideos. Nao foi acrescentado 6leo vegetal para adequar esse
conteido, uma vez que queriamos que a fonte de proteina e de lipideos fosse
exclusivamente de origem animal.

As ragdes foram estocadas em embalagens de polietileno, sob congelamento (-14°C) até o
dia anterior ao consumo, quando passavam para refrigeracdo (5°C) e no inicio do dia para
temperatura ambiente (Tabela 1).

Para o processamento da ra¢do a base de carne foi selecionada uma carne bovina
magra (patinho), a qual foi moida e levada para estufa de circulacdo de ar (Quimis, Brasil) a
105°C/3-4h. A carne j4 seca foi triturada e peneirada para a produ¢do de uma farinha. Os
ingredientes secos foram misturados em graal (BHT, bitartarato de colina, L-cistina,
mistura vitaminica, mistura mineral, celulose, sacarose, amido dextrinizado e amido de
milho) e levados para homogeneizacdo em misturador em V (FABBE, Brasil).

Apoés a homogeneizacdo dos ingredientes secos, foi adicionada a goma (amido de
milho ADRAM, adicionado de dgua destilada) para dar liga a mistura e permitir a produgao
de pellets.

Os pellets foram levados para estufa de circulagdo de ar (Quimis, Brasil) e secos a
40°C/22h. Depois da secagem, esses pellets foram acondicionados em sacos plésticos,
esterilizados em autoclave (121°15 min) e armazenados a -14°C.

Os vdérios lotes de racdo utilizados durante o periodo experimental foram

processados semanalmente.

4.6.2.1 Caracterizacao quimica da farinha de carne

Os seguintes componentes da farinha de carne foram determinados: proteina pelo
método de Kjeldahl usando como catalisador o sulfato de cobre (AOAC, 1990) e fator de
conversdo 6,25 e lipideos pelo método de Soxhlet (AOAC, 1990). Todas as andlises foram

realizadas em triplicata



Tabela 1. Formulacdo das rac¢des utilizadas durante o periodo experimental (90 dias) na
alimentacdo de ratos Wistar utilizados na avaliacdo do efeito do “iogurte” de soja na

microbiota intestinal.

Ingredientes (g/kg) Racao padrao (AIN-93M) Racao experimental
Amido de milho 465,69 441,25
Caseina 140,00 L.
Farinhadecartne ... 179,49
Amido dextrinizado 155,00 155,00
Sacarose 100,00 100,00
Oleo de soja 40,00
Gordura animal ... 24,95
Celulose 50,00 50,00
Mistura vitaminica
(AIN-93M-MX) 35,00 35,00
Mistura mineral
(AIN-93-VX) 10,00 10,00
L-cistina 1,80 1,80
Bitartarato de colina
(41,1% de colina) 2,50 2,50
BHT 0,008 0,008
Total 1000,00 1000,00

Amido de milho: produto doado pela ADRAM S.A. Industria e Comércio

Caseina comercial com um contetdo protéico de 86% (Synth) foi utilizada como controle, Sacarose (Synth)
Celulose, amido dextrinizado e bitartarato de colina (Rhoster)

A porcentagem de proteina e de gordura contidas na farinha de carne foram de 78,0% e 13,9%
BHT (butil hidroxitolueno): antioxidante sintético

4.6.3 Administracao dos produtos aos animais

Antes do inicio do experimento, os animais foram submetidos a um periodo de
condicionamento de 2 semanas (Rossi et al, 2000b). Na primeira semana os animais foram
condicionados para o sabor doce (solu¢do de sacarose 8%). Na segunda semana o

condicionamento foi para os sabores doce e dcido (solucdo de sacarose 8%, acidificada com

acido l4tico até pH 4.,5).



A administracdo dos produtos foi realizada por gavagem com o animal imobilizado,

por meio de tracdo manual da pele da regido dorsal (Figura 2).

Figura 2. Fotografia de rato Wistar imobilizado por meio de tracdo animal, recebendo

produto por gavagem.

Tanto os produtos quanto a solugcdo de células de E. faecium CRL 183 foram
administrados aos animais na dose de 3 mL/kg de peso corpdreo/dia, garantindo uma

populacdo de 10° UFC/dia de E. faecium, durante um periodo de 4 semanas.

4.6.4 Protocolo experimental 1

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos:

Grupo I - animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (grupo

controle 1) (n=10)

Grupo II - animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia de produto nao

fermentado (n=10)

Grupo III - animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFCmL)/dia de E. faecium CRL
183 através do cultivo puro (n=10)
Grupo IV - animais que receberam somente racao cuja fonte protéica era a carne bovina

(grupo controle 2) (n=10)



Grupo V - animais que receberam 3 mlL/kg de peso corpdreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado (n=10)
Grupo VI - animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de

soja (109 UFC de E. faecium /mL de produto) (n=10)

Os animais dos grupos II, III, IV, V e VI receberam racdo a base de proteina de
carne bovina, enquanto os animais do grupo I receberam racdo a base de caseina (Quadro
1).

O tempo de estudo foi de 90 dias dividido em 3 periodos: P; (periodo pré-
ingestao/30 dias), P, (periodo de ingestao/30 dias) e P3 (periodo pds-ingestdo/30 dias,
divididos em dois periodos de 15 dias). Os animais, no periodo pré-ingestdo, receberam
apenas ragdes. No periodo de ingestdo os animais receberam além das ragdes os produtos

em estudo. No periodo pds-ingestao os animais voltaram a receber apenas ragoes.

Quadro 1. Protocolo experimental I utilizado para alimentacdo de ratos Wistar para

avaliacdo do efeito do “iogurte” de soja na microbiota intestinal.

Grupos Pré-ingestao Ingestao Poés-ingestao

(n=10) 30 dias 60 dias 75 dias 90 dias

I Ragdo padrdo (caseina) | Racéo padrao (caseina) Ragdo padrdo (caseina) | Racdo padrdo (caseina)

I Ragdo a base de carne Ragdo a base de carne Ragdo a base de carne Racdo a base de carne
+

Produto nao fermentado

I Ragdo a base de carne Ragdo a base de carne Ragdo a base de carne Racdo a base de carne
+
Cultivo puro de E.
Jaecium
v Ragdo a base de carne Ragdo a base de carne Ragdo a base de carne Racdo a base de carne

Racdo a base de carne

"Togurte' de soja
esterilizado

A\ Racdo a base de carne + Racdo a base de carne Racdo a base de carne

Racdo a base de carne

"Togurte' de soja

VI Racdo a base de carne + Racdo a base de carne Racdo a base de carne




Ao final de 30, 60, 75 e 90 dias do periodo de experimentacdo, as fezes foram
coletadas em recipientes esterilizados e estocadas em jarras de anaerobiose (Ling et al.,

1994) a — 80°C até o momento das andlises (Spanhaak et al., 1998).

4.6.5 Consumo de rac¢ao e controle de peso corporeo

A quantidade de ragdo consumida pelos animais foi verificada diariamente para
obtencdo da ingesta nos diferentes grupos experimentais.
Durante todo periodo experimental, os animais foram submetidos, semanalmente, a

uma avalia¢do do peso corpéreo.

4.6.6 Eutanasia dos animais

Os animais foram eutanasiados, apds jejum de 24 horas, em camara de CO; e em
trés etapas: ao final de 60, 75 e 90 dias do protocolo experimental. Todos os animais foram
pesados um dia antes de serem mortos.

Apés a eutandsia, de cada animal foi retirado o cdlon, em condicdes de total
assepsia, o qual foi pesado e colocado em sacos esterilizados (Nasco, EUA) para
homogeneizador de amostras para andlise microbiolégica (Nova Etica, Brasil) contendo
dgua peptonada, na diluicdo de 1:100 para a enumeracdo e identificacdo de colonias do

género Enterococcus.

4.6.7 Composicao da microbiota intestinal dos ratos

A andlise da composicdo da microbiota intestinal foi baseada na enumeracdo de
bactérias aerdbias e anaerdbias totais, Enterococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium
Enterobactérias, Clostridium e Bacteroides.

Um grama de fezes dos animais foi suspenso em 99 mL de dgua peptonada.
Diluicdes seriais foram preparadas e a inoculagdo foi feita em meios de cultura seletivos:

aerobios e anaerdbios totais (dgar Standard Methods - Acumedia, EUA; 37°C/48h);



Enterococcus spp. (agar KF Streptococcus - Acumedia, EUA; 37°C/48h) (Edlund et al.,
2000); Lactobacillus spp. (dgar MRS, Merck, Alemanha; 37°C/48h, anaerobiose)
(Yoshioka, Iseki, Fujita, 1983); Bifidobacterium spp. (Bifidobacterium medium 25 — BIM-
25, 37°C/72h, anaerobiose) (Munoa e Pares, 1988), Enterobactérias (dgar MacConkey -
Acumedia, EUA; 37°C/48h) (Brigidi et al., 2001); Clostridium spp. (dgar RCA — Difco,
Franca; 37°C/48h, anaerobiose) (Marzotto et al., 2006); Bacteroides spp. (dgar BBE -
Acumedia, EUA; 37°C/72h, anaerobiose) (Livingston et al., 1978).

4.6.8 Determinacio da sobrevivéncia gastrointestinal de Enterococcus faecium no

colon e nas fezes de ratos
4.6.8.1 Isolamento e identificacdo de Enterococcus faecium

O isolamento foi realizado conforme descrito por Edlund et al., (2000). KF
Streptococcus Agar (Acumedia, EUA) foi usado como meio seletivo para a contagem do
género Enterococcus.

Colonias com morfologias distintas pré-selecionadas foram semeadas em tubos
contendo 4gar bile esculina azida (Acumedia, EUA) para confirmagdo do género
Enterococcus. Para a identificacdo da espécie E. faecium foi utilizado o sistema API-20
Strep (Biomérieux, Franga) que associa 20 testes bioquimicos (producdo de acetona,
hidrélise do dcido hiptrico, B-glucosidase, pirolidonil arilamidase, o-galactosidase, -
glucuronidase, [-galactosidase, fosfatase alcalina, leucina aminopeptidase, arginina
dihidrolase, acidificacdo de ribose, acidificacdo de arabinose, acidificacdo de manitol,
acidificacdo de sorbitol, acidificacdo de lactose, acidificacdo de trealose, acidificacdo de

inulina, acidificacao de rafinose, acidifica¢do de amido, acidificagcao de glicogénio).

4.6.8.2 Confirmaciao de Enterococcus faecium por PCR

A confirmagdo do E. faecium foi realizada utilizando-se a metodologia molecular

PCR, a partir de coldnias procedentes das fezes e c6lon dos animais.



A extracao do DNA gendmico do E. faecium, isolado aos 0, 30, 60, 75 e 90 dias do
periodo experimental para fezes e aos 60, 75 e 90 dias para o cdlon, foi realizado utilizando
Kit Dneasy (Qiagen, EUA). Os primers utilizados para detecc¢do especifica do E. faecium
foram: Ent 1 (5-ATTACGGAGACTACACACTTTG-3’) e o Ent 2 (5-
TAGCCATAGAAGTTACATCAAG-3’) (Invitrogen, Brasil). Os primers foram referentes
aregido 16S-23S rRNA do E. faecium.

As reacOes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL
contendo 1uM de cada oligonucleotideo, 1uL de uma mistura desoxiribonucleotideos
100uM cada (dATP, dTTP, dCTP e dGTP), 1uM de cada primer, 2 uL. de DNA gendmico
e 2U de enzima Taq DNA polimerase (Labtrade) num volume final de 50uL. As condigdes
das reacdes foram estabelecidas de acordo com a temperatura de desnaturacdo dos
oligonucleotideos utilizados. Os parametros para a amplificagao foram: 30 ciclos de 1 min a
94°C, 30s a 53°C e 1 minuto a 72°C. O programa também incluiu a pré-incubacdo a 94°C
por 1 minuto, 1 minuto a 72°C e extensao final a 72°C por 5 minutos.

Os produtos finais foram separados utilizando gel de eletroforese com 1,0% de
agarose em tampao TAE (Tris 40mM, 4cido acético glacial 0,11% e EDTA 1 mM) e entao
purificados utilizando o kit “QIAquick PCR Purification” (Qiagen, EUA).

A seguir é apresentado um esquema das etapas de isolamento, identificacdo e

confirmacao do Enterococcus faecium (Figura 3).



Coélon e fezes de ratos

Meio seletivo: KF Streptococcus

Confirmacdo do género Enterococcus

através do teste de bile esculina

API-20 Strep

PCR

Figura 3. Esquema das andlises utilizadas no isolamento e confirmacdo das espécies de

Enterococcus encontradas nas fezes dos ratos.

4.6.8.3 Determinacao do pH fecal

Para cada grupo experimental, o pH fecal foi determinado na primeira diluicao
(100g/L de fezes em dgua destilada) com o auxilio de pHmetro, com eletrodo combinado

de vidro (Qualxtron) (Toit et al., 1998).

4.6.8.4 Conteudo de amonia fecal

O conteudo de amonia fecal também foi determinado na primeira dilui¢do (100g/L
de fezes em agua destilada). Utilizou-se um medidor de {on seletivo (modelo 710A, marca
Orion) acoplado a um eletrodo de ion seletivo para amodnia (modelo 95-12, Orion). O
aparelho foi calibrado utilizando solu¢des padrdo de cloreto de amonio 0,IM, nas

concentracdes de 10, 100 e 1000 mg/L de amdnia. Em 25 mL de amostra foi adicionado 0,5



mL de solucdo ISA (ammonia pH adjusting Ionic Strength Adjuster (Orion) — solugdo

ajustadora de pH e for¢a ionica). Todas as medidas foram realizadas a (25°C).

4.7 Ensaios com humanos
4.7.1 Selecao dos voluntarios

Foram selecionados 40 individuos voluntarios saudaveis, do sexo feminino e
masculino, com idade entre 40-50 anos. Nenhum dos voluntdrios apresentou qualquer
histéria de doenca gastrointestinal e ndo consumiu antibidtico ou repositor de microbiota
intestinal pelo menos 2 meses antes do inicio do estudo. Os voluntérios foram devidamente
instruidos quanto ao tipo de estudo, objetivos, conduta individual, medidas de seguranga e
consideragdes sobre riscos. Os individuos selecionados seriam excluidos da pesquisa ao
apresentarem algum efeito colateral indesejdvel; por resolu¢do propria em abandonar a
pesquisa ou se fizessem consumo de antibidticos ou repositores de microbiota intestinal
durante o periodo experimental. Este protocolo esteve de acordo com as recomendacdes da
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), com aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara/Unesp (Parecer n°

36/2005).

4.7.2 Protocolo experimental 11

O estudo realizado foi duplo cego, randomizado, controlado por placebo, com
duracdo total de 60 dias.

Os individuos foram aleatoriamente divididos em 2 grupos, cada um com 20
pessoas. Um grupo consumiu diariamente 100 mL de “iogurte” de soja (10° UFC de E.
faecium/mL de produto) (grupo F), enquanto o outro consumiu diariamente 100 mL de
produto nao fermentado (grupo P), ambos por um periodo de 4 semanas (Quadro 2).

Vale aqui ressaltar que a principio o grupo “placebo” (grupo P) seria composto por

individuos que consumiriam o “iogurte” de soja esterilizado, no entanto houve substituicao



pelo produto ndo fermentado. Essa substitui¢do foi realizada em virtude da coloracdo
apresentada pelo produto apds a esterilizagdo, diferente da coloracao do “iogurte” de soja.
Como os voluntdrios foram todos selecionados dentre os funciondrios da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (mesmo local de trabalho), a diferenca entre o aspecto dos produtos
poderia permitir uma comparacdo entre os voluntarios dos dois grupos de estudo, o que ndo
seria desejdvel para esse tipo de pesquisa. Além disso, foi verificado a partir dos resultados
obtidos com animais que o consumo do produto ndo fermentado apresenta efeitos positivos
na microbiota fecal como, por exemplo, o aumento da concentracdo de Lactobacillus sp e
reducdo de Clostridium sp.

Os produtos foram produzidos semanalmente e distribuidos a cada voluntdrio em
garrafas previamente esterilizadas e rotuladas contendo as informagdes sobre data de

producdo, validade e dose a ser ingerida.

Quadro 2. Protocolo experimental II.

Grupos Pré-ingestao Ingestao Pés-ingestao
(15 dias) (30 dias) (15 dias)
t=15 t=45 t=60
F Dieta habitual “logurte” de soja Dieta habitual
P Dieta habitual Produto ndo fermentado Dieta habitual

O tempo de experimentacdo (60 dias) também foi dividido em 3 periodos: P,
(periodo pré-ingestdo — 15 dias), P, (periodo de ingestdo — 30 dias) e P; (periodo pds-
ingestdo-15 dias). Os individuos no periodo pré-ingestdo (P;) consumiram apenas a sua
dieta habitual. No periodo de ingestdo (P,), os individuos além de sua dieta habitual
receberam 100mL/dia de produto fermentado (grupo F) ou do produto ndo fermentado
(grupo P) e, finalmente, no periodo pds-ingestdao (P3) os individuos voltaram a consumir
apenas a sua dieta habitual.

Ao final de cada periodo de experimentacdo os individuos coletaram suas fezes em
recipientes esterilizados que foram estocados em jarras de anaerobiose (Ling et al., 1994) a
—80°C até o momento das analises (Bouhnik et al., 1996).

As determinag¢des do pH fecal e contetido de amdnia foram realizadas de acordo

com os itens 4.6.8.3 e 4.6.8.4, respectivamente.




4.8 Determinacao das atividades das enzimas bacterianas fecais de ratos e humanos
4.8.1 Sistema API-ZYM

A atividade da [-galactosidase, B-glucosidase e P-glucuronidase nas fezes dos
animais e humanos foram determinadas com o auxilio do kit API-ZYM (Biomeriéux,
Franca) segundo Vlkova et al (2005). Amostras fecais (0,1g) foram suspensas em salina (10
mL) e centrifugadas por 10 min a 6988 g. O sedimento resultante foi dissolvido em 2 mL
de salina. Essa solu¢do foi inoculada (90 puL por cipula) na galeria de API-ZYM. As
atividades enzimdticas foram determinadas de acordo com as instru¢des do fabricante, por

meio de uma escala de 0 (reagc@o negativa) a 5 (atividade méxima).

4.8.2 Ensaio enzimatico: p-glucuronidase

Amostras fecais de ratos e humanos (100 mg/mL) foram suspensas em tampao
fosfato resfriado (5° C) 0,1 M (pH 7,0), homogeneizadas, filtradas e sonicadas (3 x 1 min) a
4°C (Unique). Posteriormente, foram centrifugadas a 500 g por 15 minutos. A fracdo
sobrenadante (extrato fecal) foi utilizada para as andlises enzimaticas.

