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RESUMO

YBARRA, LorenaMaria, D.S. Universidade Federal de Vigosa, marco de 2003. Influéncia de
prebidtico e sulfato ferroso na modulacdo da microbiota intestinal humana e murina e
do prebidtico associado ao célcio na biodisponibilidade de minerais. Orientadora: Cédlia
Ldcia de Luces Fortes Ferreira. Consalheiros: Neuza Maria Brunoro Costa e Paulo Roberto
Cecon.

O presente trabal ho teve como objetivos verificar o efeito de prebidtico (Raftiloss® P95
- FOS), (1 e 5%), probidtico (Bifidobacterium longum - 10° UFC/dia) e smbiético (5% FOS
+ B. longum) na biodisponibilidede de ferro, cacio e magnésio em ratos e na modulacdo da
microbiota murina (aerdbios totais, anaerobios totais, hifidobactérias e coliformes); o efeito de
calcio (2,5, 5,0 e 10,0g/kg) sobre a biodisponibilidade de ferro e magnésio, em 2 estudos in
vivo: biodisponibilidade de ferro (12 grupos experimentais, n=8) com duracdo de 35 dias, sendo
um periodo de replecdo de 14 dias (AOAC, 1994, modificado) e biodisponibilidade de minerais
(7 grupos experimentais, n=10). Foram verificados os efeitos in vitro (culturas em s&ie e
modelos intestinais) de diferentes niveis de sulfato ferroso (11, 22 e 33 mg/Kg, correspondentes
a 50, 100 e 150% dos niveis utilizados na composicdo do meio de cultura) sobre a microbiota
colénica humana e sua utilizagdo de FOS, por meio de andise da contagem celular totd,
bacterdides, bifidobactérias, clogtridios e bactérias sulfato redutoras pela técnica de hibridizacéo
fluorescente in situ (FISH), e contagem microbiolégica de enterobactérias, lactobacilos,
anaerdbios totais e bifidobactérias;, a producdo de &cidos organicos de cadeia curta: acético,
propiénico, isobutirico, n-butirico, isovalérico, n-vaérico, caproico, D- e L-lactato, determinados
por meio de cromatografia gasosa. Os resultados indicaram que a suplementacdo com FOS
(1%) ndo afetou a biodigponibilidade de ferro em animais submetidos a dietas deficientes em
ferro, porém aumentou a absor¢do de magnésio (p<0,05) e cdcio (p<0,05). Foi demongtrada
interacdo negativa entre cacio e ferro (p<0,01) e entre cacio e magnésio (p<0,05). Doses de
5% de FOS resultaram em diarréia nos animais e ndo aumentaram (p>0,05) a biodisponibilidade
de ferro de animais anémicos. A suplementacdo com B. longum tampouco influenciou (p>0,05)
a recuperacdo da anemia dos animais nem dterou (p>0,05) as contagens dos diferentes grupos
bacterianos intestinais. Em dietas controle verificou-se diminuicdo do grupo dos coliformes cecas
com aumento do teor de ferro da dieta (p<0,01). O efeito de FOS sobre a microbiota humana e
producdo de &cidos organicos depende do teor de ferro e do segmento intestind estudado.
Baixo teor de sulfato ferroso (11 mg/L) resultou em diminui¢do (p<0,01) de enterobactérias, em
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experimentos em modelo intestina. A incorporacdo de FOS estimulou esse grupo bacteriano
(p<0,01) em dietas com baixo teor de ferro, bem como bifidobactérias e lactobacilos em todos
0s segmentos e dietas. Dietas com ato teor de sulfato ferroso (33 mg/kg) e FOS estimularam o
grupo dos clogtridios. A incorporacéo de FOS a dietas com 11mg FeSO,/L resultou em
aumento da producéo de acetato (p<0,01), isobutirato (p<0,05), n-butirato (p<0,05) e
isovaerato (p<0,01) no recipiente que smula o colon ascendente; acetato (p<0,05) no cdlon
transverso e isobutirato (p<0,05) e caproato (p<0,01) no cdlon descendente. A incorporacéo de
FOS a dietas com 33mg FeSO,/L resultou na diminuicdo de n-vaerato (p<0,05) no colon
ascendente; aumento de propionato (p<0,05) e isobutirato (p<0,05) no colon transverso e
diminuicéo de acetato (p<0,05), propionato (p<0,05), n-butirato (p<0,01), isovaerato (p<0,05)
e n-vaerato (p<0,05) no cdlon descendente. Dietas com baixo teor de sulfato ferroso + FOS
resultaram em maior producdo de n-valerato (p<0,05) no cdlon ascendente; menor producéo de
propionato (p<0,05), isovaerato (p<0,05) e n-vaerato (p<0,05) no colon transverso; e maiores
concentragdes de acetato (p<0,05), isobutirato (p<0,05), n-butirato (p<0,05), n-vaerato
(p<0,01) e caproato (p<0,05) no cdlon descendente, quando comparadas com dietas com ato
teor de sulfato ferroso + FOS. Os experimentos indicam que a concentrag@ minera presente em
uma dieta pode vir a influenciar a sallde do hospedeiro, ndo apenas devido a biodisponibilidade
per si, mas por também influenciar a ecologia microbiana. Sugere-se um cuidadoso estudo das
doses de prebidticos a serem utilizadas, para evitar efeitos colaterais, como diarréia, que possam
vir ainfluenciar nos resultados fisioldgicos e novos estudos na &ea, com outros microorganismos
probidticos, como Lactobacillus sp. ou outras espécies de bifidobactérias, devido a diferencas
de metabolismo e adaptacéo dos mesmos a condicbes experimentais, outras substancias
prebidticas, que possam influenciar diferentes grupos microbianos eou, fontes dietéticas de
minerais, como dietas baseadas em arroz/feijdo, multimisturas, mais proximas da redidade

populaciond, em vez de suplementacdo com minerais inorganicos.
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ABSTRACT

YBARRA, Lorena Maria, D.S. Universidade Federd de Vigosa, March 2003. Prebiotic and
iron sulphate influence on rat’s and human intestinal microflora modulation and
prebiotic and calcium effects on mineral bioavailability. Advisor: Célia Licia de Luces
Fortes Ferreira. Committee members. Neuza Maria Brunoro Costa and Paulo Roberto
Cecon.

The am of thiswork is to verify prebiotic (Raftilose® P95 - FOS), (1 e 5%), probiotic
(Bifidobacterium longum - 108 UFC/day) and synbiotic (5% FOS + B. longum) effects on
ras iron, cdcdum and magnesium bioavailability and on their microflora modulation (tota
aerobes, anaerobes, hbifidbacteria and coliforms); calcium effect (2,5, 5,0 and10,0g/kg) on iron
and magnesum bioavailability, through 2 in vivo dudies iron bicavalability (12 experimenta
groups, n=8) during 35 days, with repletion period of 14 days (AOAC, 1994, modified) and
minerd bioavailahility (7 experimental groups, n=10). The effects of In vitro experiments (batch
cultures and gut models) using different iron sulphate levels (11, 22 and 33 mg/K g, corresponding
to 50, 100 and 1509% of levels used in compostion of culture medium) on human colonic
microflora and its FOS supplementation were evaluated. Microflora modulation was andysed
through total cdllular count analyss, bacteroides, bifid bacteria, clostridia and reducing sulphate
bacteria through fluorescent in situ hybridization (FISH), and microbiologica count of
enterobacteria, lactobacilli, total anaerobes and bifid bacteria. Short-chain fatty acids production
— SCFA (acetic, propionic, isobutyric, n-butyric, isovaeric, n-vaeric, caproic, D- and L-lactate)
was determined through gas-chromatography. Results have shown that FOS supplementation
(1%) did not affect iron bicavailability in animas on low iron content diets, but magnesum
(p<0.05) and cacium (p<0.05) absorption increased. Negative interaction between calcium and
iron (p<0.01) and between calcium and magnesium (p<0.05) was proved. FOS (5%) resulted in
diarrhoea in anaemic animas and did not increase (p>0.05) iron biocavailability. B. longum
supplementation (p>0.05) did not influence anaemia recovery of animas nor changed (p>0.05)
counts of different intestind bacterid groups. On control diets coliforms group was reduced with
increase of dietetic iron level (p<0.01). FOS effect on human microbiota and SCFA production
depends on iron content and on gut segment analysed. Low content of iron sulphate (11 mg/L)
resulted in enterobacteria decrease (p<0.01), in gut model experiments. FOS addition stimulated
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this bacteria group (p<0.01) on low iron content diets as well as hifid bacteria and lactobacilli on
al segments and diets. High iron sulphate diets (33 mg/kg) and FOS stimulated clogridia group.
FOS addition to 11mg FeSO,/L diets resulted in increase in acetate (p<0.01), isobutyrate
(p<0.05), n-butyrate (p<0.05) and isovalerate (p<0.01) productions in recipients that smulate
ascendant colon; acetate (p<0.05) in transversal colon and isobutyrate (p<0.05) and caproate
(p<0.01) in descendant no colon. FOS addition to 33mg FeSO,/L diets resulted in n-vaerate
(p<0.05) decrease in ascendant colon; propionate (p<0.05) and isobutyrate (p<0.05) increase in
transversal colon and acetate (p<0.05), propionate (p<0.05), n-butyrate (p<0.01), isovalerate
(p<0.05) and n-vaerato (p<0.05) decrease in descendant colon. Low iron sulphate content diets
supplemented with FOS resulted in higher n-valerate production (p<0.05) in ascendant colon;
lower propionate (p<0.05), isovderate (p<0.05) and n-valerate (p<0.05) production in
transversal colon; higher acetate (p<0.05), isobutyrate (p<0.05), n-butyrate (p<0.05), n-vaerae
(p<0.01) and caproate (p<0.05) concentration in descendant colon, when compared to high iron
sulphate content  supplemented with FOS diets. Experiences have shown that dietetic minerd can
not only influence host’s hedth because of their bicavailability but that they can dso influence
microbia ecology. We suggest detailed studies of prebiotic doses to avoid collaterd effects such
as diarrhoea, which could influence physiologic results. We aso suggest new studies on this area
with other probiotic microorganisms, such as Lactobacillus sp or with other species of
bifidbacteria, due to strains’ metabolic differences and adaptation’s to experimental conditions;
other prebiotic substances, that could influence different microbia groups and/ or minera sources
such as rice/lbeans, multi mixtures that could be closer to population dietetic base instead of such

inorganic mineras.
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Efeito de Prebiotico e Probiotico na Microbiota Intestinal

1. Introducao

A comunidade microbiana que habita o trato gastrointestinal ¢ caracterizada pela sua
alta densidade populacional, grande diversidade e complexidade de interacdes. As células
bacterianas exercem grande influéncia nos processos imunoldgicos, nutricionais,
fisiolégicos e protetores do hospedeiro (MACKIE et al., 1999).

A quantidade total de bactérias por grama de fezes humanas é superior a 10''. A
microbiota fecal dominante consiste de anaerdbios estritos, como Bacteroidaceae,
Eubacterium, Peptococcaceae e Bifidobacterium. Embora em individuos saudaveis a
composi¢do da microflora intestinal seja relativamente estavel, esta pode ser alterada com
fatores como idade, estado fisiologicos, drogas, doencgas, dieta, estresse (MITSUOKA,
1992).

Os microrganismos podem fazer parte da flora dominante, com niveis ao redor de 10'-
10" UFC/g de contetido, basicamente anaerobios como Bacteroides, Eubacterium,
Bifidobacterium e Peptostreptococcus; flora sub-dominante (intermediaria), onde sao
encontrados os anaerobios facultativos, como FEnterobacteriacea, Streptococci e
Lactobacilli; ou flora residual, composta por um grupo menor de microrganismos
patogénicos e oportunistas, sempre presentes em numeros inferiores a 10’ UFC/g
(HOLZAPFEL et al., 1998). Além disso, os microrganismos intestinais podem ser
divididos em trés grupos, dependendo da relagdio com o hospedeiro
(Figura 1). O primeiro grupo consiste em organismos simbidticos e constituem a flora
predominante; o segundo grupo inclui os organismos ubiqiiitarios, como E. coli ou grupo
dos Streptococcus, mas que ndo sdo predominantes no individuo saudavel e o terceiro
grupo de bactéria consiste nas patogé€nicas, algumas vezes produtoras de infegoes

autdgenas, normalmente encontrados em pequeno niamero (MITSUOKA, 1982).



Figura 1 — Interrelagdes entre Bactérias Intestinais ¢ Hospedeiro
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Fonte: MITSUOKA (1992)

Embora normalmente estavel, diversos fatores, extrinsecos e intrinsecos, podem afetar
o desenvolvimento da colonizacdo ¢ manutengdo da microbiota. Os fatores extrinsecos
incluem a microbiota do ambiente e dos alimentos, habitos alimentares e composi¢do da
microbiota materna, além de estresse dietético e de temperatura. A fisiologia do
hospedeiro, pH intestinal, potencial redox, peristaltismo, secregdes intestinais, sais biliares,
resposta imune, fatores microbianos como capacidade de adesdo, motilidade, flexibilidade
nutricional, tempo de geracdo e interagdes microbianas (sinergismo, antagonismo,
estimulacdo) seriam exemplos de fatores intrinsecos (HOLZAPFEL et al., 1998; MACKIE
et al., 1999).

A manipulac¢do do desenvolvimento da microbiota entérica pode ser realizada por meio
de controle de fatores externos que t€m efeito direto na composi¢do da microbiota, como
dieta e medicamento (MACKIE et al., 1999). A administracdo oral de preparados de
células bacterianas desejaveis e viaveis, denominados de probioticos, ou de prebidticos,

substancias que atuam estimulando seletivamente um grupo microbiano especifico pode
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ser benéfica ao hospedeiro. Oportunidades para a administragcdo de probidticos sao criadas
durante periodos de estresse ou antibioticoterapia, onde a administragdo de um
microrganismo benéfico pode prevenir a colonizagdo por um microrganismo transiente ou
patogénico. Além disso, os probioticos podem auxiliar ou promover o restabelecimento da
microbiota indigena. O objetivo desta revisdo ¢ resumir os conhecimentos adquiridos sobre
o efeito da administragdo de probidticos e prebidticos na composicdo e atividade

enzimatica da microflora intestinal.

2. Composicao e distribuicdo da microbiota intestinal

O trato digestorio do ser humano consiste em boca, cavidade oral, es6fago, estomago,
intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), intestino grosso (ceco, codlon ascendente, colon
transversal, colon descendente, colon sigmoidal) e reto (CUMMINGS e MACFARLANE,
1991).

O material intestinal apresenta uma elevada quantidade de microrganismos, alcangando
400 bilhdes por grama de conteudo (peso seco), correspondendo a cerca de 300-400
espécies cultivaveis e mais de 190 géneros (HOLZAPFEL et al., 1998). Em fezes de
humanos adultos, os microrganismos predominantes sdo anaerobios estritos, com
prevaléncia de Bacteroidaceae, seguido por FEubacteria, Lactobacilli anaerdbios,
Peptococcaceae e bifidobactérias. Outros anaerdbios encontrados pertencem as familias
Clostridia, Megasphareae e Veillonellae. A flora aerobia ¢ representada por coliformes,
Streptococci e Lactobacilli anaerdbios facultativos (MITSUOKA, 1982).

As bactérias enddgenas ndo sdo distribuidas aleatoriamente no trato gastrointestinal, ao
contrario, sdo distribuidas, em nivel de espécies e densidade populacional,
caracteristicamente em regioes especificas do trato, com maior densidade populacional no
intestino grosso. Esta distribui¢do (Tabela 1) ocorre em funcdo das condi¢des de cada
regido do trato, como disponibilidade de nutrientes, pH, potencial redox, fatores quimicos e
fisicos (MACKIE et al., 1999).

O estdmago e o intestino delgado proximal contém uma quantidade relativamente
pequena de microrganismos devido ao baixo pH, danoso para a maioria dos
microrganismos, ¢ rapido fluxo alimentar dessas regides (MACKIE et al., 1999). A
populagdo média nesses segmentos intestinais ¢ da ordem de 10> al0®> UFC/mL de

conteudo, e dominada principalmente por bactérias gram-positivas como Streptococci e



Lactobacilli

acido-tolerantes,

HOLZAPFEL et al., 1998).

Tabela 1 — Distribuicdo e composi¢ao da microbiota intestinal

além de

leveduras

(LAMBERT e HULL,

1996;

Sitio

Composiciao

UFC/mloug
de conteudo

PH

Potencial Oxi-
redox (mV)

Estomago

Lactobacillus
Leveduras
Streptococcus

0-10°

<3,0

+ 150

Duodeno-Jejuno

Similar ao estémago

10% - 10*

6,0-7,0

-50

Jejuno — ileo

Bacteroides
Bifidobacterium
Enterobacteriaceae
Fusobacterium
Lactobacillus
Streptococcus

10° - 107

6,0-7,0

-50a-150

Ileo — ceco

Bacteroides
Bifidobacterium
Clostridium
Enterobacteriaceae
Fusobacterium
Lactobacillus
Streptococcus

10° - 108

70-7,5

— 150 a—200

Colon

Bacteroides
Bifidobacterium
Clostridium
Enterobacteriaceae
Eubacterium
Fusobacterium
Peptococcus
Peptostreptococcus
Proteus
Pseudomonas
Ruminococcus
Staphylococcus
Streptococcus
Veillonella

1010 _ 1012

7,0-17,5

—200a-250

Fonte: adaptagdo de dados a partir de HOLZAPFEL et al. (1998); GOLDIN et al. (1994).