A determinag¢do da atividade da [-glucuronidase foi baseada na metodologia
descrita por Goldin et al. (1980). A reagdo ocorreu a 37°C (pH 6,8) num volume total de 1
mL contendo uma concentracdo final de 0,02 M de tampao fosfato de potassio, 0,1 mM de
EDTA, 1 mM de fenolftaleina-p-D-glucuronideo (Sigma) e 0,2 mL de extrato fecal. A
reacao foi interrompida em intervalos de 5 minutos pela adicdo de 5 mL de tampao glicina
0,2 M (pH 10,4) contendo 0,2 M de NaCl. As leituras foram feitas em espectrofotdmetro
(Ultrospec 1100 pro, Amersham-Biosciences) no comprimento de onda de 540 nm. A
reacdo enzimatica foi linear durante 30 minutos e a quantidade de fenolftaleina liberada na

reacao foi determinada por comparac@o a uma curva padrao de fenolftaleina.



4.9 Caracterizacao de substiancias antimicrobianas produzidas pelo Enterococcus

Jaecium

Para a determinacdo da produgdo de substdncias antimicrobianas pelo E. faecium
CRL 183 foi utilizada a técnica “spot-on-the-lawn” (Lewus e Montville, 1991) com
modificacdes sugeridas por De Martinis, Santarosa e Freitas (2003).

A cultura estoque de E. faecium CRL 183 foi inoculada em caldo Soja Tripticase
(Acumedia) a 37°C por 24 horas. Dois microlitros das culturas foram depositados na
superficie de placas contendo Agar Soja Tripticase (Acumedia) adicionado de 0,6% de
extrato de levedura (Acumedia) (TSAYE), sendo essas placas incubadas anaerobiamente a
37°C por 24 horas. Em seguida, as placas receberam uma sobrecamada de 8 mL de caldo
BHI (infusdo cérebro-coracdo, Acumedia) semi-sélido contendo 10°-10° UFC/mL das
bactérias indicadoras. As placas foram incubadas novamente (37°C/24h) e, a inibi¢do foi
verificada pela presenca de halo sem crescimento ao redor da coldnia.

Os microrganismos indicadores foram obtidos a partir das fezes de ratos coletadas
no inicio do periodo experimental (Ty). Para tanto, amostras fecais foram semeadas (por
esgotamento) em meios de cultura para Enterococcus spp. (dgar KF Streptococcus,
Acumedia), Enterobactérias (dgar MacConkey, Acumedia), Clostridium spp. (dgar RCM,
Difco), Bacteroides spp. (4gar BBE, Acumedia) e Lactobacillus spp. (dgar MRS, Merck).
De cada grupo de bactérias foram selecionadas as coldnias com morfologias distintas.

A sensibilidade das substancias antagonisticas a proteases foi realizada utilizando-se
proteinase K (P 8044 Sigma-Aldrich) e protease tipo XIV de Streptomyces griseus (P 5147,
Sigma-Aldrich).

Foram isoladas, a partir das fezes dos animais, colonias com morfologias distintas
de cada grupo de bactérias (Enterococcus, Enterobactérias, Lactobacillus, Clostridium,

Bacteroides e Bifidobacterium) para serem utilizadas como microrganismos indicadores.
4.10 Determinacao da atividade de azorredutase e nitrorredutase em camundongos
4.10.1 Animais experimentais e dieta

Foram utilizados camundongos machos albinos da linhagem Balb/c, provenientes

do Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA, SM Tucumadn, Argentina), de 6



semanas de vida e com um peso corpéreo inicial de, aproximadamente, 30 gramas. Durante
o periodo experimental (21 dias) os animais foram mantidos em caixas de polipropileno,
sob fotoperiodo controlado (12 horas claro/12 horas escuro) e temperatura entre 23°C +
2°C. Os animais foram alimentados com ra¢do formulada e dgua ad libitum.

Os animais foram randomicamente divididos em 5 grupos, cada grupo contendo 9

camundongos, com exce¢ao do grupo basal.

4.10.2 Protocolo experimental I11

Grupo basal - animais que receberam somente ra¢ao padrao (n=3)

Grupo C - animais que receberam somente racdo a base de carne (n=9)

Grupo C + I - animais que receberam racdo a base de carne + dose de 3 ml/kg de
“logurte” de soja kg (10° UEC de E. faecium/mL do produto) (n=9)

Grupo C + EF - animais que receberam racdo a base de carne + dose de 3 mL/kg (10°
UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro (n=9)

Grupo C + P - animais que receberam racdo a base de carne + 3 ml/kg de peso

corporeo/dia de produto nao fermentado (n=9)

O periodo experimental foi de 21 dias. Os animais receberam durante os 14 dias de
estudo, além das racdes formuladas, os produtos em estudo (periodo de ingestdo). Na
terceira semana a administracdo dos produtos foi interrompida e os animais voltaram a
receber apenas racdo (periodo pos-ingestdo). Ao final de 7, 14 e 21 dias, 3 animais de cada
grupo eram mortos por deslocamento cervical para a retirada do ceco. O contetido cecal foi
retirado em cimara de anaerobiose e utilizado nas determinagdes enzimdticas. E importante
salientar que os animais do grupo basal foram mortos no inicio do experimento para a
determinacdo das atividades enzimadticas e os resultados obtidos foram utilizados como

valores de referéncia (valores pré-ingestao).



4.10.3 Obtencao dos produtos administrados aos animais e controle da viabilidade

celular

A obtencdo dos produtos administrados aos animais (“iogurte” de soja, suspensao
do cultivo puro de E. faecium CRL 183 e produto ndao fermentado) e o controle da
viabilidade celular do “iogurte” de soja e suspensdo E. faecium CRL 183 foram realizados

seguindo a mesma metodologia descrita nos protocolos experimentais I e II (item 4.4).

4.10.4 Administracao dos produtos aos animais

Antes do inicio do experimento, os animais foram submetidos a um periodo de
condicionamento para o sabor doce e, posteriormente, para o sabor doce e acido (solucao de
sacarose 8%, acidificada com é&cido latico até pH 4,5). A administracdo dos produtos foi
realizada por gavagem com o animal imobilizado.

Tanto os produtos quanto a suspensdo de células de E. faecium CRL 183 foram
administrados aos animais na dose de 3 mL/kg de peso corpdreo/dia, garantindo uma

concentracao de 10° UFC/dia de E. faecium, durante um periodo de 2 semanas.

4.10.5 Ensaio enzimatico: nitrorredutase e azorredutase

As determinacdes das atividades da azorredutase e nitrorredutase foram realizadas
em camara de anaerobiose (Forma Scientific Anaerobic System, modelo 1024) (Figura 4),
com uma atmosfera de 85% de N, e 15% de CO,. As fezes foram diluidas (100 mg/mL) em
tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,4) com 0,03% de cisteina, homogeneizadas e o
sobrenadante (extrato fecal) foi utilizado para os ensaios enzimaticos. A determinagdo da
atividade da nitrorredutase e azorredutase foi baseada em metodologia descrita por Wise et
al. (1982).

A reagdo de nitrorredutase ocorreu a 37°C num volume total de 0,5 mL com uma
concentracao final de 0,02 M de tampao fosfato de potassio (pH 7,4) contendo 0,85% de
NaCl, 0,5 mM de &cido nitrobenzdico e 0,2 mL de extrato fecal. A reacdo foi interrompida

pela adicao de acido tricloroacético a 10%. As leituras foram feitas em espectrofotometro



(Cecil 2021 2000 series) a 540 nm. A reacdo foi linear durante um periodo de 60 minutos.
A quantidade de acido p-aminobenzdico formado na amostra fecal foi determinada pelo
método de Bratton e Marshall (1939).

Para a determinacdo da atividade da azorredutase, ao extrato fecal (150 uL) foi
adicionado amaranto (Sigma) (concentracdo final de 1mM). A reacdo ocorreu a 37°C e foi
linear durante 60 minutos. Para interromper a reacdo, adicionou-se azida de s6dio 1mM.
Apés a centrifugacdo, a absorbancia do sobrenadante foi determinada a 520 nm. A
concentracdo de amaranto foi calculada usando um coeficiente de extingao molar de 27,32

mmol'.cm™.

Figura 4. Fotografia da cimara de anaerobiose (Forma Scientific Anaerobic System,

modelo 1024).

4.11 Determinacao da atividade da B-glucuronidase, nitrorredutase e azorredutase no

cultivo puro de E. faecium CRL 183

Para a determinacdo da atividade da B-glucuronidase, nitrorredutase e azorredutase
no E. faecium CRL 183, a cepa foi inoculada em caldo LAPTg (Saavedra et al., 2003)

numa concentragdo de 2% (v/v) e incubada a 37°C por 16 horas em camara de anaerobiose.



Ap6s esse periodo, o cultivo foi centrifugado (6708 g/15 min) e o sobrenadante
eliminado. Ressuspendeu-se o sedimento em tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7.,4)
contendo 0,03% de cisteina. Foi realizada uma nova centrifuga¢do (6708 g/15 min) e o
sobrenadante descartado. Ao sedimento formado foi adicionado novamente tampao fosfato
de potassio 0,1 M (pH 7,4) contendo 0,03% de cisteina até atingir uma concentragdao de
30% (p/v). Além disso, pérolas de vidro de 0,11 mm foram incorporadas para que as células
de E. faecium fossem rompidas (Minibeadbeater 8). Apds o rompimento celular, os tubos
foram novamente centrifugados e o sobrenadante (extrato livre de células) foi usado para os
ensaios enzimdticos. A atividade da B-glucuronidase foi realizada segundo metodologia
descrita por Rowland et al. (1983) e da nitrorredutase e azorredutase de acordo com Wise et

al. (1982).

4.12 Deteccao de fatores de viruléncia

O DNA gendmico do E. faecium CRL 183 foi isolado segundo metodologia descrita
por Pospiech e Neumann (1995). Essa cepa foi avaliada usando a técnica de PCR com
primers especificos para diferentes genes de viruléncia e de resisténcia a antibidtico. Os
primers usados foram: hyl nl e hyl n2; esp 12R e esp 14F; efaAfs e efaAfsr; efaAfm e
efaAfmR, cob e cobR; cpd e cpdR; gel 12 e gel 11; asa 12 e asa 11; ccf e ccfR; cytl e cyt
11b; vanAf e vanAr; vanBf e vanBr; vanClf e vanClr (Tabela 2) (Eaton e Gasson, 2001).
Os parametros para amplificacdo foram: ciclo inicial de desnaturacdo (94°C por 2 min);
anelamento (51°C por 2 min) e enlongamento (72°C por 2 min), seguido de 29 ciclos de
desnaturagdo (94°C por 30 s), anelamento (51°C por 15 s), enlongamento (72°C por 15 s) e
uma extensdo final a 72°C por 15 min. Os produtos finais da PCR foram separados
utilizando gel de eletroforese com 2% de agarose em tampao TAE (Tris-acetato 40mM,

EDTA 2mM, pH 8,0), corados com brometo de etideo e fotografados.



4.13 Analise estatistica dos resultados

Os valores médios obtidos foram analisados estatisticamente por andlise de
variancia (ANOVA) e por teste de médias de Tukey pelo programa SIGMASTAT. As

diferencas foram consideradas significativas para p< 0,05.



Tabela 2. Primers de viruléncia e de resisténcia a antibidtico testados em E. faecium CRL

183
Primers Funcao do produto na viruléncia
Hylnl/ Hyl n2 Hialuronidase; relacionado a doenca
invasiva (Rice et al., 2003)
Gel 12/Gel 11 Gelatinase; hidrolisa gelatina, coldgeno,

Asa 12/Asa 11

Esp I2R/Esp 14F

efaAfs/efaAfsr
efaAfm/efaAfmR

Cob/Cob R
Cpd/Cpd R
Ccf/Ccf R

Cyt 1/Cyt 11b

VanAf/VanAr
VanBf/VamBr
VanClf/VanClr

caseina, hemoglobina e outros compostos
bioatvos; aumenta a endocardite em modelo
animal (Eaton e Gasson, 2001).

Substancia de agregacdo; aumenta a adesdo
em células renais e cardiacas (Kreft et al.,
1992)

Proteina de superficie de enterococos;
localizada na superficie da parede celular e
cujas variagdes na estrutura podem contribuir
para a habilidade da bactéria em ndo ser
detectada pelo sistema imunolégico em um
hospedeiro e persistir nos sitios de infec¢do
(Eaton e Gasson, 2001).

Adesinas de parede celular; ajudam na
colonizac¢do no tecido hospedeiro (Eaton e
Gasson, 2001)

Feromdnios sexuais, quimiotdticos para
leucécitos humanos; facilitam a conjugacao
(Eaton e Gasson, 2001).

Citolisina; toxina hemolitica relacionada a
severidade de doencas causadas por
enterococos em humanos (Ike et al., 1987).
Confere  resisténcia ao  antibidtico

vancomicina (Franz et al., 2003).




5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estudo em modelo animal (ratos)

5.1.1 Viabilidade do Enterococcus faecium CRL 183 e do Lactobacillus helveticus ssp

Jjugurti 416 nos diversos lotes de produtos formulados

Os resultados de viabilidade dos microrganismos (cocos e bacilos) nos produtos em
estudo (“iogurte” de soja, “iogurte” de soja esterilizado e cultivo puro de E. faecium),

realizados durante 4 semanas, estdo apresentados na Tabela 3.

Observa-se que nos 4 lotes de processamento dos produtos foi obtido uma
populacdo média na ordem de 10° UFC/mL, tanto de cocos quanto de bacilos, nimero
adequado para que exercam efeitos probidticos (Vinderola e Reinheimer, 2000; Valsiljevic
e Shah, 2008). Cabe destacar que o produto em estudo foi fermentado com um inéculo
misto de Lactobacillus helveticus ssp jugurti (bacilos) e Enterococcus faecium (cocos),
embora somente este ultimo seja considerado probidtico. Por outro lado, o fato dos
produtos processados em lotes distintos ndo terem apresentado diferencas na ordem de
grandeza do nimero de células vidveis foi de grande interesse, pois garantiu uma ingestao

regular de cocos e bacilos durante todo o periodo experimental.

Tabela 3. Viabilidade dos microrganismos utilizados na fermentagdo dos produtos a base de

soja e nos cultivos puros de E. faecium em 4 lotes de processamento.

Semana "logurte" de soja "logurte" de soja esterilizado Cultivo puro
Lotes L. helveticus ssp E. faecium™ L. helveticus ssp  E. faecium™ E. faecium**

jugurti*(UFC/g) (UFC/g) jugurti*(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)

1 1,1x10° 1,3x10° - - 1,7 x10°

2 1,2x10° 1,6 x 10° - - 3,0x10°

3 1,4 x 10° 1,5x 10° - - 43x10°

4 1,0x10° 1,1x10° - - 2,5 x 10°

(-) auséncia de coldnias
*Agar MRS (Acumedia, EUA)
**Agar M17 (Acumedia, EUA)



5.1.2 Consumo de racao

Na figura 5 estdo apresentados os valores do consumo médio de ragdo durante todo

o periodo experimental (90 dias).
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Figura 5. Consumo médio de ragdo (g/dia) dos diferentes grupos de estudo.

Colunas com letras mintsculas iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto + ragdo a base de carne )

n=10

Pode-se perceber pela Figura 5 que ndo houve diferenca estatistica com relagdo ao
consumo médio de ra¢do durante o periodo de estudo. Durante as 12 semanas do periodo
experimental os animais consumiram, em média, 15 g de racdo por dia. Em vista destes
resultados, pode-se dizer que a ingestdo dos diferentes produtos (produto ndo fermentado,
suspensdo de cultivo puro de E. faecium, “iogurte” de soja esterilizado e “iogurte” de soja)

nao interferiu no consumo médio de racdo dos animais em experimentacao.



Detalhando um pouco mais a questdo do consumo médio de racdes, € apresentada a
Tabela 4 onde os resultados encontram-se divididos em 2 periodos: A- periodo no qual os
animais consumiram apenas as ragdes formuladas; B- periodo no qual os animais
consumiram a ra¢do e os produtos em estudo. Tal divisdao em periodos foi feita com a
finalidade de verificar se a administracao dos produtos em estudo levava a uma alteracdo do
consumo de racdo. Nota-se que tanto no periodo A (periodo no qual os animais
consumiram apenas a ra¢do) quanto no periodo B (periodo no qual os animais consumiram
racdo e os produtos em estudo), ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos de
estudo, comprovando, desta forma, que a ingestdo dos diferentes produtos ndo alterou o
consumo de racdo. No entanto, se compararmos o periodo A com o periodo B, pode-se
perceber que houve uma diminui¢do do consumo no segundo periodo (B) para todos os
grupos experimentais. Essa reducdo no consumo de racdo pode ser conseqiiéncia do

aumento da idade dos animais.

Tabela 4. Consumo médio de racdo (g/dia).

Consumo médio de racéo (g)

Grupos
A B
I 16,9 +2,1°* 14,0+ 1,9
I 18,1 + 4,5 15,7 + 4,1%*
i 18,0 + 3,8"* 13,6 + 4,5
W 18,5+ 2,7°* 15,8 + 3,5%
' 18,9 + 3,3 15,0 + 3,5
VI 18,8 + 3,7 13,5+ 4,5

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

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

A: periodo no qual os animais consumiram apenas a ragao

B: periodo no qual os animais consumiram racio e os produtos em estudo

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragdo a base de carne

n=10



5.1.3 Ganho de peso corporeo

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores de peso corpéreo médio dos animais no

inicio e no final do periodo experimental.

Tabela 5. Peso corpéreo médio(g) dos animais dos diferentes grupos de estudo.

Grupos Peso inicial Peso final
I 243 + 20° 345 + 42°

I 254 + 16" 314 + 328

n 253 + 19" 296 + 37"

Iv 250 + 11# 318+ 13"
v 255+ 11# 326 + 278

Vi 250 + 14" 292 + 33"

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + racdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragio a base de carne

n=10

Pelos resultados apresentados na Tabela 5 pode-se perceber que os animais dos
diferentes grupos experimentais nao diferiram entre si quanto ao peso corpéreo inicial, fato
que nao foi verificado para o peso corpdreo final, uma vez que os animais pertencentes aos
grupos Il e VI, apesar de ndo diferirem significativamente entre si, apresentaram-se com

peso inferior (p<0,05) se comparados com os animais do grupo L.