Em pessoas normais, a microbiota do intestino delgado ¢ relativamente simples e ndo ¢

, . . . . 4
encontrado grande nimero de microrganismos, com contagens geralmente inferiores a 10

UFC/g de conteudo. As principais espécies no duodeno e jejuno sdo Streptococci,

Lactobacilli e Veillonellae (MITSUOKA, 1982)

Seguindo em dire¢do ao ileo, observa-se um aumento no numero de E. coli ¢ de

bactérias anaerdbias, com um aumento no numero ¢ variedade de microrganismos, até



alcancar a valvula ileo-cecal (MITSUOKA, 1982). A populacdo no jejuno-ileo ¢ estimada
entre 10* a10° UFC/mL, podendo alcangar 10° UFC/g ou mL de contetido e é composta por
Lactobacilli, Entrerobacteriaceae,  Streptococci,  Bacteroides,  Bifidobacteria e
Fusobacteria (HOLZAPFEL et al., 1998; MACKIE et al., 1999).

O intestino grosso (colon) € o sitio primario da colonizacdo microbiana. Uma vez que
o alimento digerido passa da valvula ileocecal para o ceco, a velocidade de transito ¢
repentinamente reduzida e o nimero total de bactérias aumenta abruptamente a niveis de
10" a 10" UFC/ g ou mL de contetido. Essas bactérias colonizam o intestino grosso
utilizando o conteudo fecal proveniente do intestino delgado como meio de crescimento.
Outros fatores que favorecem o crescimento sd3o o baixo potencial redox e uma
concentracao relativamente alta de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (MACKIE et al.,
1999). A microbiota ¢ semelhante a das fezes, sendo Bacteroides, Eubacterium,
Bifidobactérias, Peptostreptococcus os principais grupos bacterianos do colon, com a
ocorréncia de um grupo menor de aerobios facultativos como coliformes, Enterococcus,
Lactobacillus, Staphylococcus ¢ Veillonella em niveis de 10° a 10° UFC/g de contetido
(HOLZAPFEL et al., 1998; MACKIE et al., 1999).

3. Colonizacio e Desenvolvimento da Microbiota

O termo coloniza¢do descreve uma populagdo bacteriana no trato gastrointestinal que
apresenta tamanho estavel, no tempo, sem necessidade de reintrodugdo periddica, quer seja
por utilizagdo de doses orais constantes ou por outros meios. Isso implica na multiplicagdo
da bactéria colonizante em um nicho intestinal particular e em uma taxa que iguala ou
excede a taxa de lavagem ou eliminagdo no sitio (MACKIE et al., 1999).

No interior do utero materno, o intestino do feto ¢é estéril. No momento do nascimento
este € contaminado por varias bactérias, originarias do canal vaginal e da pele da mae, das
maos de enfermeiras e do ar ambiental, que comegam a proliferar na mucosa da pele, trato
digestorio e respiratorio da criangca. O tipo de parto (cesareo, normal) e forma de
alimentagdo (aleitamento materno ou utilizagdo de formulas infantis) também influencia no
tipo de microrganismos que irdo colonizar o trato gastrointestinal (MACKIE et al., 1999) .

Cerca de 24 horas ap6s o nascimento, as fezes da maioria dos recém-nascidos contém
uma grande variedade de bactérias, incluindo coliformes, Enterococcus, Clostridia e
Staphylococci em variadas proporgoes (MITSUOKA, 1992). O intestino € inicialmente

colonizado por bactérias do acido latico, Enterobacteriaceae e Streptococci. Apos a
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introducdo de alimentos solidos, anaerobios estritos aumentam em nimero ¢ diversidade
até alcangarem patamar semelhante ao dos adultos. (MACKIE et al., 1999).

Trés a quatro dias apds o nascimento comega a proliferacdo de Bifidobacterium spp.
Em resposta ao aumento dessas bactérias, coliformes, Enterococcus e bactérias putrefativas
sdo restringidas e diminuem gradualmente. A microbiota intestinal de recém-nascidos se
estabiliza a partir da primeira semana, com predomindncia de bactérias bifidas,
acreditando-se que essa predomindncia tenha efeito na prevencdo de infegdes intestinais
(MITSUOKA, 1989).

Em beb&s amamentados ao peito, a microbiota fecal consiste principalmente de
bifidobactérias, com cerca de 1% de E. coli, Enterococci e Lactobacilli. Ja em bebes
alimentados com formulas infantis, embora bifidobactérias ainda constituam a maior parte
da flora, ocorre um aumento significativo de bactérias aerobias como E. coli e
Streptococci, além de anaerdbios como Bacteroides, Eubacteria e Peptococcaceae
(MITSUOKA, 1982).

Ao alcangarem os 2 anos, a microflora de criangas se assemelha a dos adultos, onde o
nimero de Bacteroidaceae, Eubacteria e Peptococcaceae pode ser maior do que de
bifidobactérias e os numeros de E. coli e Streptococci diminuem para valores inferiores a
10° UFC/ g (MITSUOKA, 1982).

Em idosos normalmente hd uma diminui¢do ou desaparecimento de bifidobactérias e
aumento de Clostridia, Lactobacilli, Streptococci € Enterobacteriaceae. Essas mudancas
sdo consideradas decorrentes do envelhecimento, mas podem auxiliar a acelerar o processo
de senescéncia. Existem evidéncias de que a presenca de bifidobactérias no intestino
grosso auxilia na manutenc¢ao da satde humana (MITSUOKA, 1992). O Grafico 1 resume

os efeitos da idade sobre a composi¢ao da microflora humana.



Grafico 1 — Mudanca da microbiota fecal com a idade
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4. Probioticos
O termo “probidtico” (pro = a favor de; bidtico - do grego “bios”- = vida) foi

primeiramente utilizado em 1965 por Lilly e Stillwell para descrever o efeito promotor do
crescimento de um microorganismo em outro. Em 1989 FULLER, definiu “probioticos”
como sendo microorganismos vivos, habitantes normais do trato intestinal e originarios da
espécie a qual se destinam, utilizados como aditivos alimentares com o objetivo de
melhorar o balango microbiano e, assim, promover a saide e o bem estar do hospedeiro.

O consumo de probioticos vem sendo utilizado para a manutengdo ou recuperagio do
equilibrio da microbiota intestinal (GILLILAND, 1989). A selecdo de microrganismos
probidticos baseia-se em certas caracteristicas fisiologicas e tecnologicas como: resisténcia
ao suco gastrico e sais biliares de forma a sobreviver a passagem pelo tubo digestivo
superior; capacidade de crescimento e sobrevivéncia no intestino; producdo de efeitos
benéficos quando no intestino; sobrevivéncia as condi¢des de processamento mantendo
viabilidade no alimento antes do consumo; auséncia de patogenicidade ou toxicidade
(KIM, 1988; GILLILAND, 1989). Algumas das bactérias mais utilizadas como
probiodticos, em produtos derivados do leite sdo: Lactobacillus casei, L. acidophilus, L.
rhamnosus GG, Bifidobacterium bifidum (B. bifidum), Bifidobacterium breve, B. longum,
Enterococcus, Pediococcus acidilactici (HULL et al., 1992; SANDERS, 1998;
MACFARLANE e CUMMINGS, 1999).



5. Efeito de probiodticos na composicao e metabolismo da microbiota

Além da reposi¢cdo da microbiota intestinal, os probidticos estdo associados com
modulacgdo do sistema imune (PERDIGON et al., 1986; KATO et al., 1994), aumento da
tolerancia a lactose, atividade antitumoral (REDDY, 1998; HIRAYAMA ¢ RAFTER,
2000), efeito hipocolesterolemiante (AKALIN et al., 1997) e inativagdo de compostos
toxicos aminados (ZHANG e OHTA 1991; GUERIN-DANAN et al.,1998). Além disso, os
probioticos estdo sendo pesquisados como veiculos na produgdo de vacinas (WELLS et al.,
1996; MERCENIER, 1999) e como moduladores da biodisponibilidade de alguns minerais
como calcio, magnésio e ferro (OHTA et al., 1994; OHTA et al., 1995; TAKAHARA et al.,
2000; SAKAI et al., 2000).

Muitas espécies de lactobacilos estdo sendo relacionadas com atividade antagonista
contra organismos enteropatogénicos como E. coli, Salmonella typhimurium, Clostridium
perfringens, S. aureus. A acdo antibacteriana foi associada com a produgdo de peroxido de
hidrogénio e acidos orgénicos, que podem inibir outros microrganismos, além de produgio
de substincias com acdo antibidtica, como acidofilina isolada de L. acidophilus e
bulgarican, isolada de L. bulgaricus (SHAHANI e AYEBO, 1980), enquanto
Bifidobacterium sp. produz substancias com efeito inibitdrio sobre Salmonella, Listeria,
Campylobacter e Shigella. Bifidobacterium infantis produz acidos organicos, como lactato
e acetato, que inibem E. coli e Clostridium perfringens (GIBSON e WANG, 1994).

Quando animais ou humanos sdo suplementados com bactérias produtoras de acido
latico, normalmente ocorre um aumento detectavel na contagem do organismo que foi
administrado (BERTAZZONI-MINELLI et al., 1996; SPANHAAK et al., 1998; FULLER,
1999), porém os efeitos sdo transitorios e desaparecem alguns dias apds o término do
tratamento (GILLILAND et al., 1978; BERTAZZONI-MINELLI et al., 1996; BOUHNIK
et al., 1996; SPANHAAK et al., 1998), indicando que, embora sobrevivam ao trato
gastrointestinal, as estirpes utilizadas ndo conseguem colonizar o intestino.

Os efeitos sobre os outros grupos bacterianos variam com a cepa administrada e
mostram-se controversos € nao conclusivos. GALLAHER et al. (1996) observaram que a
administracdo de Bifidobactérias e,ou, Lactobacillus acidophilus ndo apresentou alteracio
na contagem dos respectivos grupos bacterianos, porém foi verificada uma diminui¢do no
numero de C. perfringens,

Estudos in vitro com estirpes de L. plantarum, L. paracasei subsp. paracasei, L.
rhamnosus e Bifidobacterium sp. mostraram mudangas na composi¢ao da microbiota. Foi

encontrado um aumento marcante, embora temporario, no numero de bactérias do acido
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latico e bifidobactérias. As mudangas na produgdo de acido graxos de cadeia curta foram
pequenas. Os resultados mostraram um aumento do nimero de bactérias do acido latico
que, no entanto, diminuiu apos o término do tratamento, voltando aos valores iniciais. A
contagem de Enterobacteriaceae diminuiu acentuadamente enquanto FEnterococci
diminuiram durante o tratamento, mas aumentaram novamente ao término da
suplementacdo, alcancando niveis ainda maiores do que os iniciais. A producao de AGCC
total aumentou durante o tratamento e retornou aos valores iniciais ao término do mesmo
(ALANDER et al., 1999). Camundongos neonatos que receberam lactobacilos
apresentaram uma redu¢do significativa na contagem de coliformes aos 5 dias, porém os
efeitos ndo foram permanentes e desapareceram aos 10 dias (FULLER, 1999).

Conforme citado anteriormente, o tipo de aleitamento influi na composicdo da
microflora intestinal e beb&s amamentados apresentam Bifidobacteria como flora
dominante, o que estd associado a uma maior resisténcia a diarréia. A administragdo de B.
bifidum para bebés (6 meses a 3 anos) resultou em um aumento consideravel da populagao
de bifidobactérias (MISRA e KUILA, 1994). Em 1995 foi realizado um estudo com grupos
de bebés alimentados com formula infantil padrdo, férmula infantil biologicamente
modificada contendo Bifidobacterium bifidum e aleitamento materno. Os resultados
mostraram que o grupo alimentado com B. bifidum apresentou, apos 1 més, contagens de
bifidobactérias e valores de pH cecal e colonizacao por Enterococcus faecalis semelhantes
a de bebés com aleitamento materno e superiores aos de bebés alimentados com foérmula
infantil padrdo - sem o probiotico (LANGHENDRIES et al., 1995). A suplementacdo de
bebés (10 a 18 meses) com L. casei durante 1 més levou ao aumento na quantidade de
criangas com mais de 10° UFC de lactobacilos/g de fezes (GUERIN-DANAN et al., 1998).

O consumo de L. acidophilus resultou em um aumento no numero de lactobacilos
facultativos nas fezes, nimero que diminuiu ap6s a parada do consumo. Ndo houve
mudancas significativas nos outros grupos de microrganismos, provavelmente porque os
individuos estavam saudaveis, ndo apresentando desordens intestinais (GILLILAND et al.,
1978). Este resultado ndo foi confirmado por AYEBO et al. (1980), os quais verificaram
que a administragdo de leite acidéfilo em um grupo de voluntarios por um periodo de
quatro semanas resultou na diminui¢cdo da contagem de coliformes, mantida por 1 més
apos o término da suplementacdo, além de aumento na contagem de Lactobacillus.

Em outro trabalho com humanos, a suplementacdo com L. acidophilus ¢ B. bifidum
levou ao aumento do numero de anaerdbios totais, lactobacilos aerdbios e de

bifidobactérias fecais, mas ndo mostrou alteracdo na contagem de Enterobacteriaceae,



cocos anaerobios, Bacteroides, fungos e Staphylococcus. Dois meses apds o inicio do
tratamento, foi verificado um aumento significativo de E. coli e diminuicdo de niveis
médios de enterococos. Como em outros trabalhos, o efeito da administracdo de
probidticos cessou apds o término do tratamento (BERTAZZONI-MINELLI et al., 1996).

Japoneses saudaveis que consumiram iogurte contendo Lactobacillus GG apresentaram
aumento no numero de bifidobactérias e Lactobacillus GG fecais, e diminui¢ao do pH, do
numero de clostridios lecitinase negativa e da concentracdo fecal de amodnia. Como
conseqiiéncia, a porcentagem de bifidobactérias na microbiota fecal aumentou de 16,9%
para 36,0%. Bactérias aerobias, Enterobacteriaceae e Enterococcus apresentaram pequena
diminui¢do durante a administragdo do iogurte. Duas semanas apos o término do
tratamento houve o retorno aos valores iniciais de bifidobactérias. Nao houve diferenca
entre as contagens totais de Bacteroidaceae, Eubacterium, Peptostreptococcus, Veillonella
e Megasphaera, nem mudangas na atividade de enzimas bacterianas (B-glucuronidase, B-
glucosidase, urease) (BENNO et al., 1996).

A administragdo de L. casei Shirota, sob a forma de leite fermentado, levou a um
aumento significativo na contagem fecal desta espécie, além de um aumento da contagem
de lactobacilos totais, durante o periodo de tratamento, indicando que o consumo de maior
numero de lactobacilos leva a aumento da populacao e ndo a uma simples substituicdo dos
lactobacilos endogenos. Apds o término da administragdo, os valores de L. casei Shirota
retornaram aos niveis anteriores ao tratamento. Neste trabalho tampouco foi verificada
alteracdo  significativa de contagem de Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae,
Staphylococcus, S. aureus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus e leveduras (SPANHAAK
et al., 1998).

A ingestdo de B. lactis Bb-12 por criangas sauddveis também levou a altera¢do na
composicdo da microbiota fecal. Antes da ingestdo do probiotico, as bifidobactérias eram o
segundo grupo bacteriano predominante, correspondendo a 23% do total bacteriano nas
amostras fecais, sendo que B. lactis Bb-12 ndo tinha sido detectada em nenhuma amostra.
Durante a ingestdo, o nimero de bifidobactérias aumentou, alcangando 35% do total. A
estirpe administrada foi encontrada em 53% das amostras, porém 7 dias apds o término do
tratamento B. lactis ndo foi mais detectada em amostras e o niimero total de bifidobactérias
diminuiu. Nao foi detectada alteracdo nos outros grupos bacterianos (FUKUSHIMA et al.,

1998).
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A suplementag@o com Bifidobacterium bifidum ou Lactobacillus acidophilus levou ao
aumento de, respectivamente, 10 para 10° UFC de Bifidobacterialg fezes e de 10°*
para 10%* UFC de Lactobacilli/g, em humanos (FULLER, 1999).

Também pode ocorrer que a administragdo de uma determinada espécie aumente os
niveis de outra considerada benéfica. A suplementacdo de leitdes com FEnterococcus
faecalis induziu um aumento na contagem de Bifidobacteria viaveis, enquanto humanos
que receberam leite fermentado com L. acidophilus apresentaram um aumento
significativo tanto no nimero de Lactobacilli quanto de Bifidobacteria (FULLER, 1999).
A administragdo de L. casei ou L. casei Shirota em humanos foi associada com um
aumento significativo na contagem de Bifidobacterium (DJOUZI et al., 1997;
SPANHAAK et al., 1998), mas ndo apresentou efeito significativo na contagem de outros
microrganismos (SPANHAAK et al., 1998).

Alguns dos efeitos benéficos de probidticos sobre a saude do hospedeiro podem estar
associados a alteragdes na atividade de enzimas bacteriana. As mais estudadas sdo -
glucuronidase, azoredutase, nitroredutase, enzimas microbianas associadas a producdo de
compostos metabolicos toxicos, -galactosidase e a- e B-glucosidase, enzimas associadas
ao processo fermentativo. A nitroredutase fecal ¢ uma enzima que pode converter
compostos aromaticos nitrificados em aminas potencialmente danosas enquanto a
azoredutotase catalisa a formagdo de aminas aromaticas, algumas das quais apresentam
propriedades carcinogenéticas, a partir de azocompostos. A [P-galactosidase esta
associada a melhoria na digestdo de lactose e a-glucosidase melhora a fermentagdo de
amidos resistentes, o que leva a produgdo de butirato. A funcao de B-glucosidase ¢
controversa, sendo implicada tanto na geracdo de toxinas e quanto de derivados
bacterianos, que podem ter efeito protetor contra agentes quimicos que podem induzir
cancer.

Os efeitos sobre as enzimas variam de acordo com as cepas testadas. Os trabalhos
mostram que a atividade de B-glucuronidase ¢ reduzida com a utilizagao de probidticos
como Lactobacillus GG (FULLER, 1999); L. casei (DJOUZI et al., 1997, GUERIN-
DANAN et al., 1998), L. casei Shirota (SPANHAAAR et al., 1998), L. acidophilus
(AYEBO et al., 1980; GOLDIN e GORBACH, 1984; FULLER, 1999) e Bifidobacterium
bifidum (FULLER, 1999).

Aparentemente, ¢ necessario um periodo de pelo menos 10 dias para que ocorra o
efeito da suplementacdo com lactobacilos na atividade das enzimas, enquanto o efeito

observado dura por pelo menos 10 dias apds cessar o consumo (GOLDIN ¢ GORBACH,

11



1984). A administragdo de L. acidophilus (cepas NCFM e N2) a voluntérios resultou em
uma diminuigdo significativa e consistente da atividade de B-glucuronidase, nitroredutase e
azoredutase, que retornaram aos niveis normais quando a administracdo de probidtico
cessou (GOLDIN e GORBACH, 1984). O retorno aos niveis normais de atividade foi
primeiramente observado por AYEBO et al. (1980). A administracdo de leite acidofilo em
um grupo de voluntarios por um periodo de 4 semanas resultou em diminui¢do da atividade
metabolica de B-glucosidase e B-glucuronidase, que recuperaram os valores iniciais apos o
término do tratamento.

A associacdo de L. acidophilus e B. bifidum levou a uma reducdo significativa na
atividade de nitroredutase, embora ndo tivesse efeito sobre a atividade de azoredutase e de
B-glucuronidase, enquanto Lactobacillus GG reduziu a atividade de nitroredutase
(FULLER, 1999). A associagdo de iogurte e L. casei nao alterou pH ou atividade de p-
glucuronidase, porém foi observado um aumento na atividade de B-galactosidase e a- e -
glucosidase, além de aumento na concentragdo de AGCC total (DJOUZI et al., 1997). A
suplementacdo de bebés de 10 a 18 meses, com L. casei levou a uma diminui¢ao da
atividade de B-glucuronidase e B-glucosidase (GUERIN-DANAN et al., 1998), resultado
similar ao obtido com L. casei Shirota (SPANHAAK et al., 1998).

O efeito de um produto lacteo fermentado contendo Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium bifidum, Streptococcus lactis e S. cremoris foi estudado por MARTEAU
et al. (1990). O ensaio incluiu os periodos anterior e posterior a ingestdo do produto por
nove voluntarios (30 a 42 anos de idade). Ao contrario dos outros trabalhos, os autores nao
observaram alteracdo na atividade de B-glucuronidase. Tampouco foi verifica alteracdo na
atividade de [-galactosidase e azoredutase, enquanto nitroredutase diminuiu
significativamente durante o periodo de ingestdo, pela acdo de L. acidophilus viaveis que
induziriam a diminui¢do da atividade desta enzima, que manteve seu nivel reduzido nas 3
semanas seguintes ao término da administracdo. A atividade de B-glucosidase aumentou
significativamente durante a administragdo, provavelmente devido ao aumento de B.
bifidum, retornando aos valores normais apds o término da suplementagao (MARTEAU et
al., 1990).

Outro beneficio associado ao consumo de Lactobacillus acidophilus é a redugdo dos
niveis de amdnia em pacientes com encefalopatia hepatica, melhorando a sintomatologia
desta doenga. Uma redugdo similar nos niveis de amonia foi verificada em pacientes que

receberam preparacdo contendo B. breve e B. bifidum (FULLER, 1999). A regulagdo da
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atividade intestinal e o estimulo do crescimento de bifidobactérias e lactobacilos diminuiria
a producdo de amonia intestinal e sua conseqiiente absorgao.

Além de alterar a atividade enzimatica, a administragdo de L. casei Shirota também
levou a um aumento no conteudo de umidade da massa fecal e diminui¢do significativa da
concentragdo de acido graxos de cadeia curta nas fezes. O mecanismo sugerido para estas
alteracdes seria uma reducdo do tempo de transito intestinal, que teria como beneficio a
melhoria no estado de constipagdo e efeito protetor com relagdo ao risco de
desenvolvimento de cancer de cdlon, devido ao aumento na taxa de ecliminacdo de

compostos toxicos (SPANHAAK et al., 1998).

6. Prebioticos

Em 1975, Burkitt e Trowell sugeriram a hipotese da fibra dietética, pela qual uma dieta
deficiente em fibras aumentaria o risco de desenvolvimento de desordens intestinais como
constipacdo, doenca diverticular, hemorrdidas e cancer de colon, além de desordens
sistémicas que incluem doencas cardiovasculares, diabetes ¢ obesidade (JENKINS et al.,
1999). Em 1995 foi introduzido o conceito de prebidtico, como sendo um ingrediente
alimentar, geralmente carboidrato ou fibra, ndo digerivel pelas enzimas do trato
gastrointestinal, que afeta de forma benéfica o hospedeiro ao estimular seletivamente o
crescimento e,ou, atividade de um ou um limitado nimero de bactérias no célon que
podem melhorar a satide do hospedeiro (GIBSON e ROBERFROID, 1995).

Os prebioticos mais estudados e suas estruturas quimicas sdo mostrados na Figura 2.

Desses os mais utilizados sdo lactulose, frutooligossacarideo (FOS) e inulina.
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Figura 2 - Estrutura quimica dos oligosacarideos mais estudados
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A lactulose, associada ao aumento da atividade lactofermentativa de Lactobacillus, e os
fructooligossacarideos e inulina, que estimulam o crescimento de Bifidobacterium, sdo os
prebidticos mais estudados e comercializados, porém outros carboidratos como
galactooligossacarideos  (GOS),  glicooligossacarideos,  xilooligossacarideos ¢
oligossacarideos de soja estdo despertando interesse nos ultimos anos (O’SULLIVAN,
1996).

Nas ultimas décadas varios oligossacarideos tém sido estudados no Japdo. Essas
substancias ndo sdo digeridas por enzimas humanas, mas sio hidrolizadas em varios graus
por bactérias do colon, com a produgio de acidos organicos, principalmente acidos graxos
de cadeia curta (AGCC). A maioria dos oligossacarideos sdo fermentados in vitro por
bactérias do género Bifidobacterium (exceto B. bifidum) e em grau limitado por
Lactobacillus salivarius, Mitsuokella multiacida, Megamonas hypermegas, grupo do
Bacteroides fragilis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus e algumas espécies de
Clostridium e Peptococcus, mas ndo sdo fermentados por C. perfringens e E. coli

(MITSUOKA, 1992)

6.1. Importancia de produtos da fermentagdo colénica

Os principais produtos de fermentagdo no intestino grosso de animais e seres humanos
sd0 os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente acetato, propionato e
butirato. Em menor grau ocorre a producdo de lactato, succinato, acidos graxos
ramificados, isobutirato, 2-metilbutirato e isovalerato, produtos de fermentacdo de
aminoacidos. Outros produtos da fermentagdo microbiana incluem indol, fenol, aminas e
amonia, geradas durante o catabolismo de aminoacidos, além de gases como H,, CO; e
CH4 (CUMMINGS e MACFARLANE, 1991).

Os AGCC sao absorvidos pelo intestino e permitem que o organismo recupere energia
de componentes dietéticos ndo digeridos nas partes superiores do trato gastrointestinal.
Esta energia recuperada pode variar de 10 a 30% das necessidades metabdlicas basais do
organismo (CUMMINGS e MACFARLANE, 1991).

A absorcdo de AGCC parece ser dependente da concentragdo e o transporte ¢é
associado com o aparecimento de ions de bicarbonato e estimulo da absorgdo de sodio. A
principal via de absorcdo ¢ a difusdo passiva do forma protonada através da membrana do

colonocito (CUMMINGS e MACFARLANE, 1991).
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A formagdo de AGCC tem importancia especial por serem estes fonte de energia e
substrato para o crescimento bacteriano, serem precursores da biossintese lipidica na
mucosa do enterdcito e estarem relacionados a diversos efeitos organicos, locais e

sistémicos, resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 — Beneficios atribuidos a 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC) produzidos pela

microbiota intestinal.

AGCC Efeitos especificos Beneficios
AGCC totais  Diminui¢do do pH Diminuicdo da biodisponibilidade de
compostos alcalinos citotoxicos
Inibigdo do crescimento de
microrganismos sensiveis ao pH
Acetato Possivelmente aumenta a absor¢do Diminuicdo das perdas fecais de célcio e
de célcio e magnésio magnésio
Diminuicao da resisténcia dos vasos ~Aumento do fluxo venoso portal hepatico
sangiiineos e do colon
Metabolizado  pelos  musculos Fonte de energia
cardiaco e esquelético e pelo cérebro
Propionato Aumento da contracdo muscular do Laxagdo mais facil, aliviando a
colon constipacao
Diminuicdo da resisténcia dos vasos ~Aumento do fluxo venoso portal hepatico
sangiiineos e do colon
Estimulo ao transporte de eletrolitos Maior absor¢do de ions e fluidos,
no colon prevenindo a diarréia
Proliferacdo do epitélio do colon Possivel aumento da capacidade de
absor¢do
Precursor de gliconeogenese Fonte de energia
Inibi¢do da sintese do colesterol Diminui¢do do colesterol sérico (ratos e
hepatico e,ou, redistribuico do  suinos)
colesterol do plasma para o figado.
Butirato Diminuig¢ao da resisténcia dos vasos ~Aumento do fluxo venoso portal hepatico

sangiiineos

Metabolizado pelas células epiteliais
do colon

Manutengdo do fenotipo normal de
colonocitos

Estimulo do transporte de eletrdlitos
no célon

Modulagdo do metabolismo de
acidos nucléicos

Inibicdo da acdo enzima histona
deacetilase no nucleo celular

e do colon

Manutengdo da integridade da mucosa,
reparo de colites ulcerativas, proliferagdo
de colonocitos

Diminui o risco de malignidade

Maior absor¢do de ions e fluidos,

prevenindo a diarréia.

Quando em baixas concentragdes, leva a
redugdo da sintese de DNA

Facilita o reparo de DNA, diminuindo a
taxa de mutagdes.

Fonte: adaptado de CUMMINGS e MACFARLANE (1991) e TOOPING (1996).
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Os AGCC possuem a capacidade de diminuir o pH coldnico, mudanga relacionada
com prote¢do contra carcinogénese colonica, por meio da redugdo das biodisponibilidade
de aminas toxicas (TOOPING, 1996).

O butirato ¢ a principal fonte de energia das células epiteliais da mucosa colonica e
atua na modulacdo do metabolismo de acidos nucléicos, com efeito principalmente na
regulacdo da expressdo génica e crescimento. Baixas concentragdes deste acido reduzem a
sintese de DNA e suprimem a proliferacdo de varios tipos celulares. O butirato inibe a agao
enzima histona deacetilase no nucleo celular, permitindo que ocorra a hiperacetilagdo de
proteinas histonas. Esta hiperacetilacdo leva a abertura da estrutura do DNA, facilitando o
acesso de enzimas que reparam danos no DNA (CUMMINGS e MACFARLANE, 1991;
TOOPING, 1996).

O propionato ¢ o maior precursor de gliconeogenese em ruminantes e a sua
suplementacdo estd associada a diminuicdo do colesterol sérico em ratos e suinos, pela
inibi¢do da sintese do colesterol hepatico e,ou, redistribuicdo do colesterol do plasma para
o figado, enquanto o acetato é metabolizado pelos musculos cardiaco e esquelético e pelo
cérebro (CUMMINGS e MACFARLANE, 1991), além de promover diminui¢do da
resisténcia dos vasos da rede vascular colonica, contribuindo para a manuten¢ao do fluxo
sangiiineo tanto para o figado quanto para o colon. Este 4cido também potencializa os
efeitos de propionato e butirato no estimulo da absor¢do de magnésio e outros ions no
c6lon (TOOPING, 1996).

Dos outros derivados da fermentacdo, os que recebem maior atengcdo sdo amonia,
indoles e fenodis, devido ao seu carater toxico. A amoénia induz uma aceleracdo na
renovacgdo celular e geralmente ¢ mais toxica para células saudaveis do que transformadas,
0 que pode selecionar linhagens cancerigenas. Sua concentragdo pode ser diminuida no
limem intestinal por fermentagdo ativa de carboidratos, estimulando o requerimento
bacteriano por nitrogénio devido ao aumento do crescimento. Compostos fenolicos e
inddlicos sdo resultantes da deaminacdo de aminoacidos aromaticos e sio normalmente
detoxificados por conjugacdo com glucuronideos ou sulfatos no figado e excretados na
urina. Indoles e fenoles atuam como pro-carcinogénicos (CUMMINGS e MACFARLANE,
1991).

Os AGCC atuam no controle do pH colonico e promovem o aumento de absor¢do de
ions como calcio, magnésio e ferro (TRINIDAD et al., 1996). Entre os efeitos sistémicos

podem ser citados a agdo como reguladores de vias metabdlicas chaves como
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gliconeogénese, lipogénese e metabolismo de dacidos nucléicos (CUMMINGS e

MACFARLANE, 1991).

6.2. Caracteristicas de alguns prebioticos

Os FOS sdo polimeros de D-frutose, com ligagcdes B(2-1) e com uma ligacdo terminal
a(1-2) D-glicose. Esse grau de polimerizagdo (GP) pode variar de 2 a 60, sendo que
polimeros com GP maior que 30 sdo normalmente chamados de inulina. O termo
oligofrutose compreende, por sua vez, as fragdes com menor peso molecular (GP 2 a 20)
(O’SULLIVAN, 1996).

O principal grupo bacteriano que fermenta os FOS ¢ o das bifidobactérias (exceto B.
bifidum). Algumas espécies de lactobacilos como L. acidophilus e L. casei também podem
utiliza-los como substrato (KAPLAN e HUTKINS, 2000). Existem evidéncias de que
Bacteroides spp., Peptostreptococcus spp., Klebisiella, S. Aureus, S. epidermidis, E.
Faecalis, E. faecium e Clostridium spp. (principalmente C. Butyricum) também poderiam
fermentar esses prebidticos, embora em pequena escala (O’SULLIVAN, 1996;
ROBERFROID et al., 1998, HAVENAAR et al., 1999). A inulina nio ¢ fermentada por B.
longum e a fermentacdo por B. infantis e B. adolescentis ¢ limitada, indicando que sua
administracdo deve ser acompanhada de ingestdo de Bifidobactérias que estejam adaptadas
a esse substrato (HAVENAAR et al., 1999).

Como resultado da fermentagdo, ocorre a formacdo de biomassa bacteriana, lactato,
dioxido de carbono, metano, hidrogénio além de 4cidos graxos de cadeia curta (AGCC),
principalmente acetato, propionato e butirato (OHTA et al.,, 1994; GIBSON e
ROBERFROID, 1995). A fermentacdo in vitro de FOS leva a produgao de 40 % de AGCC
(acetato: propionato: butirato = 81:13:6), 15% de L-lactato, 5% de dioxido de carbono e
40% de biomassa bacteriana (GIBSON e ROBERFROID, 1995) e resulta em diminui¢do
do pH do meio.

Estudos sobre a fermentagdo in vitro de inulina mostraram a produ¢@o principalmente
de CO,, algum H, e pouco CHs. Em uma fermentacdo de 24 horas foram produzidos
AGCC, uma quantidade moderada de acido latico e alta quantidade de succinato
(HAVENAAR et al., 1999). O espectro de AGCC nao foi muito diferente do observado
com FOS e outros carboidratos (razdo molar acetato: propionato: butirato = 73:19:8).

Experimentos in vifro mostraram que tanto FOS quanto inulina sfo rapida e
completamente metabolizados pela flora microbiana. A taxa relativa de fermentacdo

mostrou-se similar para ambas substancias, porém uma analise mais detalhada revelou que
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a taxa de degradacdo de oligomeros com GP < 10 foi aproximadamente 2 vezes maior do
que a de moléculas com maior DP. A razdo desta diferenca na metaboliza¢do ainda ndo foi
determinada (ROBERFROID et al., 1998).

A fermentacdo de FOS e inulina necessita de enzimas especificas. Bifidobactérias
possuem 2,1-B-D-fructono-fructanohidrolase intracelular e produzem B-fructosidase para a
fermentagdo de FOS, enquanto ¢ necessario a sintese de inulinases para a degradagdo de
inulina. A atividade dessas enzimas ¢ influenciada pelo grau de polimerizacao do substrato.
As enzimas que atuam sobre inulina sdo hidrolases (endo e exo inulinases, B-
fructofuranosidase) ou transferases (inulina fructotransferase, enzima depolimerizante). As
inulinases sintetizadas por bifidobacterias sdo associadas a parede celular (ROBERFROID
et al., 1998; HAVENAAR et al., 1999).