Na Tabela 6 sao apresentados os ganhos médios de peso corporeo relativo aos
animais dos diferentes grupos, ao final do periodo experimental. Esses mesmos resultados
podem ser melhor visualizados na Figura 6. Verifica-se que os animais do grupo I
apresentaram um ganho médio de peso corporal maior se comparado com 0s animais que
receberam ra¢do formulada a base de carne vermelha (grupos II, III, IV e VI), o que pode
ser atribuido a diferenca na composicao das ragdes formuladas fornecidas aos animais. No

entanto, ndo houve diferenga entre os animais dos grupos I e V quanto ao ganho médio de



peso corpéreo. Os animais do grupo I receberam racdo padrdo, cuja fonte protéica foi a
caseifna. Esse tipo de racdo é recomendado pela AIN-93 para ratos em manuten¢do. J4 a
racdo administrada aos animais dos grupos II, III, IV, V e VI também foi formulada
baseada nas indicacdes da AIN-93 para ratos em manuten¢do, no entanto a caseina foi
substituida pela farinha de carne em quantidade suficiente para se atingir um nivel protéico
de 14%. Vale destacar que a carne usada para a produgdo dessa ra¢do foi uma carne magra
(patinho), portanto com um conteido de lipideos menor. Desta forma, a racao formulada a
base de carne bovina embora apresentasse o mesmo teor protéico que a ragdo padrio
(14%), possuia diferenca no tipo de proteina, tipo de lipideos (origem animal) e quantidade
de lipideos (uma vez que ndo quisemos acrescentar Oleo vegetal para adequarmos a

quantidade recomendada pela AIN-93).

Em virtude disso, acredita-se que a diferenca no ganho de peso corporal do grupo I
comparado com os demais grupos possa ser em funcdo do tipo de proteina e da
qualidade/quantidade de lipideos. No entanto, Brandsch et al. (2006), com o objetivo de
verificar o efeito de diferentes proteinas da dieta sobre os lipideos plasmdticos e hepaticos,
observaram que ratos alimentados com uma dieta a base de proteinas da carne e com uma
dieta a base de caseina ndo diferiram entre si quanto ao consumo médio didrio de racdo e

quanto ao ganho de peso corpdreo durante 21 dias de experimentacao.

Com relagdo aos animais que receberam ragdo a base de carne (grupos I, III, IV, V
e VI), embora nao tenha havido diferenca estatistica entre eles quanto ao ganho médio de
peso corporal, em termos de valores médios absolutos, aqueles que consumiram o cultivo
puro de E. faecium (grupo III) e os que consumiram “iogurte” de soja fermentado com E.
faecium e L. helveticus ssp jugurti (grupo VI) foram os que apresentaram as menores
médias para ganho de peso corporal. Essa tendéncia de reducao do ganho de peso corpéreo

pode ser atribuida a presenga do microrganismo probidtico E. faecium.



Tabela 6. Ganhos médios de peso corporal (g) dos diferentes grupos experimentais.

Grupos Ganho de peso corporal (g)
I 103 +41°
! 72+ 182
[} 50 + 132
v 68 + 182
Y 74 £19%
Vi 49 + 128

Valores com letras mindsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdo a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

n=10

160 - b
140 4 T
120 -
100 -
80 -

——

40 | L

20 ~

Ganho de peso corporal ()

Grupos

Figura 6. Ganhos médios de peso corporal (g) dos diferentes grupos de estudo.

Colunas com letras mintsculas iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

n=10



Um estudo realizado com o objetivo de se verificar o efeito da ingestdo de “iogurte”
de soja fermentado com E. faecium e L. helveticus ssp jugurti sobre o metabolismo lipidico
de ratos normo e hipercolesterolémicos mostrou que o consumo do produto fermentado por
ratos provocou uma redugdo dos niveis de colesterol total, uma diminui¢do na concentra¢ao
circulante de triglicerideos € um aumento na concentracdo de HDL-c, além da diminui¢ao
no peso relativo e absoluto dos tecidos adiposos brancos, aumento no peso do tecido
adiposo marrom, diminui¢do na evolucdo do peso corporal, diminui¢ido na area e didmetro
dos adipdcitos, aumento na taxa lipolitica, diminuicao na porcentagem de gordura e na taxa
de sintese lipidica. Todos esses efeitos foram observados nos animais que receberam dose
de Iml/rato/dia do produto fermentado de soja, sedentdrios normo ou

hipercolesterolémicos, durante um periodo de 8 semanas (Manzoni et al., 2005).

5.1.4 Influéncia dos produtos em estudo sobre o pH e a concentracao de aménia fecais

Alguns pesquisadores t€ém sugerido que um elevado pH intestinal pode estar
relacionado ao aumento do risco de cancer de célon, por meio do aumento no nimero de
bactérias putrefativas e de substancias carcinogénicas (Modler et al., 1990; Benno e

Mitsuoka, 1992).

Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados do pH fecal dos animais pertencentes
aos diferentes grupos experimentais em 3 pontos distintos do estudo: t=0 (inicio do
experimento); t=30 (30 dias consumindo as ragdes formuladas) e t=60 (30 dias
consumindo, além das ra¢des formuladas, os produtos em estudo). O pH das fezes foi

verificado no final de cada periodo.



Tabela 7. Valores de pH fecal em diferentes tempos de estudo.

Grupos pH fecal
t=0 t=30 t=60

I 6,52 + 0,02% 7,28 £ 0,03 7,13 £0,02°
] 6,71 + 0,02%5C 7,45 + 0,03 7,93 + 0,03
n 6,82 + 0,03%P 7,83 +0,02°° 8,43 + 0,03
v 6,93 + 0,03%° 7,80 + 0,02°° 7,51 +0,04%®
v 6,60 + 0,10*® 7,55 + 0,02°° 7,68 + 0,03°°
Vi 6,74 + 0,04%° 7,82 + 0,03°° 8,03 + 0,03

Valores com letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Valores com letras maitisculas iguais na mesma coluna nio diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racéio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragdo a base de carne

n=10

A partir dos resultados apresentados na tabela 7, pode-se perceber que, de uma
maneira geral, houve um aumento do pH fecal no decorrer de 60 dias de estudo para todos
0s grupos experimentais, com excec¢ao dos grupos I e IV que apresentaram um aumento no

tempo t=30 e uma pequena queda no tempo t=60.

Verifica-se, também, na tabela 7 uma diferenca estatistica no pH fecal inicial entre
os diferentes grupos experimentais no t=0. Os animais dos grupos I, Il e VI ndo diferiram
estatisticamente entre si. J4, os grupos [ e V apresentaram pH fecal inicial estatisticamente
menor se comparado com os demais grupos. Para o t=30, pode-se perceber que os grupos
I, IV e VI apresentaram pH fecal maior (p<0,05) se comparado com os grupos I, Il e V.

Esse comportamento foi semelhante ao encontrado no t=60 para os grupos Il e VIL.

Na Tabela 8 e na Figura 7 estdo apresentadas as variagdes de pH fecal aos 60 dias
de experimentagdo, isto €, as diferencas entre o tempo inicial (t=0) e o tempo 60 dias (t=60)
que corresponde ao ultimo dia de administracdo dos produtos. Os valores indicam que os
animais dos grupos I e IV foram os que apresentaram um menor aumento no pH fecal. No
entanto, os animais pertencentes aos grupos II (animais que consumiram o produto nao

fermentado), III (animais que consumiram cultivo puro de E. faecium) e VI (animais que



consumiram “iogurte” de soja fermentado com E. faecium) foram os que apresentaram um
maior aumento do pH. Esses resultados sugerem que, embora o E. faecium seja uma
bactéria 4cido-latica, o consumo desse microrganismo contribuiu para a ocorréncia de uma
alcalinizacdo das fezes, ao contrario do que se esperava. Por outro lado, fica evidente que

também a ingestao dos produtos contendo soja (II, V e VI) provocou um aumento do pH.

Tabela 8. Variacdes do pH aos 60 dias de estudo nas fezes dos animais pertencentes aos

diferentes grupos.

Grupos Aumento de pH fecal
I 0,61+ 0,03"
I 1,22 + 0,025¢
n 1,61 + 0,00°
W 0,58 + 0,06"
v 1,08+ 0,138
VI 1,29 + 0,06°

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

n=10

Alguns autores ja verificaram que nem sempre a administracdo de BALs determina

um abaixamento do pH fecal.

Bouhnik et al. (1996) em estudo realizado com humanos avaliaram os efeitos de
uma ingestao prolongada de leite fermentado com Bifidobacterium sp com ou sem adi¢do
de inulina. Os resultados mostraram que nao houve variacao no pH fecal no decorrer dos 3
periodos experimentais (periodo anterior a ingestio do leite fermentado com
Bifidobacterium sp; periodo de ingestao do leite fermentado com Bifidobacterium sp e
periodo pds-ingestdo do leite fermentado com Bifidobacterium sp). De acordo com os

autores, o pH fecal pode ndo ser um bom indicador da acidificac@o intestinal.
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Figura 7. Variagao do pH nos 60 dias de estudo, em relacdo ao periodo inicial, nas fezes

dos animais pertencentes aos diferentes grupos.

Colunas com letras mintsculas iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)

Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 mlL/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racéio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + racdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto )+ ragdo a base de carne

n=10

Nessa mesma linha de pensamento, Toit et al. (1998) verificaram em animais
alimentados com uma dieta rica em gordura, que a administracdo de uma mistura de
microrganismos probidticos (L. johnsonni e L. reuteri) ndo apresentou efeito sobre os

valores de pH fecal.

Por outro lado, Benno e Mitsuoka (1992) verificaram que individuos que
consumiram B. longum durante 5 semanas apresentaram uma reducido do pH fecal a partir
da terceira semana de consumo. A normalizacdo do pH fecal foi observada apds o término

do consumo do probidtico.

Em nosso estudo fica claro que o E. faecium (microrganismo probidtico) nao foi

capaz de reduzir o pH fecal como era esperado. Provavelmente esse microrganismo



metaboliza a proteina da carne produzindo metabdlitos alcalinos como, por exemplo, a
amoOnia. Visando checar tal hipétese, o teor de amonia foi determinado nas fezes dos

animais em estudo, ao longo de 60 dias de experimentacao.

Na tabela 9 sdo apresentados os resultados do contetido de amoénia fecal dos animais
pertencentes aos diferentes grupos experimentais em 3 pontos distintos do estudo: t=0
(inicio do experimento); t=30 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas) e t=60 (30 dias
consumindo, além das ra¢des formuladas, os produtos em estudo). O conteido de amoOnia

das fezes foi verificado no final de cada periodo.

Tabela 9. Teor médio de amdnia fecal dos diferentes grupos de estudo ao longo de 60 dias

de experimentacgao.

Grupos Conteudo de amoénia (ppm)
t=0 t=30 t=60

I 105,33 + 1,53 76,73 + 0,31 150,43 + 0,51
I 95,47 + 0,50% 100,50 + 0,50°° 209,83 + 0,76°°
n 85,47 + 0,50%° 141,83 + 0,76 260,90 + 0,85°
1\ 62,23 + 0,25% 175,93 + 0,90 172,87 + 0,818
v 74,47 + 0,45%° 145,93 + 0,90°° 185,83 + 0,76
VI 56,60 + 0,40 210,87 + 0,81 236,90 + 0,85

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

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragdo a base de carne )

t=0 (inicio do experimento); t=30 (30 dias consumindo as ragdes formuladas) e t=60 (30 dias consumindo,
além das ragdes formuladas, os produtos em estudo)

n=10

A partir dos resultados apresentados na tabela 9, pdde-se perceber que, de uma
maneira geral, houve um aumento do contetido de amdnia fecal no decorrer de 60 dias de
estudo para todos os grupos experimentais. Todavia, se compararmos o conteido de amonia
ap6s 60 dias de experimentacdo,verifica-se que os animais que consumiram o cultivo puro
de E. faecium (IlI) e o “iogurte” de soja fermentado com E. faecium (VI) apresentaram o

maior conteido de amonia fecal em relacdo aos demais grupos, explicando, assim,os



maiores valores de pH nas fezes desses animais. Tais observacdes podem ser melhor
visualizadas pelos resultados expressos na Tabela 10 e na Figura 8, onde sdo apresentados

os aumento da concentracdo de amonia fecal aos 60 dias de periodo experimental.

Alguns pesquisadores tém sugerido que um elevado pH intestinal pode estar
relacionado com o aumento do risco de cancer de célon, ao contrario da acidificacdo
poderia contribuir para prevenir a formagdo de carcindgenos. Além disso, a reducdo do pH
intestinal esta relacionada a prevengdo do crescimento de bactérias putrefativas (Modler et
al., 1990). Pelos nossos resultados, € possivel afirmar que o consumo de E. faecium nao
contribuiu para acidificagdo do pH fecal, portanto, a prevencdo da formagdo de
carcindgenos e do crescimento de bactérias putrefativas pode ter ficado comprometida.
Nesse sentido, é provavel que outros fatores sejam mais determinantes na modulacdo
desses efeitos mencionados, uma vez que, Sivieri et al. (2008) observaram uma menor
incidéncia de tumores em animais que consumiram o cultivo puro de E. faecium CRL 183.
Por outro lado, o produto de soja fermentado com E. faecium CRL 183 ndo inibiu o
desenvolvimento de focos de criptas aberrantes (biomarcadores de oncogenes do célon),
indicando nao ter sido capaz de suprimir a expansao clonal das células iniciadas por DMH
(dimetilhidrazina) na mucosa intestinal (Silva, Sivieri e Rossi, 2007) (dados nio

publicados).

Tabela 10. Ganho de amdnia fecal (ppm) durante 60 dias de estudo.

Grupos Ganho de aménia fecal (ppm)
I 45,10 + 1,15"
I 114,36 + 1,52°
n 175,43 + 0,38°

\ 110,63 + 1,4°
vV 111,37 + 1,035
VI 180,30 + 1,25°

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

n=10
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Figura 8. Aumento da concentracdo de amonia fecal aos 60 dias de periodo experimental.

Colunas com letras mintsculas iguais ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragdo a base de carne

n=10

O estudo de Kim et al. (1998) revela que o ambiente dcido no intestino poderia
reduzir a taxa de producdo de amdnia pelas bactérias intestinais, bem como a concentragao

de amonia intestinal.

Embora apenas com 3 pontos, foi possivel constatar uma alta correlagdo (r > 0,82)
entre o pH fecal e o conteido de amodnia fecal para os grupos que receberam ragdao
formulada a base de carne vermelha (grupos II, III, IV, V e VI). Tal correlagao nao foi
observada nos animais do grupo I (r = -0,059), ou seja, mesmo havendo um aumento do
conteddo de amodnia fecal, o pH fecal ndo sofreu grandes variagdes. Esses resultados
permitem afirmar que a presenca da carne, como fonte protéica, determina um

comportamento distinto em relagdo a caseina (grupo I). Isso nos permite imaginar que se as



dietas de todos os grupos fossem a base de caseina, os efeitos observados pelos produtos

em estudo poderiam ser totalmente diferentes dos observados.

Nas Figuras 9, 10, 11, 12, 13 e 14 est@o apresentadas as correlacdes entre o pH fecal
e o conteido de amonia fecal, nos tempos 0, 30 e 60 dias, para os diferentes grupos

experimentais.
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Figura 9. Correlagdo entre o pH fecal e o contetido de amonia fecal dos animais do grupo |
(coeficiente de correlagdo r=-0,059).

Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1)
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Figura 10. Correlagao entre o pH fecal e o contetido de amdnia fecal dos animais do grupo
II (coeficiente de correlacdo r=0,821).

Grupo II: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de produto ndo fermentado + ragdo a base de
carne
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Figura 11. Correlagao entre o pH fecal e o contetido de amdnia fecal dos animais do grupo
III (coeficiente de correlagdo r= 0,937).

Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne
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Figura 12. Correlagdo entre o pH fecal e o contetido de amdnia fecal dos animais do grupo
IV (coeficiente de correlagdo r= 0,939).

Grupo IV: animais que receberam somente ragio cuja fonte protéica era a carne bovina (controle 2)
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Figura 13. Correlagdo entre o pH fecal e o contetido de amdnia fecal dos animais do grupo
V (coeficiente de correlacdo r= 0,970).

Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpdreo/dia de “iogurte” de soja esterilizado + ragdo a
base de carne
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Figura 14. Correlagao entre o pH fecal e o contetido de amdnia fecal dos animais do grupo
VI (coeficiente de correlagdo r= 1,000).

Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E.

faecium /mL de produto) + rag¢do a base de carne

5.1.5 Resisténcia gastrintestinal e capacidade de adesao do Enterococcus faecium CRL

183 ao célon

Como ja mencionado anteriormente, a principio foi planejado fazer a identificacao
do género Enterococcus e de suas espécies apenas nas fezes dos animais. Entretanto, tal
identificacdo nos permitiria fazer consideracdes somente quanto a capacidade, ou nao,
desse microrganismo sobreviver as condi¢cdes gastrintestinais. Assim, optamos por fazer,
primeiramente, a enumeracdo e identificacdo de Enterococcus no proprio cllon extraido
dos animais, a fim de que pudéssemos verificar também a capacidade de adesdo dessa
bactéria latica veiculada pelos produtos em estudo. Também, como ja explicado, o
sacrificio dos animais foi realizado em momentos distintos, procurando visualizar o
decaimento do numero de Enterococcus aderidos ao cOlon apds a interrupcdo da
administracdo dos produtos que os continham, além de verificar possiveis alteracdes
qualitativas e quantitativas na microbiota intestinal em decorréncia da presenca desse

microrganismo.



Portanto, para enumerar Enterococcus sp no colon, os animais foram sacrificados
em 3 etapas. A primeira etapa (n=4) foi realizada no t=60 dias, que correspondeu ao ultimo
dia de administracdo dos produtos aos grupos II, IIIl, V e VI Vale salientar que a
administracao dos produtos aos animais foi feita durante 30 dias. Na segunda etapa (n=3) o
sacrificio ocorreu no t=75 dias, que correspondeu a 15 dias apds o término da
administracdo dos produtos aos animais. Na terceira etapa mais 3 animais foram
sacrificados no t=90 dias, que correspondeu a 30 dias apds o término da administragdo dos

produtos aos animais.

Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados da populacdo de Enterococcus spp.
(UFC/g) presentes no cOlon dos diferentes grupos experimentais € em 3 tempos distintos:

t=60, t=75 e t=90 dias.

Tabela 11. Populagao média de Enterococcus spp. no célon dos animais.

Grupos Populacao de Enterococcus sp (UFC/g)
t=60 t=75 t=90
I 2,4x10* 8,9 x 10* 1,5x10°
I 1,2x 10° 9,7 x 10* 8,4x10°
n 8,4x10° 5,0 x 10* 5,4 x 10*
1\ 3,3x 10* 7,6 x 10 8,3x 10*
v 5,9 x 10* 8,1 x 10* 1,8 x 10*
Vi 1,9 x 10° 4,5x10° 4,0 x 10°

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdo a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

t=60 (30 dias consumindo, além das rag¢des formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias
consumindo apenas as racdes formuladas; n=3); t=90 (30 dias consumindo as racdes formuladas; n=3)

Meédia referente a triplicata de cada determinagdo



Os resultados apresentados mostram que no t=60 dias, os animais pertencentes aos
grupos I, IV e V apresentaram uma populacdo na ordem de 10* UFC/g, enquanto os
animais pertencentes aos grupos II, III e VI apresentaram uma populacdo maior de

Enterococcus sp, na ordem de 10° UFC/g.

As maiores populacdes de Enterococcus spp. obtidas no c6lon dos animais dos
grupos Il e VI provavelmente estio relacionadas ao consumo da suspensao de cultivo puro
de E. faecium pelos animais do grupo Il e do “iogurte” de soja fermentado com E. faecium
pelos animais do grupo VI. Todavia, os animais que receberam o produto ndao fermentado

(grupo II) também apresentaram populacio de Enferococcus spp. na ordem de 10° UFC/g.

Ap6s 15 dias do término da administracdo dos produtos em estudo (t=75), pode-se
perceber que os animais dos grupos I, IV e V mantiveram a populacdo de Enterococcus
spp. na ordem de 10* UFC/g. J4 os animais dos grupos II e III apresentaram uma
diminui¢@o na populacdo de Enterococcus sp, fato ndo observado para os animais do grupo
VI, os quais mantiveram a ppulacdo na ordem 10° UFC/g mesmo apés duas semanas sem

consumirem o “iogurte” de soja.

Ap6s 30 dias do término da administracdo dos produtos (t=90 dias), os animais dos
grupos IV e V mantiveram a populacdo na ordem de 10* UFC/g, o que nao ocorreu nos
animais pertencentes ao grupo 1. O grupo I apresentou um aumento de 1 ciclo logaritmico,
em virtude de um aumento no nimero de E. faecalis (Tabela 11). Os animais dos grupos III
e VI mantiveram a mesma populacdo verificada no t=75 dias. J4 os animais do grupo II
apresentaram reducdo na populacdo de Enterococcus spp., passando de 10* UFC/g para 10°

UFC/g.

Vale aqui destacar que em termos de manutencdo de Enterococcus sp no célon, o
consumo de “iogurte” de soja foi mais eficaz se comparado com o consumo da suspensao
do cultivo puro de E. faecium, embora ambos os produtos possuissem a mesma populagcao

de células vidveis (10° UFC/mL).

Ha vdrios estudos que comprovam os efeitos benéficos do consumo de bactérias lacticas

em humanos (Ribic et al; 2005; LeBlanc & Perdigén, 2004; Ling, 1995), mas para tanto €



necessario que essas bactérias permanecam vidveis no trato gastrintestinal e colonizem o
intestino (Mater et al., 2005). Embora sabendo da existéncia de diferencas entre os
vertebrados, os ratos sdao modelos muito utilizados para verificar os efeitos probidticos dos

microrganismos (Montesi et al; 2005; Ribic et al; 2005; LeBlanc & Perdigén, 2004).

Visando um melhor entendimento do comportamento observado, foi feita a
identificacdo das espécies de Enterococcus encontradas no c6lon dos animais dos distintos
grupos de estudo. Para tanto, todas as colonias com morfologias distintas confirmadas
como sendo do género Enterococcus foram submetidas a testes bioquimicos com a galeria

do API 20-Strep (Figura 15).
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Figura 15. Fotografia da galeria API 20-Strep (Biomeriéux, Franca) utilizada no processo

de identificac@o de espécies do Enterococcus sp.

Na Tabela 12 estdo apresentadas as espécies de Enterococcus identificadas através
do sistema API 20 Strep. Pode-se notar que no t=60 dias a espécie E. faecium foi
encontrada nos célons dos animais dos grupos I, II, Il e VI. Todavia, os animais dos
grupos | e Il apresentaram uma menor populacio de E. faecium (na ordem de 10 UFC/g)
se comparado com a populacio obtida nos animais dos grupos IIl e VI que foi da ordem de
10° UFC/g. Acredita-se que o E. faecium, embora em menor concentracao, ji fazia parte da
microbiota dos animais dos grupos I e II, mas com o decorrer do tempo a microbiota se
modificou e o E. faecium desapareceu (75 e 90 dias de experimentacdo). Uma possivel
explicacdo para esse fendmeno pode estar relacionada a idade dos animais. Existem estudos
que apontam para uma mudanca na microbiota intestinal ao longo do tempo (Saunier e
Dore, 2002; Hopkins, 2002). No t=60 dias, 100% das espécies do género Enterococcus spp.

presentes no célon dos animais dos grupos Il e VI eram de E. faecium, o que niao ocorreu



nos animais dos grupos I e I, uma vez que foram encontradas as espécies E. faecalis (grupo
I) e E. avium (grupo II). Este resultado € bem interessante, pois sugere que o E. faecium
pode sobreviver as condicdes do trato gastrintestinal e possivelmente, colonizar o intestino
dos ratos que receberam tanto a suspensdo de células quanto o “iogurte” de soja. Além
disso, pode-se verificar que os animais dos grupos IV e V ndo apresentaram E. faecium no
coOlon, sendo 100% das espécies do género Enterococcus representadas pelo E. faecalis, o
que era esperado de certa forma. Comparando-se os grupos IV e V, verificou-se que ambos
apresentaram uma populacio de E. faecalis na ordem de 10* UFC/g, portanto o consumo do
“logurte” de soja esterilizado ndo contribuiu para mudar esse perfil. Bejuk et al. (2000)
analisaram 153 cepas de Enterococcus isoladas das fezes de humanos e constataram que

90% eram da espécie E. faecalis.

Tabela 12. Populacgao das colonias (UFC/g) isoladas do célon dos animais nos diferentes

tempos do periodo experimental.

Grupos t=60 t=75 t=90
I E. faecium 1,2 x 10 E. avium 1,8x10° E. avium 1,7x10°
E. faecalis 2,4 x 10* E. faecalis 9,0 x 10* E. faecalis 1,5x10°

E. faecium 8,8 x 10°
E. avium 1,1x10° E. avium 9,6 x 10* E. avium 8,4x10°

E. faecium 8,2 x10° E. faecium 5,0 x 10* E. faecium 2,6 x 10°
E. faecalis 5,3 x 10"

v E. faecalis 3,3 x 10* E. faecalis 8,0 x 10* E. faecalis 8,5x 10*
v E. faecalis 5,9 x 10* E. avium 82x10* E. avium 1,8x10*
VI E. faecium  1,9x10° E. faecium 4,4 x 10° E. faecium 4,0 x 10°

Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racéio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragio a base de carne

t=60 (30 dias consumindo, além das rag¢des formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias
consumindo apenas as ra¢des formuladas; n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)



Os resultados microbioldgicos, confirmados bioquimicamente (API 20-Strep),
demonstraram que 0s animais que consumiram apenas racdo a base de carne vermelha
(grupo IV) ndo apresentaram E. faecium no célon. Ja os animais que consumiram o cultivo
puro e o “iogurte” de soja apresentaram uma elevada populacdo desse microrganismo.
Como no grupo IV (controle 2) ndo foi encontrado E. faecium, pode-se dizer que a presenca
dessa espécie no célon dos animais do grupo III e VI foi decorrente da administracdo do
produto fermentado e do cultivo puro. No entanto, vale ressaltar que os animais dos grupos

I e II, embora em menor quantidade, também apresentaram E. faecium.

De acordo com Jin et al (2000), o E. faecium ocupa sitios de ligagdo na mucosa
intestinal, os quais permitem a sua aderéncia. Estes pesquisadores também observaram que
o E. faecium se adere muito bem na mucosa intestinal de porcos evitando a aderéncia de

Escherichia coli.

No t=75 dias (15 dias ap6s o término da administracdo dos produtos) foi verificado
que para os animais do grupo I, a espécie E. faecium foi substituida pela espécie E. avium,
enquanto a E. faecalis se manteve. No grupo II, ndo foi verificada a presenca de E. faecium,
apenas a de E. avium. Nos grupos IIl e VI, 100% da populagdo de Enterococcus spp.
continuou sendo de E. faecium, no entanto para o grupo III essa populacdo sofreu uma
diminui¢do. Nos animais do grupo IV a espécie encontrada continuou sendo a de E.
faecalis. Ja no grupo V, embora tenha havido uma manutencido da populacdo, houve uma

mudanca de E. faecalis para E. avium.

Analisando-se o t=90 dias (30 dias ap6s o término da administracdo dos produtos),
pode-se perceber que ndo houve alteracdo no tipo de espécies encontradas no célon, no
entanto, no grupo I houve um aumento no nimero de E. faecalis (de 10* UFC/g para 10°
UFC/g) e, no grupo II uma reducdo de E. avium (de 10* UFC/g para 10° UFC/g). Para os
animais dos grupos IV e V ndo foi observada mudanga na qualidade e quantidade de
microrganismos se comparado com o periodo anterior (t=75). Para os animais do grupo III
foi verificada uma reducdo do ndmero de E. faecium e o aparecimento da espécie E.
faecalis em populag@o superior a apresentada para o E. faecium. J4 no grupo VI, mesmo
apo6s 30 dias do término da administracdo do “iogurte” de soja, a populacdo de E. faecium

se manteve na ordem de 10 UFC/g.



De uma maneira geral, os animais que receberam E. faecium, por meio de uma
suspensdo do cultivo puro (grupo III) ou por meio do “iogurte” de soja (grupo VI),
apresentaram uma maior populagcdo desse microrganismo no c6lon (t=60 dias). Todavia, o

decaimento apds 30 dias ocorreu somente no grupo que recebeu o cultivo puro (grupo III).

Na Tabela 13 estao apresentados os resultados da populagdo de Enterococcus spp.
(UFC/g) presentes nas fezes dos animais dos diferentes grupos experimentais € em 5

tempos distintos: t=0, t=30, t=60, t=75 e t=90 dias.

Tabela 13. Populacdao média de Enterococcus spp. nas fezes dos animais.

Grupos t=0 t=30 t=60 t=75 t=90
I 1,5 x 10° 4,3x10° 1,1 x 10° 3,8x10° 5,9 x 10
I 1,2x 10° 1,9 x 107 1,8 x 10’ 1,3x 10° 1,1 x 10’
n 9,2x 10° 2,0x 10’ 2,2x10° 1,3x 10° 1,4 x 10’
\ 2,4x10° 3,0x 10’ 1,1 x 10’ 2,7x10° 3,5x 10’
v 1,7 x 10° 1,1 x 10’ 1,7 x 10’ 7,9x 10° 8,8 x 10°
VI 1,4 x 10° 8,0 x 10’ 1,0 x 10° 1,4 x10° 2,1x10°

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

Pode-se verificar pelos resultados apresentados na tabela 13 que no inicio do

periodo experimental (t=0) todos os grupos tiveram uma populagdo na ordem de 10° UFC/g

de Enterococcus spp., com excecao do grupo III que apresentou uma populagdo na ordem

de 10° UFC/g.

Ap6s 30 dias de consumo de racdo formulada (t=30), verifica-se que os animais
pertencentes aos grupos que consumiram ragdo a base de carne bovina (IL, III, IV, V e VI)
apresentaram populacdo de Enterococcus spp. na ordem de 10’ UFC/g, portanto um

aumento de 1 ciclo logaritmico. No entanto, os animais que receberam ragao formulada a



base de caseina apresentaram uma reducdo na populagdo desse gé€nero bacteriano. Esses
resultados sugerem que o consumo da racdo a base de carne bovina pode ter estimulado o

crescimento do género Enterococcus.

No t=60 dias (30 dias consumindo, além das racdes formuladas, os produtos em
estudo), os animais pertencentes aos grupos que consumiram a suspensio de cultivo puro
de E. faecium (grupo III) e o “iogurte” de soja fermentado com E. faecium (grupo VI)
foram os que apresentaram maior populacdo de Enterococcus spp, na ordem de 10® UFC/ g.
As maiores populagdes obtidas nas fezes desses animais pode estar relacionada a
administracdo de produtos contendo microrganismo do género Enterococcus (E. faecium),

uma vez que no grupo controle (grupo IV) ndo foi encontrado E. faecium.

Ap6s 15 dias do término da administragdo dos produtos em estudo (t=75), € possivel
perceber que os animais dos grupos III e VI mantiveram a populaciao de Enterococcus spp.
na ordem de 10® UFC/g. J4 os grupos I, IV e V apresentaram queda de 1 ciclo logaritmico,
enquanto os animais do grupo II mostraram um aumento na populacdo desse gé€nero
bacteriano de 10" a 10° UFC/g. Vale salientar que esse aumento foi devido ao aumento no

numero de E. faecalis (Tabela 14).

Ap6s 30 dias do término da administracdo dos produtos (t=90), observa-se que os
animais dos grupos II e III apresentaram reducdo de 1 ciclo logaritmico na populacdo de
Enterococcus spp., enquanto que os grupos V e VI mantiveram a populacdo na ordem de

10° e 10* UFC/g, respectivamente.

Assim como ocorreu para o célon, em termos de manutengdo da populacdo de
Enterococcus spp. nas fezes, o consumo de “iogurte” de soja foi mais eficaz em manter
uma populagdo estdvel se comparado com o consumo da suspensdo do cultivo puro de E.
faecium, embora ambos os produtos possuissem a mesma populacdo de células vidveis (10

UFC/mL).

E importante ressaltar que a populacdo de microrganismos do género Enterococcus nas
fezes apresentou-se superior se comparada com a obtida no célon dos animais nos periodos

t=60, t=75 e t=90. Algumas hipdteses podem ser levantadas para se explicar esses



resultados: 1- As fezes percorrem uma maior extensao do intestino e, desta forma, podem
carrear uma maior quantidade de Enterococcus spp. se comparado com a populacdo desse
género aderido ao célon; 2- Apds a retirada, o c6lon foi lavado com salina para a remog¢ao
das fezes, o que também pode ter acarretado uma reducdo na quantidade de Enterococcus
spp. aderido; 3- A homogeneizacdo do c6lon pode nado ter permitido a retirada total de
Enterococcus spp., restando ainda microrganismos aderidos ao epitélio do célon. Vale

destacar que as andlises foram realizadas na suspensdo obtida apds a homogeneizagao.

N

Na figura 16 estdo apresentados os resultados relativos a concentracio média de
Enterococcus spp. (Log UFC/g) nas fezes dos animais dos diferentes grupos em estudo

durante 90 dias de periodo experimental.
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Figura 16. Populacao fecal de Enterococcus spp. dos animais dos diferentes grupos

experimentais ao longo de 90 dias de estudo

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 mlL/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racéio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ra¢do a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragio a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)



Todas as coldonias com morfologias distintas confirmadas como sendo do género
Enterococcus, isoladas das fezes dos animais dos diferentes grupos de estudo, foram

submetidas a testes bioquimicos com a galeria do API 20 Strep (Figura 14).

Na Tabela 14 sdo apresentadas as espécies de Enterococcus identificadas através do

sistema API 20 Strep.

Pode-se notar que no inicio do periodo experimental (t=0), 100% das espécies do
género Enterococcus presentes nas fezes dos diferentes grupos experimentais eram de E.

faecalis.

Ap6s 30 dias de consumo de racdo formulada (t=30) houve uma mudanga na
microbiota das fezes. Os animais que receberam racdo a base de carne bovina (II, IIL, IV, V
e VI) apresentaram além da espécie E. faecalis, a espécie E. avium. Os animais do grupo I
continuaram apresentando apenas a E. faecalis, no entanto numa contagem menor se

comparada com o periodo anterior.

No t=60 dias nota-se uma mudanca na microbiota fecal nos grupos III e VI,
mostrando uma substituicio da espécie E. avium pela espécie E. faecium. E provivel que
essa substituicao tenha sido em decorréncia da administracdo da suspensao de cultivo puro
de E. faecium e de “iogurte” de soja, uma vez que nao foi encontrado E. faecium nas fezes
dos animais do grupo IV (controle 2). Entretanto, os animais que consumiram “iogurte” de
soja (grupo VI) apresentaram populacdo de E. faecium superior em 1 ciclo logaritmico se

comparada com a do grupo que consumiu o cultivo puro (grupo III).

E importante ressaltar que apés 15 dias do término da administracio dos produtos
(t=75), a populacdo de E. faecium se manteve na ordem de 10° UFC/g para o grupo 111,
enquanto para o grupo VI houve uma reducio de 10’ UFC/g para 10° UFC/g. No entanto,
ap6s 30 dias do término da administracdo dos produtos, ndo se verificou E. faecium nas
fezes dos animais dos grupos III e VI. Fato que ndo ocorreu para o célon, uma vez que essa
espécie foi encontrada mesmo apds 30 dias do término da administracdo dos produtos (t=90
dias). Isso demonstra que no t=90 ja ndo havia mais eliminacdo de células vidveis de E.
faecium nas fezes, indicando, provavelmente, uma forte aderéncia desse microrganismo ao

célon.



Tabela 14. Contagem das coldnias (UFC/g) isoladas e identificadas por espécie, a partir das fezes dos animais nos diferentes tempos do
periodo experimental utilizando a galeria API 20 Strep.