Com relacdo a outros prebioticos, estudos in vitro mostraram que a lactulose,
disacarideo (4-O-B-galctopiranosil-D-fructofuranose) que ¢ formado em pequenas
quantidades durante o aquecimento do leite, permite o crescimento de bifidobactérias, além
de uma grande variedade de bactérias do acido latico, que incluem Lactococcus lactis,
Streptococcus  thermophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum, Lb.
Acidophilus, Lb. Salivarius e Lb. Casei. Outros grupos, como Clostridium spp., E. coli,
Enterococcos faecalis e bacteroides também podem metabolizar este isdbmero da lactose
(O’SULLIVAN, 1996).

Estudos in vitro da fermentacdo de transgalactooligossacarideos (TOS) resultaram em
diminui¢do do pH inicial, de 6,9 para 5,2 no 7° dia, mantendo-se estavel neste patamar. A
proporgao inicial de acetato, propionato e butirato foi, respectivamente, de 50, 24 e 12%. A
adicao de TOS levou a um aumento na concentracdo de AGCC e alteracao das proporgdes,
com um aumento de acetato (51 para 65%) e diminuicdo de propionato (25 para 17%). A
presenca de lactato so foi detectada 2 dias ap6s a incorporagao de TOS (BOUHNIK et al.,
1997).

Os galactooligossacarideos também sdo formados a partir de lactose por uma reagao
de transgalactosilacdo. Sua utilizacdo in vitro por bactérias intestinais incluem
Bifidobacterium e algumas espécies de Bacteroides, Lactobacillus e Clostridium

perfringens (TANAKA e MATSUMOTO, 1998).
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6.3. Efeito de prebioticos sobre a microbiota intestinal e sobre o organismo.

O efeito mais aceito de inulina e oligofrutose sobre a microbiota colonica ¢ o aumento
do numero e propor¢do de bifidobactérias fecais. Os experimentos s3o consistentes em
mostrar um aumento na quantidade de bifidobactérias associado ou ndo com aumento de
lactobacilos, quando ha suplementagdo com prebidticos (MITSUOKA, 1992;
ROBERFROID et al., 1998; HAVENAAR et al., 1999). A ingestdo de inulina ou
oligofrutose esta associada a um aumento da massa fecal excretada, devido ao aumento da
biomassa bacteriana, além de aumento de nitrogénio fecal, possivelmente devido a maior
excregao de proteina bacteriana (JENKINS et al., 1999).

Experimentos in vitro mostraram que bifidobactérias presentes em um “pool” cecal de
origem humana incubado por 48 horas em meios contendo FOS ou inulina foram
estimuladas de forma seletiva, enquanto os niveis de E. coli e clostridios foram mantidos
relativamente estaveis (HAVENAAR et al., 1999).

Camundongos alimentados com FOS por 14 dias apresentaram um numero
significativamente maior de bifidobactérias em comparagdo com xilooligossacarideos e
grupo controle. A contagem total de bactérias anaerdbias ndo sofreu alteracdo, indicando
que o FOS foi utilizado seletivamente pelas bifidobactérias (Howard et al., 1995, citados
por HAVENAAR et al., 1999).

A ingestdo de leite fermentado com bifidobactérias (LFB) levou a um aumento no
total de bifidobactérias € uma diminui¢do na atividade de B-glucuronidase, em individuos
saudaveis. Quando BFM acrescido de inulina foi administrado, nao foi observada alteracao
na atividade dessa enzima. Os dados ndo mostraram diferenca com relacdo ao uso ou nao
de prebiotico e sobrevivéncia e pico de concentragdo fecal de bifidobactérias endogenas. A
fermentagdo de inulina produziu lactato e acetato, que podem ser o resultado de
fermentagdo por bifidobactérias, mas também butirato, o que sugere que outras bactérias
também participaram da fermentacdo de inulina. Aparentemente, os dados indicam que a
administracdo de BFM aumenta a propor¢ao de bifidobactérias na microbiota colonica e a
administracdo concomitante de inulina ndo exerce maiores modificacdes, porém uma
analise mais detalhada dos dados mostra que, 2 semanas ap6s a parada do consumo do
produto fermentado, os voluntarios que receberam inulina tiveram um nimero maior de
bifidobactérias comparadas com os voluntarios que receberam apenas o probidtico

(BOUHNIK et al., 1996).
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A ingestdo de FOS, em substitui¢do a sacarose, por individuos saudaveis, sob dieta
controlada, durante 45 dias mostrou um aumento acentuado de bifidobactérias, com
diminui¢do de bacteroides, Fusobacterium e clostridios. A contagem de outros grupos
bacterianos, aerdbios totais, anaerobios totais, lactobacilos, coliformes e cocos gram-
positivos, permaneceram inalteradas. Resultados similares foram obtidos com o uso de
inulina. O grupo dos Bacteroides predomina durante a ingestdo de sacarose, enquanto
bifidobactérias foram a flora dominante quando houve ingestdo de FOS (GIBSON, 1999).

Ratos colonizados com microbiota entérica humana suplementados com
galactooligossacarideos (GOS) e B. breve durante 4 semanas apresentaram um aumento na
concentracdo cecal de bactérias anaerobias totais, lactobacilos e bifidobactérias, além de
diminui¢do no numero de enterobactérias e do pH cecal. Galactooligossacarideos dietéticos
também foram associados com diminui¢do da atividade de B-glucuronidase (TANAKA e
MATSUMOTO, 1998).

Individuos suplementados com diferentes niveis de GOS mostraram um aumento
significativo e dose-dependente no niimero de bifidobactérias endogenas. Doses didrias de
3g de GOS promoveu o aumento de bifidobactérias e diminuicao de Bacteroidaceae € uma
dosagem diaria de 10g foi suficiente para que bifidobactérias fossem estabelecidas como
flora predominante. A administracdo simultdnea de GOS e B. breve resultou na supressao
de Bacteriodaceae e Enterobacteriaceae além de reducdo na excrecdo fecal de amonia
(TANAKA e MATSUMOTO, 1998).

O consumo isolado de oligossacarideos de soja (10g/dia) ou em combinagdo com
Bifidobacterium longum (6 x 10° UFC/dia) por parte de individuos saudaveis, resultou em
um aumento na porcentagem de bifidobactérias sobre a populacao total bacteriana das
fezes de 7,0% (controle) para 15,5% na suplementagdo apenas de oligossacarideo e de
8,1% (controle) para 18,3%, no grupo suplementado com oligossacarideo e bifidobactérias
(MITSUOKA, 1992).

logurte enriquecido com B. longum e 5g de lactulose, consumido por 12 voluntarios,
resultou no aumento da excre¢do de bifidobactérias, mas ndo houve diferencas na excregao
de bactérias totais, aerdbios, anaerobios, clostridios ¢ E. coli (O’SULLIVAN, 1996),
contrastando com os resultados obtidos por MITSUOKA (1992), que verificou diminui¢ao
do numero de C. perfringens nas fezes, além de diminui¢do de amodnia fecal, p-cresol e
fenol durante o periodo de consumo de lactulose.

Adultos que receberam uma dose diaria de 3 g de lactulose durante 2 semanas nao

apresentaram alteragdo na contagem total bacteriana, embora houvesse um aumento na
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contagem de bifidobactérias e diminuicdo de Bacteroidaceae e clostridios lecitinase-
positivo, incluindo C. perfringens. A porcentagem de bifidobactérias aumentou de 8,3%,
antes do tratamento, para 47,7%. Em outro estudo houve um aumento na quantidade de
Bifidobacterium fecal e da freqiiéncia de defecacdo quando individuos saudaveis
receberam doses diarias de iogurte ou leite fermentado contendo 0,65 ou 4,0 g lactulose
associado a Bifidobacterium (10° UFC/mL). Os efeitos foram mais intensos no grupo que
recebeu maior dose de lactulose (MIZOTA, 1996). A ingestdo de lactulose também foi
associada a diminui¢@o na produc¢do de indol e fenol, metabolitos das bactérias intestinais,
amoénia e da atividade de [B-glucuronidase, nitroredutase e azoredutase, além de uma
diminui¢do no pH fecal e aumento da umidade do bolo fecal (MIZOTA, 1996).

A rafinose é outro carboidrato que estd tendo suas propriedades bifidogénicas
estudadas. A utilizacdo de rafinose em ratos mostrou efeito estimulador na quantidade de
bifidobactérias, além de resultar em um aumento na concentra¢do cecal de lactobacilos e
na produgdo de acidos graxos volateis e diminuigcdo significativa do pH cecal, da
concentracdo cecal de estreptococos e de triacilglicerois totais. A associagdo com
Lactobacillus acidophilus resultou em aumento na concentragdo cecal de estreptococos, na
producao de butirato, da fragdo HDL de colesterol e do peso cecal (resultado da hipertrofia
do tecido como resposta ao aumento do conteudo fecal) e diminuicao de estafilococos e
clostridios, além de diminuicdo na atividade de azoredutase. Ndo houve alteracdo na
contagem de aerdbios totais ou anaerébios totais. O aumento na concentragdo de
lactobacilos indica que a rafinose pode estar sendo usada por certos lactobacilos de origem
cecal (TORTUERO et al., 1997).

Em 1997 foi realizado um extenso estudo sobre os efeitos de FOS, GOS e
glicooligossacarideos no metabolismo intestinal bacteriano. Os resultados mostraram que
FOS e TOS foram os substratos preferidos por bifidobactérias, que apresentaram um
aumento de 2 log nas fezes dos animais quando comparados com GOS ou dieta controle.
Enquanto GOS induziram um aumento da atividade de B-galactosidase, B-glucosidase e L-
glucosidase, e diminuicdo da atividade de B-glucuronidase, TOS aumentou a atividade de
B-galactosidase e FOS ndo exerceu efeito sobre nenhuma das enzimas. Animais
suplementados com dietas contendo GOS, TOS ou FOS apresentaram aumento do peso
cecal, diminui¢do do pH cecal mas nao alteraram a contagem total bacteriana. A
concentracdo de AGCC e a quantidade de acetato aumentou significativamente em todos
os grupos, mas o perfil diferiu com o tratamento: aumento de propionato foi observado

apenas com GOS, enquanto houve aumento da concentragdo de butirato com FOS e TOS.

22



Dietas contendo FOS e TOS levaram a um aumento significativo na excre¢ao de H, e CHy
enquanto GOS aumentaram apenas CHs. O aumento na producdo de butirato ¢ de H2
sugere que outras bactérias, como Clostridium, Eubacterium ou Peptostreptococcus,
produtoras de butirato, estdo envolvidas no metabolismo de FOS e TOS, seja pela hidrolise
dos produtos ou pela utilizacdo de metabolitos produzidos por bifidobactérias. O aumento
na producdo de propionato pode estar relacionado a habilidade de hidrolise de GOS por
Bacteroides (DJOUZI & ANDRIEUX, 1997).

Animais suplementados com TOS (5%) durante 4 semanas mostraram um aumento
significativo nas concentracdes fecais de bifidobactérias e anaerdbios totais. Embora
estudos in vitro tenham mostrado que transgalactooligossacarideos (TOS) sdo bons
substratos para o crescimento de enterobacteria, in vivo, TOS nao alterou os niveis desse
grupo bacteriano. A administra¢do prolongada de TOS levou a mudangas no metabolismo
fermentativo, com diminui¢do significativa no H, excretado via respiratoria, sem alteracao
das concentragdes de CHys (BOUHNIK et al., 1997), contrastando com os resultados
encontrados por DJOUZI & ANDRIEUX (1997), que observaram um aumento tanto nas
concentragdes de H, quanto de CHa.

O efeito bifidogénico de diferentes dosagens de FOS (1, 2, 3, 6 ¢ 8 g/dia) foi
pesquisado in vitro por Reading et al. (1998), citados por RAO (1999). Embora o nimero
de bifidobactérias tenha aumentado mesmo com doses de 1g/dia, outras bactérias incluindo
bacteroides, coliformes e cocos gram-positivos também cresceram bem com essa
quantidade de FOS. Ao se trabalhar com 2 g/dia de FOS, o aumento do nimero de
bifidobactérias foi mais seletivo. Os resultados indicaram que o efeito bifidogénico de
oligofrutose foi otimizado no nivel de 4g/dia.

A ingestdo de diferentes doses (2,5; 5; 10 ou 20g) diarias de FOS (GP< 4) por
voluntarios saudaveis, durante 7 dias foi pesquisada. Nenhuma das doses alterou a
contagem de anaerdbios totais, porém a contagem de bifidobactérias no 8° dia foi maior
nos grupos com consumo de 10g e 20g diarios, observando-se uma correlagao significativa
entre a dose de FOS ingerida e a contagem de bifidobactérias fecal. Devido ao fato do
consumo de 20g levar a maiores desconfortos entre os individuos, os autores sugeriram que
a dose 6tima e melhor tolerada de FOS, que aumenta de forma significativa bifidobactérias
fecais em voluntarios saudaveis com dieta normal, ¢ de 10g/dia (BOUHNIK et al., 1999).

Animais suplementados com FOS por um periodo prolongado (27 semanas)
apresentaram modificacdes nas alteracdes inicialmente observados, indicando que os

efeitos de FOS na composi¢do da microbiota cecal variam com o tempo de administra¢do
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(LE BLAY et al., 1999). Inicialmente (2 semanas) foi observado que o grupo
suplementado com FOS apresentou maior peso da parede cecal, maior concentragdo cecal
de AGCC totais, com aumento acentuado na concentracdo de butirato, aumento da
concentracdo de lactato (15x a inicial) e maior concentracao de bactérias do acido latico e
Lactobacillus sp., enquanto a contagem de anaerobios totais ndo foi alterada. Ao mesmo
tempo o pH cecal diminuiu acentuadamente nas primeiras 2 semanas, mas esta reducdo foi
minimizada durante o tratamento. No decorrer do experimento foi verificado uma
diminui¢@o no peso da parede cecal; o restabelecimento do nivel inicial de lactato, que foi
alcancado ao final do periodo experimental. O aumento na contagem de bactérias do acido
latico induzida pelo consumo de FOS ndo foi mantida e desapareceu apds 8 semanas,
enquanto as concentragdes de AGCC totais e butirato aumentam com o tempo. Os autores
sugerem que a ingestdo continua de FOS permite uma adaptagdo da microflora,
promovendo o crescimento e,ou, atividade metabodlica de bactérias que utilizam lactato.
Este mecanismo seria responsavel pela diminui¢do na concentragdo de lactato observada,
concomitante ao aumento na concentracdo de AGCC e butirato (LE BLAY et al., 1999).

Avaliando os resultados de diversos trabalhos que comparavam o efeito de diferentes
doses de fructanos sobre o aumento de bifidobactérias, ROBERFROID et al. (1998)
concluiram que ndo existiria correlacdo entre as varidveis, mas que o numero inicial de
bifidobactérias fecais, independente da dose do prebidtico, seria mais importante para a
obtenc¢ao dos aumentos verificados nas contagens desse grupo bacteriano.

Além de modificagées na microbiota, com aumento da massa fecal, outras alteragcoes
fisiologicas, locais e sist€émicas, foram associados a ingestdo de inulina e oligossacarideos.
Entre as modificagdes locais encontram-se o aumento da produgdo de AGCC, aumento da
absor¢ao de minerais e aumento da sintese de vitaminas do complexo B; enquanto
diminui¢do dos niveis de colesterol sérico, triglicérides, apoproteina e niveis de glicose,
diminuicdo de NHj3 e de uréia e modulacdo do sistema imune seriam consideradas
alteragdes sistémicas (MITSUOKA, 1992; JENKINS et al., 1999). A maioria dos
oligossacarideos aumenta o conteido de umidade fecal e diminui o pH fecal.

A adi¢do de oligofrutose na dieta de cdes resultou em intestinos mais longos, com
maior superficie ¢ maior massa de mucosa, quando comparado com o intestino de caes
alimentados com dieta contendo celulose, que é pobremente fermentavel (BUDDINGTON
e WEIHER, 1999). A inclusdo de oligofrutose e inulina na dieta de cdes também causou
um aumento na taxa de transporte ativo de glicose pela membrana apical, com respostas

maiores no intestino delgado proximal.
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A inclusdo de 10% de inulina ou oligossacarideos na dieta reduz a sintese hepética de
triglicerideos e triglicerideos VLDL plasmaticos, além de baixos niveis plasmaticos de
fosfolipideos e colesterol. A sintese de colesterol também pode ser modulada por AGCC,
com acetato atuando como estimulador e propionato como inibidor (JENKINS et al.,
1999).

Os niveis sangiiineos de NH3 e uréia podem ser reduzidos com a ingestdo de lactulose.
A diminuicdo esta associada ao crescimento de biomassa bacteriana, a qual necessita de
nitrogénio para seu desenvolvimento; e a acidificacdo do coélon que facilita a conversao de
NH; em NH4, composto menos absorvido (JENKINS et al., 1999). A administracdo de
lactulose diminuiu a excrecdo de hidrogénio respiratorio, apos 7 dias de administracdo de
0,6g/kg. A hipotese sugerida ¢ que a diminuicdo do pH intestinal inibiu a produgdo de
hidrogénio bacteriano e sua conseqiiente excre¢do (MIZOTA, 1996). A Figura 3 resume os

principais beneficios atribuidos aos prebidticos e probidticos e seus possiveis mecanismos.