Grupos T=0 t=30 T=60 t=75 t=90

I E. faecalis 1,5x10°  E. faecalis  4,3x10° E. faecalis 1,1 x10° E. faecalis 3,8x10° E. faecalis 5,9x10°
E. avium 1,6 x 10* E. avium 4,5x 10*

Il E. faecalis 1,2x10°  E. faecalis 9,5x 10° E. faecalis 1,8x10°  E. faecalis 1,3x10°  E. faecalis 1,1x10’
E. avium 9,5x10°  E. avium 3,1x10°  E. avium 4x10° E. avium 1,1x 10°

Wl E faecalis 9,2x10°  E. faecalis 1,7x10’ E. faecalis  2,2x10° E. faecalis 1,2x10°  E. faecalis 1,4x10’
E. avium 2,9x10° E. faecium 55x10°  E. faecium  3,5x10°  E. avium 4x10°
E. avium 1,0 x 10’

IV  E faecalis 2,4x10°  E. faecalis 3,0x10°  E. faecalis 1,1 x10"  E. faecalis 27x10°  E. faecalis  3,4x10"
E. avium 55x10° E. avium 1,3x 10°

v E. faecalis 1,7x10°  E. faecalis 1,0x 10" E. faecalis 1,0x10°  E. faecalis 57x10° E faecalis  8,3x10°
E. avium 7,0x10°  E. avium 6,8x10°  E. avium 2,3x10°  E. avium 55x10°
E. gallinarum 5,0 x 10*

VI  E. faecalis 1,4x10°  E. faecalis 7,9x10°  E.faecalis 8,4x10°  E. faecalis 1,4x10®  E. faecalis 2,1x10°
E. avium 1,4x10°  E. faecium 1,6x10°  E. faecium  2,0x 10°

Grupo I: animais que receberam somente ra¢do cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia do
produto ndo fermentado + racio a base de carne; Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro +
racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3
mL/kg de peso corpdreo/dia de “iogurte” de soja esterilizado + rag@o a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso corpéreo/dia
de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racio a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4);
t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas; n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢gdes formuladas; n=3)



Para uma melhor visualizacdo, na Figura 17 é apresentado o perfil da populacao
média de E. faecium (Log UFC/g) nas fezes dos animais dos grupos III e VI ao longo do

periodo experimental.
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Figura 17. Dinamica da populagdo de E. faecium nas fezes dos animais dos grupos Il e VL.

Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso corpdreo/dia de
“jogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragio a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as rag¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

Sob o ponto de vista funcional e de segurancga e para verificar se um microrganismo é
probidtico ou ndo, a determinacdo da sobrevivéncia no trato gastrintestinal é essencial. A
viabilidade do microrganismo pode ser afetada no instante da exposicdo ao acido gastrico
ou a sais biliares. Um dos pré-requisitos para aderéncia do microrganismo no intestino € a
sua sobrevivéncia ao transito gastrintestinal (Lund et al., 2002). Para confirmarmos que o
Enterococcus faecium CRL 183, administrado por meio do cultivo puro e do produto
fermentado, realmente sobreviveu as condicdes do trato gastrintestinal no modelo em

estudo, e era 0 mesmo que aderiu ao cllon e que também foi identificado nas fezes, foi



realizado a PCR tanto das coldnias isoladas do célon quanto das fezes dos animais dos

grupos [l e VL.

Com relagdo ao E. faecium isolado do célon dos animais, nas Figuras 18, 19 e 20 estao
apresentados os produtos de PCR obtidos por primers especificos para a espécie E. faecium

aos 60, 75 e 90 dias do periodo experimental.

Conforme ja mostrado na tabela 12, as colonias da espécie E. faecium, isoladas do célon
dos animais, foram identificadas nos grupos I, I, IIl e VI, no entanto, quando submetidas a
PCR, apenas as colonias isoladas dos grupos IIl e VI foram confirmadas como sendo da

espécie E. faecium (Figura 18).

300pb ——
200 pb —

Figura 18. Produtos de PCR em gel de agarose obtidos a partir de coldnias isoladas do célon dos
animais aos 60 dias de periodo experimental. Coluna 1: E. faecium do grupo III, Coluna 2: E.

faecium do grupo VI, Coluna 3: E. faecium CRL 183, Coluna 4: padrdo 100 pb.

300 pb
200 pb

Figura 19. Produtos de PCR em gel de agarose obtidos a partir de coldnias isoladas do célon dos
animais aos 75 dias de periodo experimental. Coluna 1: E. faecium do grupo III, Coluna 2: E.

faecium do grupo VI, Coluna 3: E. faecium CRL 183, Coluna 4: padrao 100 pb.

Vale destacar que, aos 75 dias de experimentacdo, as espécies isoladas dos grupos III e
VI também foram confirmadas para a espécie E. faecium (Figura 19). No entanto, aos 90

dias de experimentagcdo, ndao houve confirmacdo da espécie E. faecium para o grupo VI



(Figura 20). Estes resultados confirmam a hipétese inicial de que o E. faecium pode
sobreviver a passagem do trato gastrointestinal e permanecer no célon dos animais até 15

dias apds o término da administragdo tanto do cultivo puro quanto do “iogurte” de soja.

300 pb
200 pb

Figura 20. Produtos de PCR em gel de agarose obtidos a partir de coldnias isoladas do célon dos
animais aos 90 dias de periodo experimental. Coluna 1: E. faecium do grupo III , Coluna 2: ndo

confirmacao do E. faecium do grupo VI, Coluna 3: E. faecium CRL 183, Coluna 4: padrao 100 pb.

Com relacdo ao E. faecium isolado das fezes dos animais, as Figuras 21 e 22
apresentam os produtos de PCR obtidos aos 60 e 75 dias do periodo experimental. Pode-se
verificar a confirmagdo dos resultados obtidos na tabela 14, ou seja, as colonias
identificadas como E. faecium nos grupos III e VI, pelo sistema API 20 Strep, foram

confirmadas pela PCR, com exce¢do do grupo VI aos 75 dias do periodo experimental.

300pb —
200pb —

Figura 21. Produtos de PCR em gel de agarose obtidos a partir de col6nias isoladas das fezes dos
animais aos 60 dias de periodo experimental. Coluna 1: E. faecium do grupo III , Coluna 2: E.

faecium do grupo VI, Coluna 3: E. faecium CRL 183, Coluna 4: padrao 100 pb.

Aos 75 dias do periodo experimental, constata-se que apenas as colonias identificadas

como sendo da espécie E. faecium no grupo que consumiu o cultivo puro (grupo III) foram



confirmados pela PCR. Para os animais que receberam o “iogurte” de soja (grupo VI) os

resultados foram negativos para presenca de E. faecium (Figura 22).

300pb ——
200 pb —

Figura 22. Produtos de PCR em gel de agarose obtidos a partir de col6nias isoladas das fezes dos
animais aos 75 dias de periodo experimental. Coluna 1: E. faecium do grupo III , Coluna 2: ndo
confirmacdo do E. faecium do grupo VI, Coluna 3: E. faecium CRL 183, Coluna 4: padrdo
100 pb.

Pelos resultados apresentados, a combinacdo dos primers Ent 1 e Ent 2 gerou dois
produtos de amplificacdo: um fragmento de 200 pb e outro de 300 pb. Uma segunda cepa
de E. faecium (CRL 39) foi introduzida neste estudo com o objetivo de verificar o padrio

de bandas gerado com a mesma combinacdo de primers.

A Figura 23 mostra a detec¢do de fragmentos de DNA amplificados a partir do
DNA gendmico de E. faecium CRL 39. Observa-se duas bandas com 300 pb e 400 pb.
Estes resultados ddo um indicativo de que o E. faecium isolados do célon e das fezes refere-

se a cepa CRL 183.

400 pb
300 pb

Figura 23. Produtos de PCR em gel de agarose obtidos a partir de cepas de E. faecium pelo uso dos
primers Ent 1 e Ent 2. Coluna 1: E. faecium CRL 39, Coluna 2: E. faecium CRL 183, Coluna 3:
padrao 100 pb.



Fazendo-se um paralelo entre a contagem de E. faecium e o conteido de amoOnia
fecal, os animais que apresentaram uma maior contagem desse microrganismo (grupos Il e
VI) no t=60 foram os que apresentaram maior aumento de amonia fecal, sugerindo que,
além da racdo formulada a base de carne, a presenga de E. faecium pode ter contribuido
para o aumento do conteido de amodnia nas fezes, ao contrdrio do que era esperado,

considerando que o E. faecium € uma bactéria dcido-latica, com caracteristicas probidticas.

5.1.6 Ac¢do do Enterococcus faecium CRL 183 sobre diferentes grupos bacterianos que

compdem a microbiota intestinal de ratos

Visando conhecer melhor a relacdo do E. faecium com as enterobactérias,
representadas principalmente por E. coli, Salmonella spp., Shigella sp, Yersinia
enterocolitica, Klebsiella spp., Proteus spp., Citrobacter spp., dentre outras, esse grupo de
microrganismos foi isolado e quantificado nas fezes dos animais pertencentes aos distintos

grupos de estudo. Os resultados podem ser observados pela Tabela 15 e Figura 24.

Ao se comparar a populacdo média de enterobactérias no inicio do experimento
(t=0) e ap6s 30 dias de consumo de racdo formulada (t=30) verifica-se um aumento
significativo no nimero desses microrganismos para todos os grupos. Esse aumento foi
mais pronunciado nos grupos que receberam racdo formulada a base de carne vermelha
(grupos 1L, IIL, IV, V e VI) se comparado com o grupo que recebeu racdo a base de caseina
(grupo I), sugerindo que a rac¢do a base de carne bovina pode apresentar um efeito promotor
no crescimento de enterobactérias. E valido mencionar que certas enterobactérias, como

alguns tipos de Escherichia coli, apresentam um potencial patogénico (Silvi et al., 1999).

Comparando-se o t=60 dias com o t=30, pode-se notar que os animais pertencentes
aos grupos III e IV apresentaram uma reducdo significativa na populacdo de
enterobactérias, enquanto no grupo VI foi verificado um aumento, embora pouco
pronunciado se comparado com os animais pertencentes aos grupos I, Il e V. O consumo da
racdo a base de caseina, do produto nao fermentado, do “iogurte” de soja esterilizado e, em
menor grau do “iogurte” de soja, podem ter contribuido para o aumento desses tipos de

microrganismos.



Tabela 15. Populagdo média de enterobactérias (Log UFC/g) isoladas das fezes dos animais

dos diferentes grupos experimentais.

Grupos t=0 t=30 T=60 t=75 t=90
I 4,79+0,06%° 5,1+ 0,05 6,86+0,04™ 6,16 + 0,01 6,16 + 0,01
I 4,84+0,01%°  7,69+0,05°° 8,84+0,18°° 7,53+0,07°° 7,98+0,01%®
n 4,21+0,06®  8,99+0,09"  8,18+0,02°5¢ 7,93+0,02°° 7,93+0,02°®
\' 4,71+0,04°°  8,72+0,04% 8,10+0,02° 7,50+0,07°° 8,23+0,07°°
v 3,8940,11*  6,80+0,04° 8,36+0,05%° 7,1140,03%® 8,10+0,07°°
VI 4,00+0,00**  7,96+0,06" 8,07+0,01%° 8,34+0,03% 9,13+0,01

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

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpdéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + racdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as rag¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

Ao se comparar os diferentes grupos no t=60 dias, constatou-se que 0s animais que
consumiram a ra¢do a base de caseina foram os que apresentaram menor populacido de
enterobactérias se comparados com os animais que receberam racdo a base de carne bovina
(grupos II, II, IV, V e VI). Nota-se também que os grupos III, IV e VI ndo diferiram
estatisticamente entre si. Em termos de valores médios absolutos, os animais que
consumiram o produto nao fermentado e o “iogurte” de soja esterilizado foram os que

apresentaram as maiores populacdes de enterobactérias.
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Figura 24. Populacdo fecal de enterobactérias dos animais dos diferentes grupos

experimentais ao longo de 90 dias de estudo.

Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + racdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragio a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as rag¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

Ap6s 15 dias do término da administracdo dos produtos (t=75), houve uma reducao
significativa no nimero de enterobactérias para todos os grupos, com exce¢ao do grupo que

consumiu “iogurte” de soja.

Apés 30 dias do término da administracio dos produtos, o aumento das
enterobactérias voltou a ocorrer em todos os grupos com excec¢do dos grupos I e III que
apresentaram uma manutenc¢ido da populacdo em relacdo ao periodo anterior, ressaltando

que a maior populacdo continuou sendo para os animais do grupo VL

Os resultados relativos a populacdo de aerdbios totais nas fezes dos animais dos

diferentes grupos de estudo podem ser observados na Tabela 16 e Figura 25.



Tabela 16. Populacdes médias de aerdbios totais (Log

animais dos diferentes grupos experimentais.

UFC/g) isoladas das fezes dos

Grupos t=0 t=30 t=60 t=75 t=90
I 7,96+0,05°°°  6,82+0,04**  7,47+0,05" 6,81+0,10*" 9,47+0,05%
I 8,00+0,02°°  8,25+0,01°°  8,89+0,08° 9,14+0,01%° 9,29+0,01°°
n 7,68+0,06%  9,01+0,02°°  9,22+0,05% 9,18+0,01%° 8,80+0,03%
\' 7,8640,01%°  8,87+0,02°F  8,71+0,05™ 8,69+0,06"° 9,04+0,09%
v 7,8340,02°°  7,48+0,02*®  8,72+0,01%® 8,37+0,03°® 7,72+0,10"
Vi 7,89+0,03°%°  761+0,01°°  8,71+0,02%® 9,41+0,02 9,94+0,06%"

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

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racéio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpdéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + racdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragio a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

A partir dos dados apresentados na tabela 16, percebe-se que os animais que
consumiram os diferentes produtos (grupos II, III, V e VI) apresentaram aumento na
populacdo de aerdbios totais ao se comparar os periodos t=30 e t=60, o que ndo ocorreu

para o grupo IV (controle 2).

Analisando-se o tempo t=60 verifica-se que os grupos IV, V e VI nao diferiram
estatisticamente entre si. J4 o grupo III foi o que apresentou maior populacdo de aerdbios
totais, indicando que a suspensdo de cultivo puro de E. faecium pode ter estimulado o

crescimento dessa classe de microrganismos.

Ap6s 30 dias do término da administragdo dos produtos (t=90) ocorreu um aumento
na populacdo de aerdbios totais para os grupos I, II, IV e VI, enquanto os grupos Il e V

apresentaram uma redugdo em relagdo ao t=60.
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Figura 25. Populacdes fecais de aerdbios totais dos animais dos diferentes grupos

experimentais ao longo de 90 dias de estudo.

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdo a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

Os anaerdbios totais constituiram-se em outro grupo de microrganismos pesquisado
nas fezes dos animais em estudo. Os resultados podem ser observados na Tabela 17 e pela

Figura 26.

Pelos dados apresentados na tabela 17, verifica-se que, com exce¢ao dos grupos I e
V, todos os outros grupos apresentaram um aumento significativo na populacdo de

anaerdbios totais apds 30 dias de consumo de ragdo formulada a base de carne bovina

(t=30).



No t=60 dias, houve uma reducao na populacido de anaerdbios totais para os grupos

III e IV e, uma manuten¢@o na populacdo para o grupo VI se comparado com o periodo

anterior (t=30).

Tabela 17. Populagdes médias de anaerdbios totais (Log UFC/g) isoladas das fezes dos

animais dos diferentes grupos experimentais.

Grupos t=0 T=30 t=60 t=75 =90
I 7,49+0,07°°°  6,33+0,02**  7,34+0,05% 6,81+0,02°* 6,81+0,02°*
I 7,58+0,04°°  8,04+0,04°°  8,97+0,04°° 8,47+0,03%° 8,300,01°
m 7,3040,11*®  9,40+0,02°"  8,55+0,06™ 8,40+0,02% 7,72+0,00°®
Iv 7,34+0,05°  8,88+0,02°¢  8,34+0,03%® 7,96+0,03°° 8,76+0,07°F
Y 7,53+0,01%°  7,46+0,01°®  8,79+0,07° 7,53+0,04%° 8,46+0,01°°
Vi 7,00+0,10®*  851+0,06°°  8,47+0,07™° 8,87+0,01° 9,36+0,01%"

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

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragio a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

Analisando-se os diferentes grupos no t=60, percebe-se que os animais que
consumiram o produto ndo fermentado (grupo II) e o “iogurte” de soja esterilizado (grupo
V) foram os que apresentaram maiores populacdes de anaerdbios totais. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos que consumiram E. faecium por meio da suspensiao

de cultivo puro (grupo III) ou por meio do “iogurte” de soja (grupo VI).
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Figura 26. Populagdes fecais de anaerdbios totais dos animais dos diferentes grupos

experimentais ao longo de 90 dias de estudo.

Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 mlL/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racéio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + racdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragio a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as rag¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

Ap6s 15 dias do término da administracdo dos produtos (t=75) pode-se observar
uma reducao na populacdo de anaerdbios totais para todos os grupos com excecdo do grupo
VI e apds 30 dias do término da administracdo dos produtos (t=90) a populacdo volta a
subir para os grupos IV, V e VL. J4 os animais pertencentes aos grupos II e Il apresentaram

uma redu¢do no nimero de anaerdbios totais em relacdo ao periodo anterior (t=75).

Um outro gé€nero pesquisado nas fezes dos animais foi o Lactobacillus spp. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 18 e também pela Figura 27.



Tabela 18. Populagdo média de Lactobacillus spp. (Log UFC/g) isoladas das fezes dos

animais dos diferentes grupos experimentais.

Grupos t=0 t=30 t=60 t=75 t=90
| 7,60 £0,02*  6,07+0,03®  654+005®° 6,800,18° Nd
I 7,70 £0,02®  6,11+0,03*®  6,85+0,03° 6,78+0,03° Nd
n 7,65+0,04”°  6,30+0,05° 813+0,01F  7,68+0,03F Nd
v 7,69 +0,03%® 5,85+0,01°  583+0,02”  523+0,04*" Nd
v 7,84 +0,05% 6,08 +0,02°® 6,56 +0,04®  591+0,03% Nd
Vi 7,69 +0,02% 6,71 £0,03°  716+0,04°  7,05+0,05% Nd

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

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 mL/kg de peso corpdreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpdéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragio a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

nd — ndo determinada

Pelos resultados apresentados na Tabela 18 e pela Figura 27, nota-se que todos os
grupos apresentaram uma reducgdo significativa de Lactobacillus spp. ap6és a mudanca de
racdo comercial (t=0) para as ragcdes formuladas (t=30). Esses resultados sugerem que tanto
a racdo formulada a base de caseina quanto a base de carne bovina contribuiram para a
redu¢do no ndmero de Lactobacillus spp. na microbiota fecal dos animais dos diferentes

grupos.
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Figura 27. Populacdo fecal de Lactobacillus spp. dos animais dos diferentes grupos

experimentais ao longo de 75 dias de estudo.

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas; n=3)

Ao se comparar o t=60 e t=30, verifica-se um aumento na populacdo do género
Lactobacillus para todos os grupos experimentais, com exce¢do do grupo IV (controle 2),
indicando que o produto nao fermentado, a suspensdo de cultivo puro de E. faecium, o
“logurte” de soja esterilizado e o “iogurte” de soja contribuiram, em maior ou menor grau,

para o aumento fecal de Lactobacillus spp. nos diferentes grupos em estudo.

E importante destacar que os animais pertencentes ao grupo que recebeu a
suspensdo de cultivo puro de E. faecium (grupo III) e o grupo que recebeu “iogurte” de soja
fermentado com E. faecium (grupo VI) foram os que apresentaram as maiores populacdes

de Lactobacillus sp no t=60 dias.



As bactérias do género Lactobacillus, juntamente com as do género
Bifidobacterium, sao consideradas benéficas por apresentarem atividades anti-

carcinogénicas e imunomoduladoras (Kaur et al., 2002)

Ap6s 15 dias do término da administragdo dos produtos (t=75), nota-se, em relacao
ao periodo anterior, uma reducdo na populacdo fecal de Lactobacillus spp. em todos os
grupos com excecdo do grupo I, o qual apresentou uma manuten¢do na populacio desse

género.

Embora tenha havido uma reducao significativa de Lactobacillus spp. nas fezes dos
animais dos grupos II, III, IV, V e VI, percebe-se que os grupos que apresentaram as
maiores populacdes continuaram sendo os grupos III e VI, mesmo ap6s 15 dias do término
da administra¢do da suspensdo de cultivo puro e do “iogurte” de soja (t=75). As populacdes
de Lactobacillus spp., € dos demais géneros no ponto t=90 ndo foram realizadas por

insuficiéncia de amostra.

Na Tabela 19 e na figura 28 estdo apresentados os resultados relativos a populacao
de Clostridium spp. nas fezes dos animais em estudo. Trata-se de um gé€nero importante a
ser pesquisado em razdo dos provaveis efeitos indesejaveis que podem exercer no meio

intestinal.

De acordo com os resultados da Tabela 19, os animais pertencentes aos grupos IIl e
VI apresentaram aumento na populacdo fecal de Clostridium spp. apds 30 dias de consumo
de racdo a base de carne bovina, no entanto, nesse mesmo periodo, os grupos Il e V nao
mostraram mudanga significativa na populacdo desse género de bactérias, enquanto os

grupos | e IV apresentaram reducao.

Ao se comparar o t=0 e t=30 dias, constatou-se que alguns grupos apresentaram
aumento e, outros, reducdo da populacio de Clostridium, o que nao nos permitiu chegar a
conclusdes claras quanto a influéncia das ragdes formuladas sobre o contetido fecal de
Clostridium sp. No entanto, se analisarmos de maneira pontual os diferentes grupos no

t=30, nota-se que os animais que consumiram racdes formuladas a base de carne bovina



apresentaram populagdes significativamente maiores de Clostridium se comparadas aos

animais pertencentes ao grupo que recebeu racdo formulada a base de caseina.

Tabela 19. Populacio média de Clostridium spp. (Log UFC/g) isoladas das fezes dos

animais dos diferentes grupos experimentais.

Grupos t=0 T=30 =60 t=75 =90
I 7,32+0,01%"  6,32+0,02*  6,29+0,03°  642+0,01" Nd
I 7,62+0,03°°  757+001"®  592+001*  7,61+0,04% Nd
m 7,51 £0,07*°  8,27+0,00°  8,03+0,01° 7,890,083 Nd
1\ 7,97 £0,00%  7,61+0,01"®  737+0,03*°  7,83+0,05° Nd
v 7,45+0,07®  765+0,11*°  771+0,11"° 7,62 +0,00*" Nd
VI 7,55+001°  769+0,01®  770+0,04”  823+0,01° Nd

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

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 mL/kg de peso corpdreo/dia do produto ndo fermentado + racéio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpdéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + racdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragio a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

nd — ndo determinada

Analisando-se o t=30 e t=60 dias, os animais que consumiram o produto nao
fermentado (grupo II) e, em menor propor¢do, os que consumiram a suspensdo de cultivo
puro de E. faecium (grupo III) apresentaram reducdo na concentragdo fecal de Clostridium
spp., 0 que ndo ocorreu para os animais que receberam o “iogurte” de soja (grupo VI) e o
“logurte” de soja esterilizado (grupo V), cujas populagdes mantiveram-se similares nos dois

periodos.

Vale aqui destacar que a reducdo na populagdo desse género de bactérias mostrada
no grupo III pode ndo ser exclusivamente em funcdo do consumo do cultivo puro, uma vez
que o grupo que recebeu apenas racdo a base de carne (grupo IV) também apresentou

redu¢@o nesse mesmo periodo. Ja no grupo II, a reducao foi mais expressiva se comparada



ao grupo III, sugerindo que o consumo do produto nao fermentado pode ter desempenhado

um maior efeito sobre a reducdo de Clostridium spp.

De acordo com diversos pesquisadores, a redu¢do na populacio do género
Clostridium parece ser benéfica ao organismo. Bactérias pertencentes a esse género podem
ser prejudiciais devido a sua atividade metabdlica ou cardter patogénico de algumas
espécies (Montesi et al., 2005). Além disso, espécies do género Clostridium e Bacteroides
podem estar envolvidas em processos inflamatérios de doengas intestinais (Guarner e

Malagelada, 2003).

Nesse sentido, Mastromarino et al. (1978) verificaram que as espécies C. butyricum,
C. innocuum, C. indolis, C. paraputrificum, C. tertium e C. sartagoforme estdo presentes
em grande propor¢do na microbiota fecal de pacientes com cancer de cdlon. Esses
clostridios contribuem para a formagao de carcinégenos a partir de dcidos biliares (Benno e
Mitsuoka, 1992). Além disso, espécies do género Clostridium podem estar envolvidas na

formacao de amonia, substancia toxica ao epitélio intestinal.

Ap6s 15 dias do término da administracdo dos produtos (t=75) pode-se perceber que
os grupos II e VI apresentaram aumento na populacao fecal de Clostridium se comparados
ao periodo anterior. Acredita-se que o “iogurte” de soja possa ter ajudado na manutengao
da populacdo de Clostridium spp, mas com o término da sua administracdo esse efeito ndao
pode mais ser verificado. Esse comportamento foi semelhante para o grupo que recebeu o
produto ndo fermentado (grupo II), pois, apés o término do consumo, a concentragio de
clostrideos fecais volta a subir. No entanto, para o grupo que recebeu o cultivo puro esse
comportamento ndo foi observado, visto que a populacdo média de clostrideos fecais

continuou reduzindo mesmo apds o término da sua administragao.
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Figura 28. Populacdo fecal de Clostridium spp. dos animais dos diferentes grupos

experimentais ao longo de 75 dias de estudo.

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ra¢do a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

Os resultados relativos a populacdo de Bacteroides sdo apresentados na Tabela 20 e

na Figura 29.

Ao se comparar a populacdo média de Bacteroides spp. no inicio do experimento
(t=0) e apds 30 dias de consumo de ra¢des formuladas (t=30), pode-se verificar que os
grupos IV, V e VI apresentaram aumento significativo desse género. Embora ndo se tenha
verificado diferenca estatistica entre os periodos t=0 e t=30 para os grupos II e III,
observou-se que, em termos de valores médios absolutos, também houve uma tendéncia de
aumento na populacio fecal desse grupo de bactérias. Ja para os animais pertencentes ao
grupo I, a mudanca da racdo comercial para uma racdao formulada a base de caseina

promoveu, num primeiro momento, a reducao da populagdo média desses microrganismos.



Tabela 20. Populacdo média de Bacteroides spp. (Log UFC/g) isoladas das fezes dos

animais dos diferentes grupos experimentais.

Grupos t=0 t=30 t=60 t=75 t=90
| 2,33+£0,03®°  206+0,05* 251+0,06®  257+0,03" Nd
I 217 +0,06*®  250+0,05°  329+0,27°°  3,33+0,15% Nd
n 2,21£0,21**®  246+0,05°® 2,60+0,18°"% 3,04 +0,33"° Nd
\Y 2,42+0,14®  281+0,14°°  2,78+0,08°®  2,88+0,03b"" Nd
v 2,03+026%  247+0,06" 285+005® 247+0,11™" Nd
VI 1,89+0,11*  280+0,20°° 234+007*  3,28+025® Nd

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

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as rag¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

nd — ndo determinada

Analisando-se os diferentes grupos no t=30, observa-se que as maiores populagcdes
de Bacteroides spp sdo encontradas nos grupos que receberam ragao a base de carne bovina
em relacdo ao grupo que recebeu racdo a base de caseina, sugerindo que a ragcdo a base de

carne bovina pode contribuir para o crescimento de Bacteroides spp.
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Figura 29. Populacdo fecal de Bacteroides spp. dos animais dos diferentes grupos

experimentais ao longo de 75 dias de estudo.

Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragio a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as rag¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

Comparando-se o t=30 com o t=60 dias, verifica-se que apenas os animais do grupo
VI apresentaram redugdo na populacdo média de Bacteroides, indicio de que o “iogurte” de

soja pode ter contribuido para a redugdo desse género de bactérias.

Ao contrdrio do que ocorreu para o género Clostridium (Tabela 19), o produto ndo

fermentado contribuiu para o aumento na populagdo fecal de Bacteroides.

Ao se analisar os diferentes grupos no t=60 percebe-se que as menores populagcdes

de Bacteroides spp. sdo encontradas para os animais que consumiram racdo a base de



caseina, a suspensdo do cultivo puro de E. faecium e o “iogurte” de soja. Todavia, apds 15

dias do término da administra¢do desse produto a populaciao de Bacteroides voltou a subir.

Estudos mostram que o aumento do consumo da carne vermelha e gordura podem
estimular o crescimento de Bacteroides sp (Moore e Moore, 1995), sendo que determinadas
espécies desse género, em funcdo de seu metabolismo, podem liberar carcindégenos ou
mutagénicos (Kingston et al., 1990) e, desta forma, podem estar associadas ao aumento de
risco de cancer de cllon. Além disso, algumas espécies desse género, como por exemplo,
B. fragilis, estdo envolvidas na etiologia da diarréia em animais € humanos (Krzyzanowsky

e Avila-Campos, 2003).

Finalmente, um dltimo género da microbiota dos animais foi estudado:

Bifidobacterium sp, cujos resultados encontram-se na Tabela 21 e na Figura 30.

A partir dos resultados apresentados na tabela 21, nota-se que apds 30 dias
consumindo rag¢des formuladas (t=30), os animais dos diferentes grupos de estudo
mostraram redu¢do na populacdo fecal de Bifidobacterium spp., sugerindo que o consumo
dessas ragdes pode ter contribuido para a reducdo da populacdo média desse gé€nero de

bactérias.

Porém ao se comparar t=30 e t=60, verifica-se que os animais que receberam a
suspensdo do cultivo puro de E. faecium (grupo III) apresentaram aumento da populacao
fecal de bifidobactérias. Com relacdo aos animais que consumiram o produto ndo
fermentado (grupo II) e o “iogurte” de soja (grupo VI), a concentracdo fecal desse género
de bactérias ndo apresentou diferenga estatistica de um periodo para o outro. J4 para os
animais que receberam o ‘“logurte” de soja esterilizado, a populagdo média de
bifidobactérias diminuiu significativamente nesse mesmo periodo. Esses resultados sdo um
indicativo de que os constituintes dos diferentes produtos a base de soja administrados aos

animais nao contribuem para o aumento de bifidobactérias.



Tabela 21. Populacdo média de Bifidobacterium spp. (Log UFC/g) isoladas das fezes dos

animais dos diferentes grupos experimentais.

Grupos t=0 =30 t=60 t=75 =90
| 6,86 +0,14° 6,09 +0,07”* 5,07 £0,03* 6,64 +0,13%° Nd

I 7,13+0,16”®  6,11+0,03** 523+0,07* 6,87 +0,75°° Nd

n 7,27 0,01 6,72 +0,02°®  7,04+0,07°F 7,24 +0,04% Nd

1\ 8,06 + 0,23 6,25 +0,09”  585+0,13°° 581 +0,01*° Nd

v 7,75 +0,09° 6,04 0,07  552+0,02® 6,01 +0,02°°° Nd

Vi 7,82+0,02°  634+006° 623+0,01°  698+0,14™ Nd

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

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpdéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + racdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + ragdo a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

nd — ndo determinada

Analisando-se os diferentes grupos no t=60, nota-se que as maiores populagdes de
Bifidobacterium spp. sao encontradas nos animais que consumiram a suspensao de cultivo
puro de E. faecium e o “iogurte” de soja, sendo um indicio de que a presenca do
microrganismo pode representar um fator importante para o aumento da populagdo desse
género de bactérias.

Estudos revelam que o aumento de bifidobactérias intestinais pode representar
efeitos benéficos para o hospedeiro, como a produgdo de acidos graxos de cadeia curta,
redugdo do pH intestinal, diminuicdo dos produtos de putrefacdo, inibicao do crescimento
de patégenos e imunomodulagdo (Mitsuoka, 1990). Além disso, a promocdo de
bifidobactérias pode suprimir microrganismos indesejdveis tais como enterobactérias, que
s30, em muitos casos, patogénicas (Rubio et al., 1995), embora tal fato nao tenha sido

observado em nosso estudo.
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Figura 30. Populacdo fecal de Bifidobacterium spp. dos animais dos diferentes grupos

experimentais ao longo de 75 dias de estudo.

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas;
n=3); t=90 (30 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

Apds 15 dias do término da administracdo dos diferentes produtos (t=75), os
animais pertencentes aos grupos II, V e VI apresentaram aumento significativo da
populacdo de bifidobactérias, fato que ndo ocorreu logo apds o consumo de tais produtos.
Esses resultados sugerem que o consumo desses produtos podem ndo ter estimulado o
crescimento de bifidobactérias. No entanto, o grupo III, mesmo apds o término da
administracdo da suspensao de E. faecium, continuou mostrando aumento na populagcdo
média de bifidobactérias. Uma possivel explicacdo para o aumento da concentracdo fecal
de bifidobactérias no t=75 pode estar relacionada ao fato de que mesmo apds 15 dias do
término da administracdo do cultivo puro, o E. faecium ainda continua presente no célon e

nas fezes dos animais (Tabelas 12 e 14), sugerindo que o microrganismo continua



modulando a microbiota intestinal, no sentido de promover um aumento da populagdo fecal

de Bifidobacterium spp.

Vale ressaltar que as caracteristicas intrinsecas de cada animal, bem como a idade,
podem ser considerados como fatores de interferéncia, ou mesmo de interacdo, nos

resultados observados em nosso estudo (Goldin e Gorbach, 1977; Mai e Morris, 2004).

5.1.7 Acao do Enterococcus faecium CRL 183 sobre a atividade de enzimas fecais

Virios estudos em animais e humanos sugerem que a ingestdo de BALs e produtos
fermentados de leite diminuem significativamente as atividades de determinadas enzimas
fecais que podem estar envolvidas na formacdo de carcindégenos (Goldin e Gorbach, 1984;

Spanhaak et al., 1998).

O sistema API-ZYM permite a determinacdo semiquantitativa da atividade de 19
enzimas distintas (Figura 31). Trés delas podem estar relacionadas com a ocorréncia do
cancer de célon: B-glucosidase, B-glucuronidase e [-galactosidase (Goldin, 1990; Lidbeck

et al., 1992; Saarela et al., 2000). De acordo com vdérios estudos, essas enzimas podem

converter compostos ndo mutagénicos a compostos mutagénicos (George et al., 2004).

Figura 31. Fotografia da galeria API-ZYM (Biomeriéux, Franca) utilizada na determinacio

da atividade das enzimas [3-glucosidase, B-glucuronidase e [3-galactosidase.

As atividades enzimadticas verificadas nas fezes dos animais dos diferentes grupos

de estudo estdo apresentadas na Figura 32. Pode-se observar que o consumo da suspensio



de cultivo puro de E. faecium (grupo III) e do “iogurte” de soja (grupo VI) ndo exerceram
efeito sobre a P-galactosidase fecal, uma vez que a atividade ndo foi alterada apds a

ingestdo desses produtos.
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Figura 32. Comparacdo das atividades enzimdticas das fezes dos diferentes grupos

experimentais utilizando o kit API-ZIM.

Grupo I: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 ml/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racdio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg (10° UFC/mL)/dia de E. faecium através do cultivo puro
+ racdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente racdo cuja fonte protéica era a carne
bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja
esterilizado + ragdo a base de carne; Grupo VI: animais que receberam dose de 3 mlL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto) + racdo a base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo apenas as ra¢des formuladas; n=3)



Com rela¢ao B-glucosidase, os animais dos grupos I e II apresentaram atividade
maxima dessa enzima (valor 5), enquanto os grupos III, IV, V e VI apresentaram valor 4 na

escala API-ZYM de atividade enzimética no inicio do periodo experimental (t=0).

Ap6s 30 dias do consumo de ragdes formuladas (t=30) foi verificada uma reducao
na atividade da B-glucosidase para os grupos I, II, IV e V, enquanto os grupos Il e VI
mantiveram o mesmo valor do periodo anterior. Acredita-se que a reducdo na atividade
dessa enzima possa ser decorrente de uma diminuicao de seus substratos presentes na ragao,
uma vez que houve a mudanca de ragdo comercial para ragdo formulada, no entanto tal

diminui¢@o ndo pdde ser detectada nos grupos Il e VL.

No t=60 dias, os animais que receberam o produto ndo fermentado (grupo II),
cultivo puro (grupo III), “iogurte” de soja esterilizado (grupo V) e o “iogurte” de soja
(grupo VI) apresentaram um aumento na atividade enzimdtica da B-glucosidase. Ja os

grupos controles I e IV continuaram apresentando reducgao na atividade enzimatica.

Apo6s 15 dias do término da administracao dos produtos (t=75) pdde-se verificar que

todos os grupos apresentaram reduc@o na atividade da B-glucosidase.

Como mencionado anteriormente, a atividade da -glucosidase pode estar implicada
na geracdo de substancias carcinogénicas, no entanto alguns pesquisadores relacionam-na
com efeitos anticarcinogénicos, uma vez que ela pode estar envolvida na liberagdo de
compostos polifendlicos, por exemplo, as isoflavonas (Messina, 1999). Tais efeitos

dependerio da dieta, ou seja, dos substratos disponiveis para enzima [3-glucosidase.