7. Perspectivas de utilizaciao de probioticos e prebioticos em medicina

Os microrganismos probioticos apresentam importantes propriedades que os tornam
alternativas para a utilizagdo no tratamento e prevengdo de doengas do trato
gastrointestinal, como a habilidade de aderir a mucosa intestinal humana, uma colonizac¢ao
temporaria e potencialmente permanente do trato gastrointestinal, a produgdo de agentes
antimicrobianos resultando na inibi¢do do crescimento de patdégenos, além da tolerancia
aos sais biliares e suco gastrico. Além disso, a possibilidade de que bactérias do acido
latico e leites fermentados apresentem propriedades antimutagénica e anticancerigena vem
sendo pesquisada (LAMBERT e HULL, 1996).

A utilizacdo de estratégias alternativas ao uso de antibidticos para tratamento de
doencas entéricas estd recebendo muita atencao, devido a possibilidade de selecdo de cepas
resistentes que, embora ndo patogénicas, possam vir a transferir esta caracteristica para
microrganismos patogénicos, ao aumento de bactérias antibidtico-resistentes e a faléncia
de drogas no tratamento de algumas infe¢des, como no caso de diarréias causadas por

Clostridium difficile.

25



Figura 3 — Efeitos da ingestdo de prebioticos e probidticos na microbiota intestinal
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O administracdo de probidticos para o tratamento de diarréias, principalmente
rotaviroses em criangas ¢ diarréias associadas ao uso de antibioticos, mostraram resultados
satisfatorios, como a diminui¢do do tempo da doenca e a diminuicdo da recorréncia. Entre
0os microrganismos estudados e que apresentaram resultados positivos encontram-se:
Lactobacillus GG ATCC 53103, L. casei, L. johnsonii LJ-1 (LA-1), L. reuteri ATCC
55730, Bifidobacterium bifidum Bb-12 (KAILA et al., 1992; SAAVEDRA et al., 1994;
GORBACH, 1996; SPANHAAK et al., 1998, FULLER, 1999; MATTILA-SANDHOLM
et al., 1999).

Um dos fatores associados com a recuperagdo das diarréia por rotavirus ¢ um aumento
da resposta humoral ndo especifica. A administracdo de Lactobacillus GG para criangas
resultou em um aumento de IgA, IgG e do niumero de células secretoras de IgM no
intestino indicando que a melhoria do quadro de diarréia ¢ devido ao aumento da defesa
imune local (KAILA et al., 1992). A suplementacdo de criancas (5 a 24 meses) com
formula infantil contendo B. bifidum e S. thermophilus também mostrou resultados
positivos na reducdo da incidéncia de diarréia aguda e disseminacdo de rotavirus em
criangas admitidas em um hospital (SAAVEDRA et al., 1994). O uso de Lactobacillus GG
vem dando bons resultados no tratamento de diarréia causada por C. difficile (BENNETT
et al., 1996; SAXELIN, 1997).

A ingestdo de B. lactis Bb-12 por criancas saudaveis resultou em um aumento dos
niveis fecais de IgA total (associada com a eliminacdo de patogenos invasivos do trato
gastrointestinal) e anti-polivirus IgA (prevencdo da multiplicacdo de poliovirus por meio
da inibicdo de adesdo a superficie da mucosa) durante o tratamento, em criangas saudaveis.
O aumento de IgA pode contribuir para melhoria da resisténcia da mucosa intestinal contra
infegdes gastrointestinais (FUKUSHIMA et al., 1998), porém, apds o término de
tratamento, o nivel de IgA diminuiu e se aproximou do inicial.

O aumento na concentracdo de IgA total e de anti-B-lactoglobulina fecais também foi
observado em camundongos fémeas em fase de amamentacdo suplementados com B. lactis
Bb-12, sugerindo que o consumo de bifidobactérias pode aumentar a producdo local de
IgA no leite e no intestino. Este aumento pode ajudar na protecdo, tanto do filhote quanto
da mae, nas exposicdes a antigenos alimentares, prevenindo alergias alimentares
(FUKUSHIMA et al., 1999).

Ensaios in vitro e in vivo, com modelo animal, associaram a utilizacdo de Lactobacillus
acidophilus com a inibi¢ao do crescimento de bactérias do género Helicobacter, inclusive

H. pylori (LAMBERT e HULL, 1996; COCONNIER et al., 1998).
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Experimentos recentes mostraram que algumas estirpes de Bifidobacterium apresentam
potente efeito antagdnico contra E. coli O157. O grau de inibi¢do foi variavel, mas os
resultados mais satisfatorios foram obtidos com B. infantis e B. logum (GIBSON, 1999),
enquanto a utilizacao de L. acidophilus combateu com eficiéncia septicemia provocada por
linhagem patogénica de E. coli em animais de laboratério. Camundongos tratados
diariamente com L. acidophilus mostraram-se mais resistentes a varios patdgenos
intestinais, como Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae e Shigella flexneri (NICOLI et
al., 2000).

Além de efeito em doengas intestinais causadas por bactérias, probiodticos e prebidticos
tém sido associados a possiveis propriedade anticancerigenas, modulacdo na absorgdo de
minerais ¢ de colesterol e efeitos em doencgas sistémicas. A administragdo dietética de
oligofrutose e inulina e culturas liofilizadas de Bifidobacterium longum inibiu a formacao
de lesdes pré-neoplasicas no colon e carginogénese do colon e,ou, mamaria em modelos
animais (REDDY, 1998) e a administragdo de Bifidobacterium animalis exerce efeito
benéfico na prevencao e normalizacdo de altera¢des intestinais induzidas por deficiéncia de
zinco, em ratos, indicando a¢ao na defesa da mucosa intestinal (MENGHERI et al., 1999).

Ao regular a atividade intestinal, estimulando o crescimento de bifidobactérias e
diminuindo a produgdo de amonia, a lactulose reduz os niveis de amdnia no sangue e alivia
os sintomas da hiperamonaemia e da encefalopatia hepatica (MIZOTA, 1996). Prebioticos
como lactulose, FOS ¢ inulina também estdo sendo associados a aumentos na absor¢ao ou
retengdo de calcio, magnésio, zinco, cobre e ferro (OHTA et al., 1994; MIZOTA, 1996;
SAKALI et al., 2000).

A associacdo de L. acidophilus e B. bifidum levou a diminuicdo do numero e
severidade de sintomas de tensdo pré-mestrual (TPM) severa em 70% das mulheres
tratadas, com desaparecimento de vomitos, dor de cabega e coagulos menstruais, além de
melhoria na dismenorréia, depressdo, irritabilidade e entumecimento dos seios. Essa
melhoria foi associada a alteracdes na microbiota, pois mulheres com TPM severa
apresentaram menor quantidade de lactobacilos, bifidobactérias e anaerdbios totais e maior
namero de espécies de Clostridium e enteobacteriaceae do que individuos normais.
Administragdo dos probidticos induziu aumento nos niveis de lactobacilos, restabelecendo
parcialmente o balango intestinal, com diminui¢do do ntimero de clostridios. No entanto, o
efeito benéfico cessou 1 més apos o término da ingestdo dos probidticos (BERTAZZONI-

MINELLI et al., 1996).
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Influéncia de Probiéticos e Prebidticos na Absorciao de Minerais

1. Introducao

Ha uma crescente preocupacao da populagdo pela busca de alternativas naturais para
aumentar a qualidade de vida. Maiores cuidados com satde incluem a pratica de esportes e
uma busca constante de maiores informagdes sobre nutricdo e alimentos potencialmente
benéficos. O crescimento do setor de alimentos conhecidos como funcionais os quais, além
da funcdo nutritiva, proporcionam beneficios adicionais a saude do consumidor, tem sido
traduzida por maior oferta de alimentos enriquecidos com vitaminas e minerais ¢ de
alimentos contendo probidticos e prebioticos.

A observacdo do aumento da biodisponibilidade de minerais pelo consumo de
probioticos e prebioticos ¢ recente, sendo o calcio o foco principal, devido ao aumento da
incidéncia de osteoporose (IGARASHI et al., 1994; FRANCK, 1998; OHTA et al.,
1998a,b). Nos tltimos anos houve um crescente interesse por outros minerais como ferro e
magnésio (MOROHASHI et al., 1998; COSTA et al., 2000), bem como pela interagdo e

equilibrio entre esses minerais e os alimentos funcionais (GOLDIN, 1998).

2. Probidticos, prebioticos e biodisponibilidade de minerais.

Pouco se sabe sobre as interacdes entre as diversas espécies microbianas
comercialmente utilizadas para a preparacao de bebidas lacticas e absor¢do de minerais. Os
estudos sobre as interagdes entre essas diversas espécies e a absorcdo de minerais sdo
recentes € tomaram maior impulso no inicio da década de 90, com o aumento da
expectativa de vida da populacdo e conseqiiente aumento de doengas degenerativas como a
osteoporose. Os primeiros trabalhos enfocaram o calcio (IGARASHI et al., 1994) e,
posteriormente, o magnésio (OHTA et al.,, 1995a,b; YOUNES et al, 1996). Mais
recentemente, surgiram trabalhos relacionando prebidticos e microbiota coldnica a
absor¢ao de ferro (OHTA et al., 1998a,b; OHTA et al., 1999; SAKALI et al., 2000b).

O efeito de bactérias bifidas na absor¢ao de calcio foi documentado por IGARASHI

et al. (1994) que, trabalhando com camundongos fémeas ovariectomizadas e com
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osteoporose, verificaram que a administra¢do de B. longum e lactulose levou a um aumento
da absorgdo de calcio, com conseqliente melhoria da resisténcia dssea.

A utilizagdo de probioticos pode alterar a composicdo da microbiota intestinal pré-
estabelecida, porém esta modificagdo mostrou-se transitoria, com a diminui¢do das
bactérias exdgenas alguns dias ap6s a suspensdo de sua ingestdo (BOUHNIK et al., 1996).
Essa situacdo pode ser contornada por meio da utilizacdo de prebidticos ou fatores

bifidogénicos.

2.1. Importancia nutricional da absor¢do de cdlcio, magnésio e ferro

O calcio exerce papel fundamental na constituicdo de ossos e dentes, além ser o
estimulo inicial de wvarias fun¢des celulares como excitagdo/contragdo muscular,
estimulo/secrecao de histidina e acetilcolina, funcdo microtubular, mitose celular e
motilidade celular (ALLEN & WOOD, 1994) com o aumento da osteoporose, que ¢
caracterizada por fragilidade 6ssea decorrente de desmineralizacdo progressiva facilitando
a ocorréncia de fraturas, aumenta cada vez mais a importincia de uma ingestao adequada
de célcio, assim como de magnésio, pois este também ¢ necessario para a adequada
constitui¢do dos cristais de hidroxiapatita responsavel pela estrutura 6ssea. Ha fortes
evidéncias de que, simultaneamente aos procedimentos que visam a diminuicdo da
reabsor¢ao Ossea natural durante a velhice, maximizar a quantidade de massa dssea durante
a adolescéncia pode ser a chave para retardar e inclusive prevenir a osteoporose. Uma
forma de se obter esse resultado ¢ o aumento da ingestdo de célcio, fator atualmente muito
explorado pela industria (FRANCK, 1998).

O magnésio tem papel essencial em varias reagdes celulares, como sintese de acidos
graxos, proteina, fosforilagdo de glicose, formag¢do de adenosina monofosfato ciclica
(AMPc), além de constituinte da estrutura mineral ¢ssea. Devido a sua extensa distribui¢do
organica, a deficiéncia de magnésio pode levar a sintomatologia variada, que em humanos
incluem ndusea, vOmito, diarréia, hipocalcemia, anorexia, apatia, alteragoes
eletrocardiograficas, neurologicas e da personalidade, espasmos musculares e tremores,
ataxia, confusdo mental ¢ convulsdoes (VIEIRA, 2000). Em animais de laboratorio a
hipomagnesemia esta associada a crises epilépticas, hipocalcemia, tremores e convulsodes
que podem levar a morte (SHILS, 1994).

A deficiéncia de ferro € a patologia nutricional mais comum no mundo, atingindo
cerca de 2 bilhdes de pessoas, principalmente em paises em desenvolvimento
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(STOLTZFUS & DREYFUSS, 1999). No Brasil, a anemia ferropriva se manifesta de
forma endémica com uma prevaléncia média de 40% da populagdo, afetando
principalmente as mulheres em idade fértil, criangas e adolescentes (TORRES & SOUZA-
QUEIROZ, 2000). Por outro lado, a suplementacdo de ferro pode ser danosa para as
células entérica, e esta relacionada com a inducdo de colite e desenvolvimento de
carcinoma coloretal em camundongos (SERIL et al., 2002) e agravamento do estado
inflamatoério em colites em ratos, com alteragdes histologicas, amplificacdo da resposta
inflamatoria e do dano na mucosa intestinal (REIFEN et al., 2000).

A absor¢@o de minerais pode ocorrer por meio de transporte transcelular, dependente
de energia e também denominado de via ativa, onde o mineral absorvido pelo enterdcito,
passa para o citoplasma celular ¢ ¢ liberado na corrente sangiiinea; ou paracelular,
denominado via passiva, onde o ion passa diretamente para a corrente sangiiinea atraveés
das jungdes intercelulares. A absor¢do por via ativa pode ser influenciada por fatores
dietéticos e organicos. Compostos que quelam os minerais, menor tempo de permanéncia
do alimento ingerido no trato gastrointestinal, alteragdes no estado da mucosa intestinal
podem diminuir a absor¢do, enquanto diminuicdo das reservas organicas e algumas
vitaminas podem aumenta-la. A absor¢do passiva pode ser aumentada quando existe um
aumento da concentragdo do mineral no contetudo intestinal. Este aumento ¢ determinado
pela solubilidade intestinal do sal (dependente de pH e forma quimica) ¢ maior tempo de
permanéncia do alimento ingerido no limem intestinal.

Alguns procedimentos cirargicos também podem levar a deficiéncia de minerais. A
retirada do estdmago (gastrectomia), 6rgao importante na obtengdo de pH acido necessario
para a solubilizacdo de sais minerais, facilitando sua posterior absor¢ao no intestino, induz
a deficiéncia na absor¢do de calcio e também a anemia, inicialmente devido ao
sangramento durante a cirurgia (OHTA et al.,, 1998d) e também por a deficiéncia de

absorc¢ao do ferro dietético (SAKAI et al., 2000a).

2.2. Estudos com prebioticos, probioticos e minerais em animais

Cada segmento intestinal apresenta diferente capacidade de absor¢cdo de minerais.
Para verificar onde ocorreria a agdo de FOS e o papel do ceco na absor¢do de célcio e
magnésio, OHTA et al. (1994) trabalharam com ratos cecectomizados ou ndo e
suplementados ou ndo com FOS (5%), totalizando 4 tratamentos. Os animais

suplementados com FOS apresentaram menor pH do conteudo luminal e aumento
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significativo na concentracdo fecal de acetato. Os animais cecectomizados apresentaram
diminuicdo do pH deste segmento intestinal, indicativo de que FOS também sdo
fermentados no coélon. A incorporagdo de FOS diminuiu significativamente a excregdo de
magnésio, aumentando sua taxa de absor¢do em todos os animais, enquanto 0s animais
controle suplementados com FOS apresentaram diminuicao na excre¢do e aumento na taxa
de absor¢do de calcio. Os resultados indicaram diferentes papéis de FOS na absor¢do de
calcio e magnésio no intestino grosso: enquanto a absor¢cdo de magnésio ocorre
primariamente por processo passivo no segmento distal do trato gastrointestinal, inclusive
humano (COUDRAY et al., 1997), a absor¢do de calcio no ceco é quase inexistente em
animais sem suplementacio de FOS ou outro carboidrato fermentavel.
Frutooligosacarideos ou substincias que estimulem a fermentagdo intestinal no cdlon
aumentam a absor¢do de magnésio, enquanto para o calcio o efeito estimulante de FOS
ocorre principalmente no ceco.

Em 1989, DEMIGNE et al. estudaram o efeito de diversos carboidratos fermentaveis
no trato gastrointestinal. A administracdo de pectina (10%), lactulose (10%), Goma Guar
(10%) ou amido parcialmente digerido no intestino delgado (25 e 50%) e dieta isenta de
fibras sobre a concentragdo mineral no ceco de ratos germ- free (trato gastrointestinal
isento de microbiota) e convencionais mostrou que todos os carboidratos resultaram em um
aumento do ceco ¢ do peso da parede cecal. Nos animais germ-free, o peso do ceco foi
particularmente alto devido ao acimulo de varias substancias ndo degradadas, mas a
hipertrofia da parede cecal foi relativamente limitada, contrastando com os animais
convencionais, os quais apresentaram hipertrofia mais acentuada, devido a atividade
bacteriana nesta regido. Essa atividade levou a producdo de SCFAs, com conseqiiente
diminui¢do do pH do contetido cecal (que se apresentou proximo a neutralidade nos ratos
com dieta isenta de fibras) e estimulo dos enterocitos apicais, que se traduz por hipertrofia.
A producao de SCFAs, nos animais convencionais, aumentou a presenga de cations,
derivados do intestino delgado e da solubilizacdo de complexos minerais, no contetido
luminal, provavelmente para promover sua neutralizacdo. Esse aumento da concentragdo
de minerais favorece a absorcdo passiva. A incorporagdo de fibras resultou em um aumento
na concentracdo luminal de calcio, magnésio e fosfato, sendo que a de potassio quase
dobrou. Todos os carboidratos aumentaram a absor¢do de potdssio e magnésio, porém
lactulose teve maior efeito sobre o magnésio e o célcio (DEMIGNE et al., 1989).