Com relagdo a B-glucuronidase, observa-se que no inicio do experimento (t=0) a
atividade dessa enzima era mdxima, resultado que ndo foi alterado apds 30 dias do
consumo das racdes formuladas tanto a base de caseina, quanto a base de carne vermelha.
Entretanto, no t=60 foi verificada uma reducdo na atividade enzimadtica nos grupos que
receberam o produto nio fermentado (grupo II), cultivo puro de E. faecium (grupo III) e o
“logurte” de soja (grupo VI). Esses resultados sugerem que tanto os constituintes do
produto nao fermentado como o microrganismo E. faecium podem ter contribuido para a

reducdo da atividade da B-glucuronidase.



Ap6s 15 dias do término da administragao dos produtos, pode-se perceber que os
animais dos grupos II e VI apresentaram um aumento de 1 ponto na escala API-ZYM para
a atividade da B-glucuronidase, enquanto os animais do grupo III mantiveram o mesmo

valor do periodo anterior.

A atividade da enzima p-glucuronidase também foi determinada por método

espectrofotométrico e os resultados estdao apresentados na tabela 22.

Tabela 22. Atividade enzimadtica da -glucuronidase (pg.min'l.g'l) nas fezes dos diferentes

grupos de estudo em 4 pontos distintos do periodo experimental, determinada por método

espectrofotométrico.
Grupos t=0 t=30 t=60 t=75
| 9,62 +1,96* 107,54 + 23,37%® 45,67 +5,51°8 15,8 +2,12%AP
I 17,07 + 1,59%° 42,99 +5,61° 22,81 + 2,64 55,05 + 11,58°%C
n 16,09 + 1,17 41,71 5,16 36,48 + 3,64°° 7,81 +1,39%
Iv 24,14 + 2,44%° 48,84 + 7,39° 41,61 + 5,33% 34,39 + 3,85%°°
v 19,22 + 1,69"¢ 25,36 + 3,31° 47,55 + 8,83 4,43 + 0,47
Vi 18,87 +1,93%° 19,56 + 0,95 44,03 + 7,97 61,75 +10,71°

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

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Grupo I: animais que receberam somente ragdo cuja fonte protéica foi caseina (controle 1); Grupo II:
animais que receberam 3 mL/kg de peso corpéreo/dia do produto ndo fermentado + racéio a base de carne;
Grupo III: animais que receberam dose de 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de E. faecium (10°
UFC/mL)/através do cultivo puro + ragdo a base de carne; Grupo IV: animais que receberam somente ragdo
cuja fonte protéica era a carne bovina (controle 2); Grupo V: animais que receberam 3 mL/kg de peso
corpéreo/dia de “iogurte” de soja esterilizado + rag@o a base de carne; Grupo VI: animais que receberam
dose de 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja (10° UEC de E. faecium /mL de produto) + ragdo a
base de carne

t=0 (inicio, n=10); t=30 (30 dias consumindo ra¢des formuladas, n=10); t=60 (30 dias consumindo, além das
racdes formuladas, os produtos em estudo; n=4); t=75 (15 dias consumindo as ra¢des formuladas; n=3)

Atividade B-glucuronidase foi expressa em microgramas de fenolftaleina liberada por minuto por grama de
fezes

Os resultados apresentados na Tabela 22 mostram que apds o consumo de ragdes

formuladas (caseina e carne) houve um aumento significativo da atividade da J-



glucuronidase para todos os grupos experimentais, com excecdo dos grupos V e VI cujas
atividades ndo se mostraram significativamente superiores se comparadas ao periodo
anterior. Todavia, se analisarmos em termos de valores médios absolutos, os grupos V e VI
mostraram um pequeno aumento de atividade enzimadtica. Quando se analisa os diferentes
grupos no t=30, percebe-se que nao houve diferenga significativa entre os grupos que
consumiram ra¢do a base de carne, no entanto os animais que consumiram rac¢do a base de

caseina apresentaram atividade enzimatica significativamente superior.

De acordo com resultados de Goldin e Gorbach (1976) uma dieta a base de carne
eleva a atividade das enzimas B-glucuronidase, nitrorredutase e azorredutase na microbiota

de ratos.

Comparando-se o t=30 e t=60, apenas 0s animais que consumiram o produto nao
fermentado mostraram reducdo da atividade da B-glucuronidase, enquanto que os animais
que receberam o “iogurte” de soja e o “iogurte” de soja esterilizado apresentaram aumento
dessa atividade, j4 o grupo que recebeu a suspensdo de E. faecium manteve atividade sem
alteracdes significativas. O menor valor da atividade da B-glucuronidase também pode ser
verificado para os animais que consumiram o produto nao fermentado quando se compara
os diferentes grupos no t=60. Esses resultados sugerem que os constituintes do “iogurte”
podem apresentar um efeito mais expressivo na reducao da atividade da B-glucuronidase do
que a presenca do E. faecium ou mesmo do processo fermentativo. Verifica-se que apds o

término do consumo do produto ndo fermentado a atividade da enzima volta a subir.

A B-glucuronidase € produzida por uma ampla variedade de bactérias intestinais
incluindo enterobactérias, bacterdides e clostrideos. E importante ressaltar que, nas

condi¢des de estudo, a cepa CRL 183 ndo apresentou atividade para B-glucuronidase.

A reducgdo da atividade enzimatica observada no grupo que recebeu o produto nao
fermentado poderia ser explicada pela reducdo na concentracdo de Clostridium encontrada

nesse mesmo grupo de animais (Tabela 18) (Hawksworth et al., 1971; Cole et al., 1985).

Esses resultados diferem daqueles obtidos pelo sistema API ZYM, onde a reducao

observada para os grupos que consumiram o “iogurte” de soja e a suspensdao do cultivo



puro (comparacdo do t=30 e t=60) ndo foi confirmada pelo método espectrofotométrico.
Uma possivel explicacdo para a discrepancia dos resultados pode estar relacionada ao fato
de que no sistema API-ZYM utilizou-se para a determinagdo das atividades enzimaticas o
precipitado formado apds a centrifugacdo das fezes em tampao fosfato. J4 no método
espectrofotométrico, as atividades enzimaticas foram quantificadas no sobrenadante
formado apds centrifugacdo (extrato fecal). Em virtude disso, ndo se pode afirmar que a
presenca do microrganismo contribuiu para a reducdo da atividade dessa enzima. Sugere-
se, portanto, que o efeito pode estar muito mais relacionado a composi¢cdo quimica da
mistura bésica utilizada para a obtencdo do “iogurte” de soja do que com a bactéria em si,

ou mesmo com o processo fermentativo.

E importante ressaltar que a padronizacdo das condicdes para os ensaios bioldgicos
nao anula as diferencas fisioldgicas individuais dos animais as quais podem ter influenciado

de maneira significativa as respostas obtidas.

5.1.8 Caracterizacao de substancias antimicrobianas produzidas pelo Enterococcus

Jaecium CRL 183

Foram isoladas 25 colonias morfologicamente distintas a partir das fezes dos
animais, pertencentes aos seguintes grupos de bactérias: Enterococcus, Lactobacillus,
Clostridium, Bacteroides e enterobactérias (Tabela 23). Todas as bactérias pertencentes a
esses grupos tiveram seus crescimentos avaliados frente ao E. faecium CRL 183.

Os resultados mostraram que o E. faecium CRL 183 nao foi capaz de inibir o
desenvolvimento das bactérias relatadas na Tabela 23. Tais resultados foram, de certa
forma, inesperados, pois o E. faecium CRL 183, em estudo anterior (Sivieri et al., 2008),
conforme ja mencionado, mostrou-se capaz de exercer modula¢do na microbiota de ratos
Wistar e de inibir, de forma significativa, o desenvolvimento de tumores de célon em
animais quimicamente induzidos por dimetilhidrazina. Supunha-se que tal efeito fosse em
parte decorrente da capacidade da cepa CRL 183 em produzir substincias antimicrobianas,
o que nao foi observado em relacdo as bactérias testadas. Vale destacar que varios

pesquisadores constataram tal capacidade para determinadas cepas do E. faecium (Saavedra



et al., 2003; Sarantinopulos et al., 2002). Entretanto, sabe-se que vdrios fatores interferem

na producdo dessas substancias.

Tabela 23. Grupos de bactérias isolados de fezes de ratos e utilizados como microrganismos

indicadores em ensaios de inibicao.

Colonias Grupos de bactérias
El, E2, E3, E4 Enterococcus sp
L1,L2,1L3 Lactobacillus sp
Cl1, C2,C3,C4, C5,C6,C7,C8, C9 Clostridium sp
B1, B2, B3, B4, B5 Bacteroides sp
ENTI1, ENT2, ENT3, ENT4 Enterobactérias

Enterococcus sp (adgar KF Streptococcus, Acumedia); Lactobacillus sp (dgar MRS, Merck); Clostridium sp
(4gar RCM, Difco); Bacteroides sp (dgar BBE, Acumedia); Enterobactérias (4gar MacConkey, Acumedia).

A incubacgdo da cepa produtora em anaerobiose foi realizada para tentar prevenir a
producdo de perdxido de hidrogénio. Além disso, o meio TSAYE ndo contendo glicose
pode inibir a producdo de dcido (De Martinis et al., 2001). Todavia, Audisio et al. (2001)
verificaram em seu estudo que o E. faecium pode se multiplicar tanto em meios sem glicose
(LAPT) quanto em meios contendo agucar. No entanto a producdo de bacteriocinas por essa
espécie ndo foi observada em meio sem acucar. Segundo os autores, haveria uma
dependéncia entre a presenca de frutose e sacarose e a concentragdo de bacteriocina
produzida. Desta forma, com relacdo ao presente estudo o uso do meio TSAYE pode

justificar a ndo produgdo de substancias antimicrobianas pelo E. faecium CRL 183.

Na Figura 33 sdo apresentadas placas onde foram realizados os testes de producao
de substancias antimicrobianas, ilustrando os resultados negativos encontrados, isto &,

auséncia de halos de inibi¢ao ao redor dos pontos contendo a cultura de E. faecium.



Figura 33. Fotografia de placas preparadas para os ensaios de produgdo de substincias
antimicrobianas. A) Placa de E. faecium CRL 183 versus Bacteroides sp. B) Placa de E. faecium

CRL 183 versus Clostridium sp.

De acordo com Sarantinopoulos et al. (2002), a mdxima produg@o de enterocina por
E. faecium FAIR-E 198 foi obtida no meio MRS contendo 2% de glicose, a 37°C e pH
controlado em 6,5. O uso de leite desnatado como meio de crescimento resultou em baixa
producdo de enterocina. Porém, GIRAFFA et al. (1995) concluiram que o leite € um meio

apropriado para o crescimento e producdo de enterocina por E. faecium 7CS5.

Saavedra et al. (2003) testando vdrias cepas de E. faecium, incluindo a CRL 183,
verificaram que apenas as cepas CRL 988 e CRL 1385 mostraram atividade inibitéria
contra L. innocua 7 e L. monocytogenes Scott e foi verificado também que essas cepas
apresentaram o gene para a enterocina A. Entretanto, cepas que também possuiam esse
mesmo gene (CRL 397, CRL 210, CRL 485; CRL 47) ndo apresentaram atividade
inibitdria frente aos microrganismos indicadores testados. Por outro lado, a cepa CRL 35
apresentou espectro de inibi¢do, embora nio tenha apresentado o fragmento correspondente
a enterocina A, sugerindo que essa cepa produz um peptideo antimicrobiano diferente. No
entanto, a cepa CRL 183 ndo apresentou nem o espectro de inibi¢do, nem a seqiiéncia de

DNA correspondente ao gene de enterocina A (Saavedra et a. 2003).

Os resultados apresentados nesse trabalho representam um forte indicativo de que a

cepa CRL 183 ndo produz bacteriocinas, porém outros estudos precisam ser realizados



utilizando outros meios de cultura e outros microrganismos indicadores a fim de se ter um
melhor embasamento para se confirmar a incapacidade de produgdo de bacteriocinas por

€ssa cepa.

5.2 Estudo clinico

5.2.1 Viabilidade do Enterococcus faecium CRL 183 e do Lactobacillus helveticus ssp

Jjugurti 416 nos diversos lotes do produto fermentado a base de soja

Os resultados de viabilidade dos microrganismos (cocos e bacilos) nos diferentes
lotes de “iogurte” de soja administrados aos voluntarios do estudo estdo apresentados na

Tabela 24.

Tabela 24. Viabilidade dos microrganismos utilizados na fermenta¢do do produto a base de

soja em 4 lotes de processamento.

Semana "Togurte'" de soja
Lotes L. helveticus ssp jugurti* (UFC/g) E. faecium** (UFC/g)
1 52x10° 9,0 x 10°
2 1,3x 10° 8,1 x 10°
3 6,2 x 10° 59x10°
4 6,0 x 10° 6,1 x 10°

*Agar MRS (Acumedia, EUA)
**Agar M17 (Acumedia, EUA)

Pode-se verificar que nos 4 lotes foi obtido uma contagem de cocos na ordem de
108 UFC/g. Embora seja uma concentracio menor do que aquela obtida nos lotes
processados para a administracdo aos animais, esse nimero ainda € adequado para que os
produtos sejam considerados probidticos (Vinderola e Reinheimer, 2000). Cabe destacar
que o produto em estudo (Figura 34) foi fermentado com um indéculo misto de
Lactobacillus helveticus ssp jugurti (bacilos) e Enterococcus faecium (cocos), sendo que

somente este ultimo € considerado probidtico.



Figura 34. Fotografia dos frascos de “logurte” de soja e produto nao fermentado, em

embalagens de 1 litro, distribuidos aos voluntarios.

5.2.2 Determinacao de pH e amonia fecais

Na Tabela 25 estdo apresentados os resultados do pH fecal dos voluntérios
pertencentes aos diferentes grupos em 3 pontos distintos do estudo: t=15 (15 dias
consumindo apenas a dieta habitual); t=45 (30 dias consumindo o “iogurte” de soja ou o
produto nao fermentado) e t=60 (15 dias apds o término do consumo do “iogurte” de soja
ou do produto ndo fermentado). O pH das fezes foi verificado ao final de cada periodo

experimental.

Pelos resultados apresentados na tabela 25, nem o consumo de “iogurte” de soja,
nem o do produto ndo fermentado foram capazes de alterar o pH fecal dos individuos ao
longo dos periodos estudados. No entanto, em termos de valores médios absolutos, os
individuos que consumiram o produto ndo fermentado apresentaram valor de pH fecal
menor apdés o consumo desse produto se comparado ao pH no inicio do periodo
experimental. Vale ressaltar que essa tendéncia ndo foi observada para os voluntdrios que

consumiram o produto fermentado.

Esses resultados diferem daqueles obtidos com animais, uma vez que tanto os ratos
que receberam o produto fermentado quanto os que receberam o produto nao fermentado
apresentaram um aumento significativo de pH fecal. Além de se tratar de modelos

experimentais diferentes, é importante destacar que os voluntdrios ndo modificaram sua



dieta habitual durante o periodo experimental. Esses fatores podem ter contribuido para

essa diferenca de resultados.

Tabela 25. Valores de pH fecal de voluntarios em diferentes tempos de estudo.

Grupos pH fecal
t=15 t=45 t=60
F 6,74 + 0,64 7.03 £ 0,36 6,89 + 0,76**
P 7.15+0,31%8 6,69 + 0,60** 6,90 + 0,59*A

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

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

F: individuos que consumiram 100 mL/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto)
(n=20); P: individuos que consumiram 100 mL/dia do produto ndo fermentado (n=20).

t=15 (15 dias consumindo apenas a dieta habitual); t=45 (30 dias consumindo “iogurte” de soja ou produto
nao fermentado); t=60 (15 dias apds o término do consumo dos produtos em estudo).

Bouhnik et al. (1996) investigando o efeito do consumo de leite fermentado com
bifidobactérias em humanos também ndo verificaram mudangas significativas ao longo de
trés periodos estudados (inicio, ingestio e pds-ingestao). Fato semelhante foi observado por
Spanhaak et al. (1998) em individuos que consumiram durante 4 semanas leite fermentado
por Lactobacillus casei Shirota. Por outro lado, Venturi et al. (1999) verificaram reducio
do pH fecal em pacientes com colite ulcerativa a partir do vigésimo dia de consumo de uma
mistura de probidticos (3 cepas de bifidobactérias, 4 cepas de lactobacilos e 1 cepa de
estreptococos). De acordo com Florent et al. (1985) o pH fecal ndo € necessariamente um

bom indicador para fermentacdo e acidez no célon.

A tabela 26 apresenta os resultados do contetido de amodnia fecal dos individuos
pertencentes aos dois grupos experimentais em 3 pontos distintos do estudo. O conteudo de

amonia das fezes foi verificado ao final de cada periodo.



Tabela 26. Contetido de amonia fecal (ppm) em voluntarios.

Conteido de amonia (ppm)

Grupos =15 t=45 t=60
F 46,30 + 12,33% 41,57 + 8,668 4821 +9,40*
P 42.49 + 10,58%A 32,52 +9,95% 44,44 + 13,34°A

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

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

F: individuos que consumiram 100 mL/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto)
(n=20); P: individuos que consumiram 100 mL/dia do produto nio fermentado (n=20).

t=15 (15 dias consumindo apenas a dieta habitual); t=45 (30 dias consumindo “iogurte” de soja ou produto
ndo fermentado); t=60 (15 dias ap6s o término do consumo dos produtos em estudo).

Com relag@o aos individuos que consumiram o “iogurte” de soja pode-se verificar
que nao houve diferenga significativa no conteido de amodnia fecal para os 3 periodos
analisados. Em termos de tendéncia, observa-se uma reduc¢do na concentracdo de amodnia
logo ap6s o consumo do produto fermentado. Entretanto, o valor da concentracdo de
amoOnia aumenta apds o término da administra¢do do produto. Esse comportamento também
pode ser observado para os voluntdrios que consumiram o produto ndo fermentado, no
entanto, em termos de valores médios absolutos, a redu¢dao no conteido de amodnia foi
maior apds o consumo desse produto (reducdo de aproximadamente 10 ppm) se comparado
com o consumo do produto fermentado (reducdo de aproximadamente 5 ppm). Apds o
término do consumo do produto ndo fermentado, o conteudo de amodnia foi estatisticamente

superior se comparado com o valor alcangado no t=45.

Assim como ocorreu para o pH fecal, os resultados do contetido de amonia fecal
também diferem daqueles obtidos com animais. Novamente aqui, diferencas no modelo

experimental e na dieta podem explicar os resultados.

Com base nos resultados do estudo com animais, pode-se verificar que o grupo que
consumiu o produto ndo fermentado mostrou redugdo significativa de bactérias do género
Clostridium, que de acordo com a literatura, estdo envolvidas com a produ¢@o de amonia no
intestino (Wrong e Vince, 1984). Em relacdo ao estudo com humanos, uma hipétese para a
redugdo, em termos de valores absolutos, do conteido de amodnia fecal dos individuos que

consumiram o produto nao fermentado também envolveria uma provavel diminui¢cdo na



populacdo de Clostridium sp. Porém, a enumeracdo de clostrideos nas fezes humanas nao

foi realizada.

5.2.3 Ensaios enzimaticos

As atividades da [-galactosidase, B-glucosidase e B-glucuronidase determinadas nas

fezes dos voluntérios por meio do sistema API-ZYM estdo apresentadas na figura 35.

Com relacdo a B-galactosidase, o consumo tanto do produto niao fermentado quanto
do “iogurte” de soja ndo provocaram alteracoes na atividade dessa enzima. Porém, o
consumo do produto ndao fermentado provocou aumento de 1 unidade na escala API da
atividade da enzima B-glucosidase, enquanto que os individuos que consumiram o
“logurte” de soja mostraram redu¢do em 1 unidade. Apds o término do consumo do

“logurte” de soja nota-se o aumento da atividade dessa enzima.

Em relagao a B-glucuronidase, o grupo de individuos que recebeu “iogurte” de soja
ndo apresentou alteracdo na atividade dessa enzima durante todo o periodo experimental.
No entanto, percebe-se que o consumo do produto ndo fermentado provocou aumento na
atividade dessa enzima. Com o término da administracdo desse produto a atividade volta a

cair 1 unidade na escala APIL.



Figura 35. Comparagdo

voluntarios utilizando o kit API-ZIM.

F: individuos que consumiram 100 mL/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto)

(n=20); P: individuos que consumiram 100 mL/dia do produto ndo fermentado (n=20).

t=15 (15 dias consumindo apenas a dieta habitual); t=45 (30 dias consumindo “iogurte” de soja ou produto

nao fermentado); t=60 (15 dias apds o término do consumo dos produtos em estudo).

Assim como no ensaio com animais, a atividade da enzima B-glucuronidase também

foi determinada por método espectrofotométrico e os resultados estdo apresentados na

tabela 27.
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Tabela 27. Atividade enzimética da B-glucuronidase (ug.min".g") nas fezes dos diferentes

grupos de estudo em 3 pontos distintos do periodo experimental.

Atividade da B-glucuronidase (ng.min™.g?)

Grupos
t=15 t=45 t=60
F 52,12 + 11,92 38,01 + 11,95 52,59 + 8,13
P 51,51 +7,09* 42,39 + 15,34* 49,00 + 15,51%

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

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

F: individuos que consumiram 100 mL/dia de “iogurte” de soja (10° UFC de E. faecium /mL de produto)
(n=20); P: individuos que consumiram 100 mL/dia do produto nio fermentado (n=20).

t=15 (15 dias consumindo apenas a dieta habitual); t=45 (30 dias consumindo “iogurte” de soja ou produto
ndo fermentado); t=60 (15 dias ap6s o término do consumo dos produtos em estudo).

Atividade B-glucuronidase (ug.min™'.g™): ug de fenolftaleina produzida por min por g de fezes

A partir dos resultados da Tabela 27, pode-se verificar que ndo houve diferenca
significativa entre os grupos no inicio do periodo experimental, no entanto, apos 0 consumo
do “iogurte” de soja os individuos apresentaram uma reducdo significativa da atividade
dessa enzima. Tal efeito ndo pdde ser evidenciado no grupo que recebeu o produto nao
fermentado. Embora se verifique, em termos de valores médios absolutos, uma redu¢@o na
atividade enzimatica apds o consumo do produto ndo fermentado (t=45), esse valor ndo foi
estatisticamente diferente daquele encontrado no inicio do experimento (t=15). Apds o
término do consumo do “iogurte” de soja a atividade da enzima volta a subir, atingindo

valor semelhante ao do inicio do experimento.

No entanto, quando comparamos os dois grupos em cada tempo, ndo se verifica
diferenca estatistica entre eles, mas, em termos de valores médios absolutos, os individuos

que consumiram o “iogurte” de soja apresentaram menor atividade da enzima.

Assim como ocorreu no experimento com animais, os resultados da atividade da [3-
glucuronidase obtidos pelo sistema API-ZYM no estudo clinico ndo foram semelhantes

aqueles obtidos pelo método espectrofotométrico.



Além disso, os resultados obtidos no ensaio em humanos foram diferentes daqueles
apresentados no ensaio com animais, ou seja, para os animais a redu¢io da atividade da B-
glucuronidase foi obtida com a administracio do produto ndo fermentado, ji para os

humanos esse efeito foi verificado com o consumo do “iogurte” de soja.

E importante salientar que, diferentemente do que ocorreu no experimento com ratos,
niao houve um controle da dieta dos voluntdrios participantes da pesquisa. Desta forma,
além de se tratar de modelos experimentais distintos, os resultados podem ter sido

influenciados pela dieta.

5.3 Ensaios realizados no Centro de Referencia para Lactobacilos (CERELA)
5.3.1 Determinacées enzimaticas (azorredutase e nitrorredutase)

As enzimas investigadas nesse estudo foram escolhidas por seu papel na
producdo de metabdlitos carcinogénicos a partir de substincias da dieta ou geradas

endogenamente (Goldin e Gorbach, 1977, 1980).

As atividades das enzimas azorredutase e nitrorredutase em fezes de camundongos

estdo apresentadas nas tabelas 28 e 29, respectivamente.

As bactérias fecais apresentam enzimas que podem ser induzidas ou reprimidas. A
habilidade de reduzir compostos azo e nitro pode ser influenciada por uma dieta rica em
carne e gordura (Mallet et al., 1983). No entanto, a reducdo do amaranto e do 4cido p-
nitrobenzdico ndo foram influenciadas pelo consumo da racdo a base de carne, ou seja, o
consumo de racdo a base de carne ndo induziu o aumento da atividade da azorredutase e
nitrorredutase nas fezes dos animais se comparado com os valores de referéncia (animais

que consumiram rag¢ao padrdo).

Pelos resultados apresentados na tabela 28, pdde-se notar que apenas os animais que
receberam o “iogurte” de soja durante 14 dias (T;4) apresentaram reducdo na atividade da

azorredutase quando se compara ao valor de referéncia (Ty) e ao T;. Esses resultados nao



puderam ser evidenciados nem para o grupo que recebeu a suspensdo de células, nem para

0 grupo que consumiu o produto nao fermentado.

Tabela 28. Atividade da azorredutase (umol.h™'.g™") no conteddo cecal de camundongos

BALB/c dos diferentes grupos experimentais.

Azorredutase (umol.h™.g™)

Grupos
TO T7 T14 T21
Basal 5,39 + 0,75 5,39 + 0,75 5,39 + 0,75%° 5,39 + 0,75
C 5,39 + 0,75 4,49+ 0,27% 4,37 +0,42% 4,71 +0,47°*
C+l 5,39 + 0,75" 4,37 + 0,59 2,57 +0,35% 4,26 + 1,55
C+EF 5,39 + 0,75 4,11 +1,52°4 3,94 +0,82° 4,02 + 0,99
C+P 5,39 +0,75°" 5,05 + 0,42 6,35 + 0,31 4,79 +0,04**

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

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Basal: racdo padrdo (valor de referéncia); C: racdo a base de carne; C+I: racdo a base de carne + 3 mL/kg de
peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja(10° UFC de E. faecium /mL de produto); C+EF: racio a base de carne
+ 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de E. faecium CRL 183 (10° UFC/mL) através do cultivo puro; C+P: ragdo a
base de carne + 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de produto ndo fermentado.

Ty (inicio, n=3); T; (7 dias consumindo, além das racdes formuladas, os produtos em estudo; n=3); T, (14
dias consumindo, além das ra¢des formuladas, os produtos em estudo; n=3); T, (7 dias consumindo as ragdes
formuladas; n=3)

Atividade da azorredutase foi expressa em micromoles de amaranth transformado por hora por grama de
fezes

Ao analisar os diferentes grupos no Tj4, nota-se que, os animais que receberam o
“logurte” de soja apresentaram atividade da azorredutase significativamente menor se
comparada aos animais tratados apenas com ra¢do de carne, 0 que nao ocorreu nos grupos
que consumiram a suspensdo de células e o produto ndo fermentado. Apds o término do
consumo do “iogurte” de soja (T»;), a atividade dessa enzima aumenta atingindo niveis
similares aos do grupo basal e ao do grupo que recebeu apenas racdo de carne. Esses
resultados sugerem que, mais do que a presenga do E. faecium CRL 183, os metabdlitos
formados durante o processo fermentativo podem ter contribuido para a reducdo da

atividade da azorredutase.



Os efeitos benéficos dos alimentos funcionais fermentados podem ser exercidos
diretamente pela ingestdo dos microrganismos vivos (probidticos) ou indiretamente como
resultado da ingestdo de metabdlitos microbianos produzidos durante a fermentacdo
(Vinderola, 2008). Durante esse processo, as bactérias dcido-laticas produzem uma ampla
variedade de metabdlitos secunddrios, alguns dos quais tém sido relacionados com
propriedades benéficas a saide. Dentre esses metabdlitos estdo: vitaminas do complexo B,
peptideos bioativos, dcidos organicos, exopolissacarideos, etc. A presenca de peptideos
bioativos em leite fermentado, juntamente com a capacidade da parede celular da bactéria
acido-latica em ativar o sistema imunoldgico poderia explicar os efeitos benéficos
observados em leites fermentados contendo, por exemplo, bactérias ndo vidveis (Vinderola,
2008; Morata de Ambrosini et al., 1996). Portanto, uma possivel explicacdo para o efeito
positivo do “iogurte” de soja, ao contrario da suspensdo do cultivo puro de E. faecium CRL
183, seria a presenca de metabodlitos bioativos formados durante o processo fermentativo,
0s quais seriam capazes de contribuir para a reducdo da atividade da azorredutase. Vale
ressaltar que a fermentacdo do “iogurte” de soja se da por uma acdo conjunta do E. faecium

CRL 183 e o L. helveticus ssp jugurti 416.

Com relagdo a nitrorredutase, apds 14 dias do periodo experimental, apenas os
animais que consumiram o produto fermentado apresentaram reducdo significativa da
atividade dessa enzima (T4). Verifica-se também pela tabela 29 que os animais que
receberam o “iogurte” de soja sdo os que possuem a menor atividade enzimdtica se
comparada aos demais grupos no Tj4. Assim como ocorreu com a azorredutase, acredita-se
que o efeito de reducao da atividade da nitrorredutase possa ser em fun¢do da presenca de
metabolitos formados durante a fermentacdo do produto, uma vez que nem a suspensdo de

E. faecium CRL 183, nem o produto nao fermentado apresentaram efeito positivo.

Estudos tém mostrado que a atividade de enzimas carcinogénicas tais como
nitrorredutase e P-glucuronidase apresenta-se diminuida em individuos sauddveis que
receberam a fragdo livre de células proveniente do produto fermentado com
Bifidobacterium breve (Romond et al., 1998). Esta mesma fracdo foi capaz de modificar
beneficamente a microbiota intestinal de camundongos e humanos (Romond et al., 1997;

Mullié et al., 2002).



Tabela 29. Atividade da nitrorredutase (umol.h'l.g'l) no conteuido cecal de camundongos

BALB/c dos diferentes grupos experimentais

Nitrorredutase (umol.h™".g™)

Grupos
To T, Tia Tas
Basal 0,77 £0,12* 0,77 £0,12* 0,77 £0,12%® 0,77 £0,12**
C 0,77 +0,12* 0,72 +0,07* 0,75 + 0,03%® 0,78 + 0,05
C+l 0,77 + 0,12 1,08 +0,19% 0,41 +0,15* 0,51 +0,07°*
C+EF 0,77 +0,12** 1,09 +0,09°® 1,10 + 0,08%° 0,73 +0,32*
C+P 0,77 £0,12* 0,82 + 0,06 1,10 + 0,10 0,77 £0,07**

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

Valores com letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05)
Basal: racdo padrdo (valor de referéncia); C: racdo a base de carne; C+I: racdo a base de carne + 3 mL/kg de
peso corpéreo/dia de “iogurte” de soja(10° UFC de E. faecium /mL de produto); C+EF: racio a base de carne
+ 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de E. faecium CRL 183 (10° UFC/mL) através do cultivo puro; C+P: ragdo a
base de carne + 3 mL/kg de peso corpéreo/dia de produto nido fermentado.

Ty (inicio, n=3); T; (7 dias consumindo, além das racdes formuladas, os produtos em estudo; n=3); T, (14
dias consumindo, além das ra¢des formuladas, os produtos em estudo; n=3); T, (7 dias consumindo as ragdes
formuladas; n=3)

Atividade da nitrorredutase foi expressa em micromoles de dcido p-aminobenzdico liberado por hora por
grama de fezes.

E importante destacar que apés o término da administra¢io do produto fermentado
(T21), a atividade da enzima tem uma pequena elevacdo, mas que nao chega a diferir
significativamente do periodo anterior T4, dando um indicativo de que, no caso da
nitrorredutase, o efeito do “iogurte” de soja pode permanecer mesmo depois de uma

semana do término da administracdo do produto.

Testes enzimaticos realizados com a cepa CRL 183 mostraram que, nas condi¢des

estudadas, ela ndo apresenta atividade para B-glucuronidase, nitrorredutase e azorredutase.

Um outro ponto que deve ser destacado, e que foi mencionado anteriormente, € que
o “iogurte” de soja é produzido a partir da fermentagdo do E. faecium CRL 183 juntamente
com Lactobacillus helveticus ssp jugurti 416. A presenca dessa cepa de lactobacilos
considerada, a principio, apenas como coadjuvante tecnolégico do processo fermentativo,
pode ter contribuido para o efeito positivo desse produto sobre reducdo da atividade dessas

enzimas carcinogénicas. Resultados de outro trabalho também desenvolvido em nosso



laboratério (dados nado publicados) mostraram que essa cepa apresenta algumas
propriedades probidticas, tais como a capacidade de resistir as condi¢des 4cidas e bésicas
do trato gastrintestinal, de aderir ao epitélio de células Caco-2 e impedir a adesdo da E. coli

O157:H7.

5.3.2 Pesquisa de fatores de viruléncia no E. faecium CRL 183

Os fatores de viruléncia sdo representados por qualquer componente do
microrganismo que aumente sua capacidade em causar ou potencializar a doenca. Desta
forma, mesmo uma substancia que nao seja toxica ao hospedeiro pode ser considerada um
fator de viruléncia se, em sua ausé€ncia, 0 microrganismo se tornar menos capaz de provocar
a doenca. Os genes e produtos de genes relacionados ao crescimento normal do

microrganismo estao excluidos dessa defini¢ao (Schaechter et al., 1999).

De acordo com resultados obtidos por Saavedra et al. (2003), o E. faecium CRL 183
€ uma bactéria 4cido-latica que apresenta auséncia do fator de viruléncia efaAfm e,

portanto, considerada segura para ser utilizada como cultura starter na produgdo de queijos.

A Figura 36 ilustra resultados de pesquisa de genes de viruléncia em E. faecium

CRL 183, obtidos por PCR.
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Figura 36. Auséncia de produtos de PCR obtidos de E. faecium CRL 183 utilizando primers
para diferentes fatores de viruléncia. (1) padrdao 1 kb; (2) hyl; (3) esp; (4) efaAfs; (5)
efaAfm; (6) cob; (7) cpd; (8) gel; (9) asa; (10) ccf; (11) cyt; (12) vanA; (13) vanB; (14)
vanC.

N3ao houve a detec¢ao de produtos da PCR a partir do uso de diferentes primers para
genes de viruléncia. Com respeito aos fatores de viruléncia, a FAO/WHO (2002)
recomenda, como um critério de seguranca importante para os probidticos, a auséncia de
tais fatores. Além disso, a auséncia de gene de resisténcia a antibidticos também € um fator

de extrema importancia na escolha de um probiético.



6 CONCLUSOES

Nas condi¢des de estudo pode-se afirmar que:

. O “iogurte” de soja e o cultivo puro provocaram um aumento tanto na populagdo do
género Enterococcus quanto na espécie E. faecium no célon e nas fezes dos animais,
indicando que esse microrganismo foi capaz de sobreviver as condi¢cdes do trato
gastrintestinal e aderir 2 mucosa intestinal. Tais resultados foram confirmados por meio de

PCR;

. O “iogurte” de soja permitiu a manutencao da populacao de E. faecium no célon dos

animais mesmo apds 15 dias do término da administracao desse produto;

. O “iogurte” de soja e o cultivo puro de E. faecium ndo foram capazes de provocar
reducdo na populagdo fecal de enterobactérias e Clostridium spp., embora tenham

propiciado um aumento na concentracao de Lactobacillus spp.;

° O cultivo puro de E. faecium permitiu uma redu¢do na populagdo fecal de

anaerdbios totais;

. O “logurte” de soja contribuiu para a redu¢do da populacdo fecal de Bacteroides
Spp-;
° O “iogurte” de soja e o cultivo puro de E. faecium nao foram capazes de provocar a

acidificacao das fezes dos animais, nem mesmo a redu¢do no conteuido fecal de amonia;

° Em ratos, o “iogurte” de soja e o cultivo puro de E. faecium nao influenciaram a
atividade da B-galactosidase, porém aumentaram a atividade da B-glucosidase e reduziram
a atividade da B-glucuronidase (API-ZYM). No entanto, o resultado da B-glucuronidase

nao foi confirmado quando a atividade foi determinada por método espectrofotométrico;

° A cepa E. faecium CRL 183 ndo foi capaz de produzir substancias antimicrobianas

frente aos microrganismos indicadores testados;



. O consumo de “iogurte” de soja ndo provocou alteragdes significativas no pH e
conteddos de amonia fecais dos individuos adultos, com idade entre 40 e 50 anos e de

ambos os sexos, embora tenha sido capaz de reduzir a atividade da enzima B-glucuronidase.

. Em camundongos, o consumo de “iogurte” de soja provocou reducdo na atividade

das enzimas nitrorredutase e azorredutase;

Frente ao exposto, pode-se afirmar que o “iogurte” de soja fermentado com o
Enterococcus faecium CRL 183, de maneira geral, tem o potencial para reduzir o risco de
cancer de coélon, principalmente pela sua capacidade de modular beneficamente a
microbiota intestinal, aumentando a popula¢dao de Lactobacillus spp. e reduzindo a de
Bacteroides spp., e diminuindo as atividades das enzimas B-glucoronidase, azorredutase e

nitrorredutase.
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