A incorporacdo de lactulose (0,5 ou 1%) na dieta de ratos recém-desmamados nao

mostrou efeito positivo sobre a absor¢do de célcio, fosforo e ferro (NAGENDRA et al.,
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1994). Embora os autores tivessem verificado previamente que a lactulose estimulava
bactérias bifidas intestinais em ratos e promovia diminui¢do do pH, nessa experimentacao
ndo se observou alteracdo no pH fecal, provavelmente devido ao aumento na velocidade do
transito intestinal, causado pelo alto teor de lactulose. A nao diminui¢ao do pH teria como
conseqiiéncia a ndo solubilizacdo de sais minerais complexados presentes, fator importante
para o aumento da absor¢ao passiva.

Dietas contendo oligosacarideo (inulina 15%) ou isentas de fibras, associadas a
diferentes niveis de calcio (3 ou 8 g/Kg dieta) resultaram em diferengas no tamanho do
ceco, com os animais recebendo inulina apresentando aumento do ceco com hiperplasia de
sua parede, provavelmente resultado do estimulo de acidos graxos de cadeia curta,
aumentando o crescimento epitelial e a renovagdo celular. A hiperplasia observada, que
resulta em maior superficie de absor¢ao, ¢ postulado como um dos mecanismos associados
ao aumento observado na absor¢ao de minerais. As dietas com baixo teor de calcio, por sua
vez, acentuaram o aumento do ceco e promoveram um aumento na profundidade das
criptas (REMESY et al., 1993). Confirmando os dados encontrados por DEMIGNE et al.
(1989), ratos com dieta isenta de fibras apresentaram pH cecal proximo da neutralidade,
independente da quantidade de célcio, enquanto os animais que receberam inulina
apresentaram pH cecal acido e maiores concentragcdes de fosforo, célcio e magnésio. O
baixo nivel de calcio, juntamente a uma menor porcentagem de matéria seca, acentuou a
queda do pH cecal. A absor¢do de magnésio ¢ SCFAs foi mais eficiente em ratos
suplementados com inulina, os quais também apresentaram maior concentragdo total de
SCFAs, principalmente quando a concentragdo de célcio foi alta (REMESY et al., 1993).

O nivel de célcio dietético também mostrou influéncia sobre o pH e a quantidade de
acidos organicos presentes no ceco, em ratos. Animais suplementados com baixo nivel de
calcio (2,5g/Kg) apresentaram pH cecal baixo (5,0) e baixas concentragdes de SCFAs,
enquanto aqueles suplementados com dietas contendo 7,5g de célcio/Kg apresentaram pH
de 5,7, juntamente com maior concentragdo de SCFAs. A biodisponibilidade de alguns
minerais, especialmente calcio e fosforo, pode vir a exercer um papel importante na
estabilidade das fermentagdes simbidticas, que produzem maior quantidade de SCFA, e no
controle do pH do limem no intestino grosso (YOUNES et al., 1996). Uma maior
concentragdo de calcio neutralizaria os acidos graxos em excesso, por meio de
complexacdo, produndo sais (lactato, propionato, butirato). Ao mesmo tempo, este
sistema-tampao evita uma diminui¢ao acentuada do pH, que teria efeito depressor sobre o

metabolismo da microbiota intestinal.
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Descreveu-se, em animais alimentados com inulina, a presenga de um sistema
tampdo no ceco envolvendo o pool contendo Ca-P (REMESY et al., 1993). Esse pool de
calcio insoluvel atuaria contrabalangando a acidificacdo cecal no caso de fermentagdes
acentuadas, evitando uma diminui¢do excessiva do pH. A concentragdao de acidos butirico
e propidnico no ceco diminuiram significativamente nos animais alimentados com dieta
com baixo conteudo de calcio, embora isto possa ser resultado de uma acidificagdo
excessiva e depressdao no crescimento de microrganismos produtores de SCFA sensiveis a
pH (YOUNES et al., 1996).

Animais suplementados com fibra parcialmente solivel (amido ndo digerivel)
apresentaram, provavelmente como resultado da hipertrofia da parede cecal, um aumento
de 3 a 4 vezes na absor¢ao de magnésio, e de 5 a 6 vezes na de calcio, quando comparados
ao grupo controle. Além disso, apresentaram elevada concentracdo de calcio solavel no
contetido luminal. Nao houve, entretanto, interferéncia da quantidade de célcio dietético
(2,5 ou 7,5 g/Kg) sobre a absorcdo do calcio e nenhuma das dietas testadas alterou a
absorgdo de fosforo (YOUNES et al., 1996).

A suplementagdo com FOS (5%) levou a um aumento significativo na absor¢do de
calcio (28%) e magnésio (41%), em ratos, sendo que aproximadamente metade do aumento
dessa absor¢ao ocorreu no coélon e no reto. A absor¢do desses minerais nessas regides nao
foi observada nos animais controles (OHTA et al., 1995a,b, 1998c). Trabalhando com FOS
de diferentes graus de polimerizagdo (GP - 2, 3 ou mistura de ambos) em quantidades de 5
e 10% na dieta, OHTA et al. (1998c¢) verificaram que o GP dos oligosacarideos ndo teve
influéncia sobre a absor¢do de minerais constatando-se, em todos os grupos suplementados
com FOS, uma diminuicdo significativa na excrecdo fecal, um aumento da excrecdo
urinaria ¢ uma maior absor¢do de calcio e magnésio, sendo que o grau de alteragdo
apresentou-se dose-dependente. O aumento na absor¢do de célcio, ferro, zinco e
principalmente magnésio, além de uma diminui¢do da excrecdo fecal de calcio, magnésio,
ferro, zinco e cobre, em ratos, por efeito de FOS (10%) também foi observado (OHTA et
al., 1998c), assim como aumentos significativos na excrecdo urinaria e na absorcdo de
calcio em ratos em crescimento suplementados com FOS (5%) (MOROHASHI et al.,
1998).

No entanto, o grau de polimerizagdo de FOS influiu na absorc¢do de ferro, que passou
de 20%, nos animais controle, para 31% e 35% pela incorporagdo de FOS com GP <5,0 ¢
GP 10 respectivamente (OHTA et al., 1998c), corroborando os resultados encontrados por

DELZENNE et al. (1995). Além de alteracdes na absor¢do de minerais verificou-se
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também uma hiperplasia cecal nos animais suplementados com FOS, com conseqiiente
aumento da superficie de absor¢do. Esse pode, por sua vez, ser um dos mecanismos
responsaveis pelo aumento da retencdo dos cations.

A absor¢do ativa (transcelular) de calcio esta associada a presenga da proteina
Calbindina Dok (Cagk). Esta proteina tem sua sintese dependente de vitamina D, ¢
encontrada nas células duodenais e se liga ao célcio no interior do enterdcito, mas esta
ausente nas células do ileo e de animais que apresentam deficiéncia de vitamina D
(BRONNER, 1998). O papel desta proteina ¢ facilitar a difusdo do calcio no interior da
célula, aumentando a concentracdo de calcio e amplificando o fluxo do ion de forma
andloga a feita pela hemoglobina no transporte de oxigénio (FEHER et al., 1992; STEIN,
1992). A absorcao de célcio no intestino delgado ¢ estreitamente regulada e a concentracao
de Cagk ¢ determinada por fatores enddgenos, sendo aumentada quando ha necessidade de
maior absorcao de calcio e diminuida para evitar excesso de sua absor¢ao.

Ao pesquisarem alteracdes na concentragdo de Caog nas células do intestino grosso
em animais suplementados com FOS, OHTA et al. (1998a,b) observaram alteracdes nas
concentragcdes dessa proteina nos diferentes segmentos intestinais € um aumento na
absorcdo de célcio. Os animais que receberam dietas contendo prebidtico apresentaram
maior peso da mucosa do intestino delgado proximal e do ceco, bem como de proteina total
das mucosas em ambos intestinos, indicando um estimulo a proliferacdo das células da
mucosa. Esses animais também apresentaram concentracdes maiores de Cagg no segmento
distal do intestino delgado, ceco e segmento coloretal e uma diminui¢do da concentracio
normal no segmento proximal do intestino delgado, indicando que FOS estimulariam ndo
apenas o aumento de absor¢do via paracelular (difusdo passiva), mas também transcelular
(absorgdo ativa).

Em animais gastrectomizados (OHTA et al., 1998b), a absor¢do de calcio foi
diminuida em 66%, com conseqiiente diminui¢do das reservas organicas € aumento da
concentracdo de Cagg. Ao serem suplementados com FOS, animais gastrectomizados
apresentaram uma concentracdo de Cagg no intestino grosso seis vezes maior que nos
controles (apenas gastrectomizados). Os resultados sugerem a existéncia de mecanismos
independentes para a regulacdo da concentragdo de Caggx nos diversos segmentos
intestinais. Uma maior absor¢cdo de calcio no intestino grosso pode desencadear um
mecanismo de feedback envolvendo a inibigdo da absor¢do duodenal, que seria traduzido
por uma diminui¢do nos niveis de Cagk no intestino delgado, dado que foi observado no

trabalho.
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Outro mecanismo para verificar o efeito de FOS sobre o metabolismo de célcio e
magnésio refere-se ao acompanhamento da estrutura Ossea, por meio de andlise de
densidade mineral 6ssea (BMD), microanalises histomorfologicas e raio X. Animais
suplementados com FOS (7,5%) apresentaram maior BMD do fémur (OHTA et al.,
1998d), sugerindo que a utilizagdo de FOS preveniu a diminuicdo de BMD, enquanto a
utilizacdo de microanalises histomorfologicas e raio X em ratos em crescimento mostrou
que a absorc¢do intestinal tanto de calcio (ingestdo de 95 mg/dia) quanto de magnésio
(ingestdo de 8 mg/dia) foram maiores nos animais que receberam FOS (5%), resultando em
maiores concentragdes dos minerais na metafise distal, na diafise e no colo do fémur
(TAKAHARA et al., 2000). Observou-se correlagdo positiva entre calcio e magnésio
absorvidos e a concentragdo Ossea desses minerais. Tanto o volume trabecular do osso na
metafise distal quanto o volume do osso no colo foram maiores no grupo que recebeu
prebiotico. Os resultados sugerem que, como conseqiiéncia ao estimulo absortivo, o
consumo de FOS aumenta a retencao de calcio e magnésio, influenciando a estrutura dssea.

A utilizagdo de calcio (5g/ Kg), associado ou ndo a diferentes niveis FOS (2,5, 5, ou
10%) em ratas adultas ovariectomizadas mostrou que, em niveis de 2,5%, FOS previne a
perda de area trabecular do fémur, com aumento da espessura das trabéculas, enquanto
niveis de 5 ¢ 10% aumentaram o perimetro trabecular. No entanto, apenas niveis de 10%
de FOS aumentaram os niveis de calcio no osso femoral. Dietas contendo 10g de calcio/
Kg e suplementadas com prebiotico (5%) resultaram em aumento da area trabecular
(aumento do numero de trabéculas, sem alterar a espessura), aumento da espessura cortical
e do teor de célcio na vertebra lombar. (SCHOLZ-AHRENS et al., 2002). Os resultados
indicam que FOS pode prevenir perda estruturais na tibia, decorrentes da deficiéncia
hormonal provocada pela ovariectomia, mas ocorrem diferengas na arquitetura trabecular —
aumento da area trabecular com diminui¢do do numero de trabéculas e aumento da
espessura, ou devido ao aumento do numero trabecular sem alteracdo da espessura,
dependendo do teor de calcio e,ou, suplementacdo com FOS, sendo que os efeitos mais
pronunciados foram obtidos em dietas contendo alto teor de célcio.

Os primeiros trabalhos sobre o efeito de FOS (5%) na absorcdo de ferro, célcio e
magnésio e sobre os parametros bioquimicos em ratos com anemia foram realizados por
OHTA et al. (1995b). A anemia foi induzida por dieta de depleg@o e para a sua recuperag@o
foram utilizadas dietas com dois niveis de ferro (15 ¢ 30 mg/kg dieta). Os resultados
indicaram que FOS melhorou a recuperacao de anemia, aumentando a absorcao de ferro,

calcio e magnésio. Animais suplementados com FOS apresentaram menor pH intestinal, o
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que aumentou a solubilidade de ferro, calcio e magnésio no conteudo cecal, sugerindo que
o aumento da absor¢do de minerais esta relacionado a fermentagdo de FOS no intestino
grosso, principalmente no ceco e colon.

Para excluir anemia devido a insolubilizacdo do ferro, trabalhou-se com ratos
gastrectomizados alimentados com dietas contendo complexo de citrato férrico que nao
sofre a influéncia de secregoes gastricas (OHTA et al., 1998d). O FOS dietético aumentou
a absorgdo de ferro, observando-se novamente uma diminui¢cdo do pH do contetudo cecal e
conseqiiente aumento da concentracdo de ferro em sua fracdo soluvel. Os animais que
receberam FOS (7,5%) ndo apresentaram diferencas de hematdcrito ou concentracdo de
hemoglobina quando comparados aos animais controle (com ou sem FOS), indicando que
a suplementa¢do com prebiodtico participou na prevengao do desenvolvimento de anemia
pOs-gastrectomia.

Resultados similares foram obtidos por SAKAI et al. (2000a), em ratos
gastrectomizados e,ou, cecectomizados com dietas contendo ou ndo FOS (7,5%), com
GP < 4. A adicao do prebidtico preveniu a anemia pos gastrectomia nos animais que
mantiveram o ceco. A cecetomia nao impediu, mas retardou a recuperacdo da anemia,
indicando que os prebidticos ndo apenas estimulam a absor¢do de ferro no intestino grosso
(pelo menos em animais submetidos a gastrectomia), mas também estimulariam a absorc¢ao
de ferro ao nivel colon-retal, embora esta seja minima.

O efeito de FOS de cadeia curta (ScFOS) com GP < 4, na prevencdo de anemia com
diferentes fontes de ferro dietético (citrato de ferro ou ferro heme) em ratos
gastrectomizados foi estudado por OHTA et al. (1999). O consumo de ScFOS aumentou a
absor¢ao de ferro e preveniu a anemia em ratos controle (citrato de ferro), ao contrario dos
animais com dieta contendo ferro heme onde, embora tivesse ocorrido um aumento dos
niveis de ferro sérico, ndo se alcangou a normalidade. Os resultados indicaram que ferro-
heme dietético ndo € capaz, por si sO, de prevenir anemia pos-gastrectomia, embora a
ingestdo concomitante de FOS aumente a biodisponibilidade de ambas as formas, ferro
citrato e ferro-heme.

As reservas organicas de ferro foram monitoradas por meio das medidas de ferro
sérico (FS), capacidade de ligacdo insaturada de ferro (UIBC), capacidade de ligagao total
de ferro (TIBC), ferro hepatico e esplénico (OHTA et al., 1999). As concentracdes de FS e
UIBC foram maiores nos animais controle e gastrectomizados com suplemento de FOS.
Observou-se menor TIBC nos ratos controle do que nos outros grupos, exceto naqueles

gastrectomizados do grupo controle que receberam prebiotico, enquanto os niveis de ferro
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hepatico e esplénico foram maiores nos animais controle (que mantiveram o estdémago),
indicando maiores reservas do mineral. A taxa de regeneracdo de hemoglobina (HRE) foi
maior nos animais controle e gastrectomizados suplementados com prebidtico e ferro
citrato. O grupo que recebeu ferro heme e ndo foi suplementado com prebiotico apresentou
menor HRE. Os resultados indicaram maior HRE nos animais que receberam ferro nao
heme, independente da presenga ou auséncia de prebiotico. Neste estudo nao foi observado
efeito de ScFOS na absor¢@o de ferro em animais normais, concluindo-se que, embora a
presenca de ScFOS na dieta tenha aumentado a biodisponibilidade de ferro heme em ratos,
o ferro heme dietético ndo foi efetivo para prevenir anemia pds-gastrectemia nesses
animais (OHTA et al., 1999).

Embora alguns trabalhos (DELZENNE et al., 1995; OHTA et al., 1998¢c) tenham
mostrado que FOS com diferentes GP exercem o mesmo efeito sobre a absorcdo de
minerais, estes enfocaram apenas GP inferior a 11. A comparac¢do do efeito de ScFOS
(7,5%), com GP < 4, e inulina na recuperagdo de anemia poOs-gastrectomia em ratos
indicaram niveis mais elevados de hemoglobina e hematocrito nos animais suplementados
com ScFOS (SAKALI et al., 2000b). Entre animais gastrectomizados, o grupo suplementado
com ScFOS apresentou niveis de ferro sérico, hemoglobina e hematocrito maiores do que
nos outros grupos. Apds um periodo de 4 semanas de experimentagdo os niveis de
hemoglobina e hematocrito foram os mesmos nos animais controles e gastrectomizados
suplementados com ScFOS, com total recuperagdo da anemia nos animais. Na terceira
semana, os niveis de hematocrito e hemoglobina foram maiores nos animais
gastrectomizados suplementados com FOS. Esses animais também apresentaram HRE
maior do que os gastrectomomizados suplementados com inulina, indicando que a
biodisponibilidade de ferro ¢ alterada por diferencas no tamanho da cadeia de carboidratos
ndo digeriveis consumidos, e que ScFOS tém maior efeito do que a inulina na recuperagao
de anemia induzida por gastrectomia.

Os trabalhos dos ultimos anos enfocam a interacdo de prebidticos e fatores
conhecidamente inibidores da absorcdo de minerais. Assim, LOPEZ et al. (2000)
pesquisaram o efeito de FOS (10%) na absorg@o de calcio, magnésio, ferro e cobre em
ratos suplementados com dietas contendo acido fitico. Observou-se aumento cecal e
acidificacdo de seu contetdo, com conseqiiente aumento da absor¢ao de calcio e magnésio.
A absor¢do de minerais foi maior nos animais que receberam dieta contendo prebidtico,
com um aumento de 20%, 50%, 23%, 45%, respectivamente para calcio, magnésio, ferro e

cobre. No grupo que recebeu a mesma dieta adicionada de acido fitico, que exerce inibicao
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sobre a absor¢do de minerais, repercutindo no sangue, figado e ossos, a presenga de
prebiodtico contrabalangou este efeito deletério estimulando sua hidrélise pelas bactérias e

permitindo a absorcdo cecal desses minerais.

2.3. Estudos com prebioticos, probioticos e minerais em humanos

Ha poucas experimentagdes com seres humanos. Em 1997, COUDRAY et al.
verificaram, em 9 individuos jovens (21,5 + 2,5 anos) e saudaveis, que dietas contendo
inulina aumentavam a absor¢do aparente e o balanco de calcio, sem efeitos adversos sobre
a absorcdo e o balango de magnésio, ferro e zinco. Posteriormente avaliou-se o efeito de
inulina (15g), FOS (15g) e galactooligosacarideos (GOS) (15g) na absor¢do intestinal de
calcio e ferro em 12 adultos jovens com idade entre 20 e 30 anos (VAN DEN HEUVEL et
al., 1998). Nenhum dos prebioticos exerceu efeito negativo sobre o calcio ou ferro nao
heme. O tnico parametro que alterou significativamente foi TIBC, que foi menor na dieta
que continha FOS do que naquela sem o prebidtico (controle). Nao foram encontradas
diferencas significativas entre a absor¢do de calcio ou ferro, pH fecal ou SCFAs nos
diferentes tratamentos. A concentracdo de acido acético, entretanto, foi maior nos
individuos que receberam inulina ou GOS. O fato de ndo ter sido observado maior
absorgdo de ferro deveu-se ao estado de saude dos individuos, pois em seres humanos com
estoques de ferro saturado, a absor¢do ¢ muito limitada. A incapacidade de se observar
maior absor¢do de calcio pode ser resultado da ativagao de mecanismos de feedback que
compensariam maior absor¢do no intestino grosso com uma diminuicdo na absor¢do no
intestino delgado e,ou, periodo de coleta de urina curto para detectar efeito, além de
possivel efeito de diluicdo no célon do isétopo empregado.

No intuito de corroborar os resultados obtidos, VAN DEN HEUVEL et al. (1999)
realizaram um estudo duplo-cego aleatdrio, com delineamento crossover para verificar o
efeito de oligofrutose (15g) em 12 adolescentes (14 a 16 anos, média de 15,3 anos). Os
resultados, que compreenderam um maior tempo de coleta do material, visando avaliar o
efeito de célcio coldnico, mostraram que 15 g de oligofrutose/ dia estimularam a absorc¢ao
fracional de céalcio, sem reflexos na excre¢do urinaria de célcio. Outro estudo duplo-cego
aleatorio, realizado com 12 mulheres em periodo pds-menopausa (55 a 65 anos)
suplementadas com 200 mL de iogurte contendo 10g de transgalactooligosacarideos
(TOS)/ 2 vezes ao dia contendo, quando comparado com o grupo controle (10g de

sacarose) encontrou resultados similares (VAN DEN HEUVEL et al., 2000). Os periodos
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experimentais foram de 9 dias, com intervalo de 19 dias entre as dietas-teste. Nao foram
observados sintomas de intolerancia, pois antes do experimento os individuos foram
submetidos a uma adaptagdo progressiva (10 para 20g TOS/dia). A incorporagdo de TOS
resultou em um aumento de 20 para 24% na absor¢do (p<0,04) sem aumento da excrecao
urinaria de célcio.

Os resultados das experimentagdes com humanos apresentados sdo contradizentes, o
que pode ser devido a metodologia empregada, além dos pequenos grupos estudados e
mostram-se inconclusivas. No intuito de obter maiores informacdes sobre o efeito de
inulina e oligofrutose na absorc¢do de calcio, GRIFFIN et al. (2002) realizaram um estudo
com 59 adolescentes do sexo feminino (11 a 13,9 anos), com ingestdo diaria de 1500 mg
de calcio dietético e suplementacio com 8g/dia de placebo (sacarose) ou 8g de
carbohidrato teste (inulina ou mistura inulina + oligofrutose), em um delineamento duplo-
cego aleatorio. Os periodos experimentais foram de 3 semanas, com um intervalo de 2
semanas entre as dietas teste. Os resultados mostraram que 8g da mistura inulina +
oligofrutose foram suficientes para aumentar (p<0,05) a absor¢éo de calcio.

Praticamente todos os estudos realizados, tanto em modelos animais quanto em
humanos, indicaram que FOS e outros oligosacarideos, com possivel efeito prebiodtico, t€m
a capacidade de diminuir o pH, favorecendo a solubilizagdo dos complexos minerais,
aumentando assim sua absor¢dao. Porém apenas este mecanismo nao explicaria a variacao
observada quando se avalia diferentes cations. Os possiveis mecanismos que podem estar

envolvidos no aumento observado da absorcao de minerais serdo discutidos a seguir.

3. Possiveis mecanismos envolvidos no aumento da biodisponibilidade de minerais

Uma das principais observacdes feitas pelos pesquisadores se refere a diminui¢ao do
pH do conteudo luminal que resulta da formacdo de acidos graxos de cadeia curta
(SCFAs), principalmente propionato, butirato e acetato (CAMPBEL et al., 1997).
IGARASHI et al. (1994) sugerem que a acidifica¢do dos produtos fermentados associada a
atividade proteolitica aumentariam a quantidade de calcio absorvida pelo organismo.

A presenca de propionato e,ou, butirato no ceco aumenta a absor¢do de minerais
como calcio e magnésio, por meio da diminui¢do do pH local (TRINIDAD et al., 1996),
levando a solubilizacdo de parte dos minerais presentes ou de complexos previamente

formados, ocasionando, assim, um aumento da concentragdo nas fragdes soluveis (OHTA

47



et al., 1995b, OHTA et al., 1999) e, consequentemente, maior absor¢do pela via paracelular
(OHTA et al., 1994).

Outro mecanismo possivel, e com o qual os resultados encontrados sdo compativeis,
seria que SCFAs protonados sdo absorvidos por difusdo direta através da membrana apical.
Quando o pH cecal encontra-se mais acido do que o citosol celular (~7,0), acidos fracos se
acumulam no compartimento mais alcalino promovendo sua absorgdo (DEMIGNE et al.,
1989). Uma vez no interior celular, esses acidos se dissociam, pois os valores de pKa
(~ 4,8) sdo menores do que o pH da célula (entre 6 e 7), levando a uma diminui¢do do pH
intracelular. O ion H' resultante é secretado para o exterior da célula e trocado por outro
cation que, no colon distal, corresponde ao calcio (TRINIDAD et al., 1996). Uma vez fora
da célula, o H' fica disponivel para protonar um novo SCFA (Figura 1). Esse processo é
mais ativo com propionato uma vez que este, sendo mais lipossoluvel, ¢ absorvido mais
rapidamente do que o acetato pela célula por difusdo direta, indicando que a natureza dos
SCFAs produzidos no trato gastrointestinal tem influéncia na absor¢ao de calcio.

OHTA et al. (1998a,b) também verificaram que o aumento na concentracdo de
Calbindina Dok (Cagk), proteina cuja presenca estd associada a absorcdo ativa do célcio,
nos enterdcitos do ceco e colon, indicando a existéncia de algum mecanismo de regulagao,
mesmo ao nivel do intestino grosso, levaria a uma maior absor¢do de calcio pela via ativa.
Uma das hipoteses aventadas sugere que um aumento de butirato de sédio, produzido a
partir da fermentacdo luminal de FOS, poderia aumentar o nimero de receptores de Caok.
O aumento na concentracdo de calcio soluvel no contetido Iuminal, como resultado da
diminuicdo de pH pelo incremento de 4cidos organicos derivados da fermentagao de FOS,
teria como conseqiiéncia um aumento de Cagk, uma resposta fisioldgica para aumentar a
absorgdo de calcio, com diminuigdo da concentragdo luminal e manutencdo da homeostase
local (OHTA et al., 1998b). A estimulagdo da proliferacdo celular da mucosa intestinal
pela presenga de acidos graxos de cadeia curta pode aumentar a concentracdo de Caok,
enquanto a hipertrofia da parede cecal (OHTA et al., 1994), que resulta em maior peso do
ceco e da parede cecal (CAMPBELL et al., 1997) estaria relacionada a um aumento da
atividade no processo de absorgdo dos minerais e de SCFAs (DEMIGNE et al., 1989,
YOUNES et al.,, 1996), provavelmente por um aumento na superficie de absor¢do

intestinal.
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Figura 1 — Possivel mecanismo para o aumento de absor¢do de calcio no intestino

grosso.
H'I-
H* H'
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Legenda: SCFA= 4cidos graxos de cadeia curta

A formacdo no trato gastrointestinal de complexos de baixo peso molecular,
derivados de acidos graxos produzidos pelo metabolismo de bactérias lacticas e bifidas,
como acetato de calcio, lactato de calcio (OHTA et al., 1994) e lactato de ferro (OHTA et
al., 1995b), que sdo mais facilmente absorviveis pelas membranas celulares do que calcio
ionizado (TRINIDAD et al., 1993), também promoveriam aumento na absor¢ao.

A diferenga de efeito observada entre inulina e FOS (SAKAI et al., 2000b)
provavelmente ¢ resultado da diferenca dos SCFAs produzidos durante a fermentagdo
desses prebioticos pelas diferentes espécies microbianas. Experimentos anteriores (Tashiro
et al., 1997, citados por SAKAI et al., 2000b) mostraram que ScFOS, com menor peso
molecular, sdo fermentados mais rapidamente do que inulina, indicando que, moléculas
maiores tendem a desaparecer de forma mais lenta do que moléculas menores, a medida
que os acidos organicos sao produzidos. Estes, por sua vez, levam a diminui¢ao do pH
intestinal, facilitando a dissolugdo de complexos minerais e aumentando a absor¢do de
ferro solubilizado, além de permitir a formac¢do de complexos entre o ferro e acidos graxos,
que aparentemente sdo melhor absorvidos pela borda em escova do enterdcito pois
passariam com maior facilidade através da membrana celular (SAKAI et al., 2000b).

Os resultados encontrados por VAN DEN HEUVEL et al (1998), mostrando que
fermentagdo de FOS ndo aumenta a absor¢do de ferro em individuos saudaveis, indicam
que absorcao de ferro promovida pela fermentacdo também ocorreria por um mecanismo

ativo, provavelmente transcelular, sujeito a controles organicos.
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Outros mecanismos que também podem vir a alterar a biodisponibilidade dos
minerais seriam: i) mudangas na composi¢do de mucina, com maior absor¢do de ferro no
intestino delgado; ii) aumento do tempo de transito intestinal; iii) aumento da absorcao de
calcio, diminuindo a possibilidade de formacdo de complexos insoluveis célcio/ferro e
interagdes minerais negativas (OHTA et al., 1998d, SAKALI et al., 2000a); iv) estimulo da
produg@o de heme por propionato, levando a um mecanismo de regulacdo que aumenta a
absor¢do ativa de ferro (OHTA et al., 1998d); v) aceleragdo do fluxo sangiiineo, devido a

acdo de SCFA (YOUNES et al., 1996).

4. Consideracoes finais

Os mecanismos e as diferentes varidveis que regulam e afetam a absor¢ao de varios
minerais, como calcio, ferro e magnésio, ainda ndo s@o totalmente conhecidas. A
possibilidade de que um grupo microbiano seja capaz de favorecer a absor¢do de minerais
ingeridos em quantidades normais, pelo aumento da sua biodisponibilidade, tem
importancia fisiologica. Além de influir positivamente na absor¢do de minerais, 0 consumo
de probidticos esta associado a diminuicdo da intolerancia a lactose, estimulo do sistema
imune ¢ modulagdo da microbiota intestinal. No entanto, embora a sua utilizacdo sugira a
possibilidade de modificacdo da microbiota intestinal pré-estabelecida, esta alteragdo
apresenta-se transitéria em individuos saudaveis (BOUHNIK et al., 1996), com a
eliminacgdo das bactérias exdgenas alguns dias apds a suspensdo de sua ingestdo.

Modificagdes mais duradouras seriam obtidas com o estimulo do aumento das
bactérias intestinais enddgenas benéficas, pelo fornecimento de uma fonte alimentar que
propicie, de forma seletiva, seu crescimento (por ex., oligosacarideos) (GIBSON &
ROBERFROID, 1995). No entanto, os efeitos de FOS na composi¢do da microbiota cecal
variam com o tempo de administracdo (LE BLAY et al., 1999), e o consumo prolongado
de FOS levaria a uma adaptacdo progressiva as condigdes acidas derivadas da maior
produgdo de acidos organicos e diminuicao do pH intestinal. Nessas condi¢des, as bactérias
que utilizam lactato, normalmente em menor concentracdo, comecam a metaboliza-lo
originando SCFAs. A diminui¢do na concentragdo de lactato aumentaria, por sua vez, o
pH, permitindo que grupos bacterianos cujo crescimento ¢ inibido em pH écido, como as
bifidobactérias, voltassem a se desenvolver, até se alcangar um equilibrio entre produgdo e

consumo de lactato.
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Os simbidticos também podem ser empregados para modulagdo de varias atividades
fisiologicas, com a vantagem de veicularem uma fonte de energia para o microrganismos
desejaveis endogenos.

A observacao da relacdo benéfica entre probidticos, prebidticos e minerais,
principalmente calcio, magnésio e ferro ¢ recente. Tem-se comprovado o efeito positivo da
utilizacdo de FOS, inulina e bactérias bifidas na absorcdo desses minerais principalmente
em estudos empregando-se modelos animais, porém o0s mecanismos envolvidos nesse
efeito ainda ndo estdo totalmente elucidados. Alteragdes na composicdo da microbiota e,
consequentemente, aumento na produgdo de SCFA com estimulo de crescimento das
células epiteliais intestinais e aumento da superficie de absor¢do, além da diminui¢do do
pH e solubilizacdo de complexos minerais seriam fatores preponderantes no aumento
observado na biodisponibilidade dos minerais.

Os estudos que mostram efeito de prebidtico na absor¢do de célcio tem em comum o
fato do prebidtico ser ingerido juntamente com a fonte de cédlcio (BROMMAGE et al.,
1993, COUDRAY et al., 1997, GRIFFIN et al, 2002), o que indica a possibilidade do
efeito ndo ser prolongado e depender da continua ingestdo do substrato.

Os efeitos sobre a mucosa intestinal, notadamente a hiperplasia da parede intestinal
devem ser avaliados cuidadosamente. Embora os trabalhos a considerem benéfica pois
indicaria uma maior absor¢ao de minerais, deve ser analisado dentro da fisiologia geral do
animal/ humano, inclusive com implica¢des a longo prazo, para verificar se este aumento
pode vir a propiciar inflamagdes e,ou, mesmo crescimento desordenado do epitélio, com
consequente formacao de lesdes pré-neoplasicas.

Outro fator a ser investigado diz respeito a dose utilizada de prebidtico e,ou,
probidtico necessaria para promover efeitos benéficos. Os trabalhos com animais indicam
doses de 5 a 10% de oligosacarideos (FOS, TOS, GOS) em ratos. Levando-se em
consideragdo um peso médio de 200 g (animais em crescimento) ou 400 g (animais
adultos) e consumo diario de 15 a 20 g de dieta, temos uma ingestdo de mais de 1g de
prebiotico/Kg peso corporal. Este valor ¢ muito superior ao apontado (10g/dia/individuo)
para consumo humano de modo a evitar a ocorréncia de efeitos colaterais como flatuléncia,
dor abdominal e diarréia (BOUHNIK et al., 1999). Até que ponto experimentos com altas
doses de prebidticos em animais podem vir a refletir uma realidade posterior na aplicagdo
para a alimenta¢do humana ¢ uma incongnita a ser considerada.

Os mecanismos que levam a alteragdo da microbiota e ambiente intestinal, o grau e

permanéncia das alteracdes, bem como a influéncia na absorcdo de minerais, devem ser

51



objetos de estudos mais aprofundados (inclusive em humanos) uma vez que verificar o
efeito sem saber sua causa ¢ um conhecimento incompleto. Desse modo, a possibilidade do
emprego de pro-, pré- ¢ simbidtico na absor¢do de minerais constitui uma importante

alternativa para melhorar a qualidade de vida do ser humano.
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Interacio entre Calcio e Ferro

1. Introducio

A deficiéncia de ferro e calcio esta associada com problemas de satide publica, sendo
prevalente nos paises em vias de desenvolvimento e atingindo principalmente criancas,
gestantes, nutrizes e idosos. Paises desenvolvidos diminuiram a incidéncia dessas
deficiéncias por meio da fortificacdo de alimentos basicos, pratica que estd se tornando
cada vez mais comum em paises em desenvolvimento (FREIRE, 1997, SCHULTINK e
DILLON, 1998), como o Brasil, onde a incorporacao de ferro as farinhas de trigo e milho
(BRASIL, 2000), encontram-se em fase de regulamentacdo (ANVISA, 2001).

O aumento na oferta de alimentos fortificados deve-se ndo apenas a agdo
governamental, mas também a iniciativa de industrias que, a cada dia, lancam novos
produtos no mercado, utilizando como estratégia de marketing o fato destes serem
adicionados de vitaminas e,ou, minerais. Um exemplo claro sdo leite e derivados:
excelentes como fonte de calcio, mas com baixos teores de ferro. Esses produtos vém
sendo utilizados como veiculos para fortificagdo com ferro devido principalmente aos
potenciais consumidores (criangas e idosos). No entanto, as implicagcdes nutricionais,
decorrentes principalmente do delicado equilibrio existente entre os diversos minerais nao
foram totalmente definidas e o aumento de um mineral em uma formulagdo pode tanto
inibir quanto estimular a absor¢do de outros nutrientes (COOK et al., 1991b, REEDY &
COOK, 1997, WHITING & WOOD, 1997, WOOD & ZHENG, 1997). A interagdo de
calcio e ferro € controversa e esta revisdo tem como objetivo discuti-la, verificando os

possiveis mecanismos ¢ seus efeitos fisioldgicos.

2. Ferro

O ferro é constituinte de muitas enzimas essenciais como citocromo C, catalase,
enzimas do ciclo de Krebs, além de estar envolvido no transporte de gases por fazer parte
da hemoglobina e mioglobina, ¢ um mineral essencial para o metabolismo oxidativo,
crescimento celular, sintese protéica e de neurotransmissores (FAIRBANKS, 1994;

BEARD et. al., 1996). A deficiéncia de ferro, que leva a anemia ferropriva, ¢ mais comum
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em criancas, adolescentes e mulheres gravidas, particularmente nos paises em vias de
desenvolvimento. Essa deficiéncia pode afetar de maneira adversa o desenvolvimento
psicomotor e mental de criangas. Em gestantes pode levar ao nascimento de beb&s com
baixo peso, bebés prematuros, além de poder provocar perdas fetais. Em adultos pode
diminuir a capacidade de trabalho e a resisténcia a infecdes (LOZOFF et al., 1991;
PREZIOSI et al., 1997).

O excesso de ferro que estd mais relacionado com suplementa¢do medicamentosa ou
doencas genéticas como hemosiderose/ siderose africana (Bantu) ou hemocromatose
(defeito no gene HFE), pode levar a cirrose hepatica, cardiopatias e diabetes (HALLIDAY,
1998). Estudos recentes demonstraram que o produto de HFE pode se ligar aos receptores
de transferrina, afetando o controle homeostatico da absorcao intestinal de ferro (WOOQOD e
HAN, 1998). Outro risco associado ao excesso de ferro ¢ o aparecimento de cancer de
colon (carcinoma distal). O ferro intraluminal esta sendo avaliado como fator cancerigeno,
ja que pode estimular a proliferagdo celular devido a participagdo na reacdo de Fenton
(formagdo de radicais hidroxila) e producdo de peréxido de hidrogénio o que levaria a um
estresse oxidativo. A resposta a essas situagdes seria a aceleracdo do processo de divisdo
celular para reparar o aumento das perdas das células da superficie luminal. O aumento de
radicais hidroxila também pode promover a transformacao de prd-carcinogénicos, como
acidos biliares secundarios em carcinogénicos no limem intestinal (LUND et al., 1998),
além de alteragdes em proteinas e lipidios.

Como o organismo nao possui um mecanismo adequado de excre¢do, o metabolismo
do ferro € controlado em nivel de absor¢do, que ocorre primariamente no duodeno
(FAIRBANKS, 1994). O ceco, no entanto, tem sido indicado como sitio importante de
absor¢do de ferro inorganico (VONK et al., 1988; EBIHARA et al., 1994; EBIHARA ¢
OKANO, 1995) e essa absor¢do poderia ser aumentada pela fermentagdo de lactose e
consequente diminuicdo do pH. A eficiéncia na absor¢do ¢ aumentada nos casos de
deficiéncia de ferro, hemolise aguda, aumento de eritropoiese — seja devido a hemorragia
ou hemolise - e hipoxia e reduzida quando a eritropoiese for deprimida. Perdas podem ser
observadas em descamacdo celular e quando ha perdas sangiiineas como na menstruagao
ou hemorragia (BEARD et al., 1996).

O ferro pode ser ingerido nas formas heme (carnes) e ndo-heme. A forma heme ¢
menos influenciada por fatores dietéticos, embora a sua absorcdo seja aparentemente
aumentada por proteinas musculares ¢ diminuida em presenga de célcio, enquanto a forma

nao-heme ¢ influenciada pelos componentes da dieta, sendo mais facilmente absorvida na
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presenga de acido ascorbico, acidos organicos ou proteinas musculares e inibida por
compostos fendlicos, acido fitico, célcio e alguns tipos de proteinas (DALLMAN et al.,
1980, FAIRWEATHER-TAIT e HURRELL, 1996; BEARD et al., 1996; LYNCH, 1997).
O balango entre estes fatores determina a biodisponibilidade do ferro. Outros fatores
intraluminais como a quantidade de ferro, secrecdes gastricas e entéricas, estado das
células entéricas (SANTOS et al., 1997) e transito intestinal (VONK et al., 1988) também
influenciam a absor¢do das duas formas de ferro.

A absorcdo do ferro ocorre por transporte transcelular (mais importante) ou
paracelular. O ferro-heme ¢ absorvido pelo enterécito como ferro-porfirina. O ferro nao-
heme estd presente primariamente na forma de complexos férricos, dissociados durante o
processo de digestdo, o que permite a sua reducdo parcial por agdo de ferri-redutase no
intestino (Riedel et al., 1995, citados por WOOD e HAN, 1998). Como ja indicado
anteriormente, esta redugdo ¢ facilitada por fatores enddgenos como acido cloridrico,
secrecOes gastricas e constituintes da dieta como acido ascoérbico. O ferro liga-se a
glicoproteinas (gastroferrina no estbmago ou mucina no intestino), permanecendo soluvel e
disponivel para a absor¢do no pH alcalino do duodeno (CONRAD e UMBREIT, 1993;
POWELL et al.,, 1999). A absor¢ao do ferro ocorre em trés etapas: passagem pela
membrana apical do enterdcito, transporte pelo citosol e liberagao na circulagdo através da
membrana basolateral.

A transposi¢do da membrana apical ¢ um processo dependente de energia e de
carreadores. CONRAD e UMBREIT (1993) observaram em ratos a presenca de uma
proteina, a integrina, que seria um importante mediador na absor¢do, em microvilosidades
do duodeno. A identificacio de wuma proteina semelhante a transferrina
(melanotransferrina) ligada a superficie celular foi descrita em células de fetos de suinos
embora sua acdo em mamiferos adultos ainda ndo tenha sido demonstrada (POWELL et
al., 1999). Também foi demonstrada a existéncia de uma enzima com atividade
ferroredutase na superficie da mucosa entérica, cuja unica fungio seria a reducio de Fe™
em Fe'™, permitindo a entrada deste fon na célula (POWELL et al., 1999). A passagem do
ion através do citosol ocorreria com a atuag@o de chaperonas e da enzima mobilferrina que,
embora tenha maior afinidade pelo ferro, também pode ligar-se a outros ions divalentes
como calcio, cobre, zinco ¢ chumbo. A membrana basolateral possui oxidases cobre-
dependentes como glicosilfosfatidilinositol ancorada em ceruloplasmina (WOOD e
HANN, 1998), necessarias para a oxidagao do ferro e receptores de transferrina (BEARD

et al., 1996). O ferro ¢ transportado no sangue sob a forma oxidada, ligada a transferrina.
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Nos ultimos anos novas descobertas foram feitas com relagdo a regulagdo da absor¢ao
de ferro. Determinou-se a existéncia de FET4 (low affinity Ferrous Iron Transporter), uma
proteina transportadora de membrana com baixa afinidade pelo ferro e que também
transporta outros minerais (cobalto, cadmio e niquel), além da acdo dos genes HFE (gene
de hemocromatose) e DCT1 (Divalent Cation Transporter), que codifica a proteina
Nramp-2 (“Natural resistance associated macrophage protein 2”), um transportador de
cations bivalentes (ferro, zinco, manganés, cobalto, cadmio, cobre, niquel e chumbo)
(WOOD e HAN, 1998). A proteina Nramp-2 apresenta varias caracteristicas estruturais de
canais ionicos e transportadoras, o que a habilitaria como uma possivel mediadora na
absorc¢do de ferro entérico. A exposi¢do de animais a dietas deficientes de ferro aumentou
o nivel (50 a 100 vezes) desta proteina no duodeno proximal de ratos (CANONNE-
HERGAUX et al., 1999). Nestes animais o aumento de Nramp-2 foi detectado
principalmente na metade luminal das vilosidades e restritos aos enterdcitos, € com maior
intensidade na superficie luminal dos mesmos, associado a borda em escova. A Nramp-2
nao foi encontrada em outras células ou estruturas da por¢ao central interna da vilosidade
(lamina propria). Os autores concluiram que sob condi¢des que levam a deficiéncia de
ferro, ocorre uma expressao abundante de Nramp-2 na borda em escova dos enterdcitos do
duodeno.

O metabolismo de ferro também ¢ regulado por proteinas citoplasmaticas especificas
(Iron Regulator Protein - IRP-1 e IRP-2), que atuam sobre a sintese de ferritina e
transferrina e tem sua sintese regulada por um mecanismo “feedback” negativo dependente
das concentra¢des de ferro organico (KUHN, 1998; EISENSTEIN e BLEMINGS, 1998).
Estes pesquisadores estudaram a resposta destas proteinas a deficiéncia dietética de ferro e
subseqiiente reversdao do estado nutricional de ferro. Os resultados indicaram que enquanto
as criptas duodenais respondiam fortemente ao ferro sérico, as células da vilosidade
apresentaram pouca ou nenhuma resposta. As IRP presentes nas células da lamina propria
sdo afetadas rapidamente pelo ferro dietético, indicando que este ferro penetra nas células e
inativa as IRP.

Apesar do grande numero de trabalhos realizados no intuito de aprofundar o
conhecimento do metabolismo de ferro, tanto em humanos quanto em animais, a maior

parte dos mecanismos envolvidos continuam desconhecidos.
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3. Calcio

Além de ser um dos minerais mais importantes na manutencdo da vida, o célcio
também ¢ o mais abundante no corpo humano. E constituinte estrutural de ossos e dentes e
exerce o papel de regulacdo de fungdes criticas como impulsos nervosos, contracido
muscular, fun¢ao microtubular, mitose celular ¢ motilidade celular (ALLEN ¢ WOQOD,
1994).

A regulacdo dos niveis plasmaticos é alcangado por meio de um complexo sistema
fisiologico (Figura 1) que inclui a interagdo de hormonios calcicotropicos como
paratormonio (PTH) e dihidrocolecalciferol (vitamina Ds) e calcitonina, que atuam em
receptores especificos nos rins, 0ssos € intestino € mantém o equilibrio entre as trés formas
de calcio: ligado a proteinas; complexado com citrato, fosfato ou bicarbonato e na forma
de ions livres). A secrecdo destes hormonios ¢ governada parcial ou totalmente pelas
concentragdes plasmaticas de calcio ionizado, em um sistema de “feedback” negativo.
Quando existe uma diminuicdo da concentracdo plasmatica, ocorre a secrecdo de
paratormonio, que mobiliza o calcio dos ossos e aumenta sua reabsor¢do renal, além de
promover a ativagao de vitamina D em calcitriol que por sua vez atua ndo apenas na
reabsor¢ao renal e retirada de calcio dos ossos, mas também aumenta a absorc¢ao intestinal,
pela via ativa. Um aumento da concentragdo plasmatica de ions de calcio estimula a
secrecdo de calcitonina, que favorece o depdsito de calcio nos 0ssos € aumenta a excre¢ao
renal (CASHMAN e FLYNN, 1999).

Do total de calcio ingerido na dieta, somente uma fragdo ¢ absorvida (25 a 35%). A
eficiéncia da absor¢do diminui com o aumento da quantidade ingerida e ¢ melhorada
quando o célcio estd na forma id6nica soluvel. O suco géstrico tem um papel solubilizante
muito importante. Enquanto alguns componentes dos alimentos, como lactose e
fosfopeptideos da caseina, podem exercer efeito sinérgico, outros, como o acido oxalico ¢
o acido fitico, podem formar complexos insoliveis com o calcio. Menor tempo de
permanéncia do alimento ingerido no trato gastrointestinal, danos na mucosa intestinal,
deficiéncia de vitamina D ou de cobre, diminuem a absor¢@o. A acidez estomacal promove
um aumento da solubilidade do célcio proveniente da dieta. Cerca de 80% da absorcao de
calcio no intestino delgado ocorre na forma passiva (transporte paracelular) e 20% por
facilitadores ou mecanismos ativos (transporte transcelular) (WHITING e WOOD, 1997).
Uma pequena fragdo (aproximadamente 7%) de calcio pode ser absorvida no co6lon e ceco

(BRONNER e PANSU, 1999).
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Figura 1 — Metabolismo de célcio
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No transporte transcelular, o calcio entra no enterocito através de canais de calcio ou
de absor¢do por vesiculas da membrana ciliada, sendo que este ultimo ndo depende de
Adenosina Trifosfato (ATP), passando para o citoplasma e sendo posteriormente liberado
pela membrana basolateral. O principal fator limitante dessa via ¢ a velocidade de difusao
do célcio no citoplasma, facilitada pela Calbindina Do, que tem o papel de aumentar a
concentracdo de calcio, amplificando o fluxo do ion de forma analoga a feita pela
hemoglobina no transporte de oxigénio (FEHER et al., 1992; STEIN, 1992). A Calbindina
Dyi € uma proteina cuja sintese depende de vitamina D, encontrada nas células duodenais e
que se liga ao calcio no interior do enterdcito, mas esta ausente nas células do ileo e de
animais que apresentam deficiéncia de vitamina D (BRONNER, 1998).

Apos a absorcao pelo enterocito, o calcio € liberado na corrente sangiiinea por meio de
um sistema ATP-dependente, no qual ocorre uma fosforilacdo que induz modificagdes
conformacionais na enzima calcio ATPase. Este mecanismo também ¢ dependente de
vitamina D e supde-se que esta aumente o numero de enzimas, ou seja, o numero de
bombas no enterdcito, embora a auséncia desta vitamina ndo seja fator limitante para a
liberagdo do calcio na corrente sangiiinea. Varios minerais, tais como bario, estroncio,
manganés, ¢ lantanideos (chumbo) competem com o célcio pela Calbindina. No entanto,
alguns destes minerais apresentam ligacdo mais forte que o proprio calcio. Essas ligagoes
podem explicar o fendmeno de aumento da absorcdo de chumbo observada quando se
administra vitamina D (BRONNER, 1998). O mecanismo de transporte transcelular ¢
muito importante, sobretudo quando a ingestdo dietética de calcio ¢ baixa (GHISHAN,
1989).

O transporte paracelular (passivo) ocorre através das jungdes celulares intermediarias.
PANSU et al. (1993) indicaram que, em ratos, do total de célcio em solucdo no intestino,
de 50 a 60% foram absorvidos pela via paracelular. Para um periodo de transito de ingestao
de 3 horas, o quimo permanece 2 a 3 minutos no duodeno, 45 minutos no ileo e mais de 2
horas no ceco, e ndo existindo diferencas na permeabilidade nas trés por¢des do intestino
(DUFLOS et al., 1995). Devido ao fato de quase 90% do tempo de permanéncia do quimo
no intestino delgado ocorrer na por¢ao final do jejuno e ileo, a absor¢do paracelular é de
grande importancia. Aproximadamente 11% do total de célcio paracelular ¢ absorvido no
ceco e colon ascendente (BRONNER e PANSU, 1999). Os dados apresentandos permitem
inferir que, do total de calcio absorvido pela via paracelular, menos de 2% ocorre no

duodeno, 25% no jejuno e o restante no ileo (BRONNER, 1998).
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A absorcdo paracelular ¢ um processo dependente da concentragdo de calcio ingerido
da dieta, do tempo de permanéncia do quimo e da permeabilidade da membrana apical ao
calcio (DUFLOS et al., 1995), e s6 ¢ preferida quando a ingestdo de calcio ¢ adequada ou
alta, ou seja, quanto maior a ingestdo de calcio, maior sera a sua absor¢do via paracelular,
embora essa relacao nao seja diretamente proporcional (GHISHAN, 1989).

Para a manuten¢do de niveis adequados de calcio, a ingestdo diaria recomendada
(Dietary Reference Intakes - DRI) varia de 600 a 1200 mg, dependendo da idade e das
condigdes fisiologicas do individuo (INSTITUTE OF MEDICINE, 1997), sendo o leite e
seus derivados as maiores fontes de obtencdo desse mineral, que também encontra-se
presente em vegetais como couve.

O excesso de calcio também pode ocorrer e estd associado a ingestdo acima de 2g/dia
do mineral, hiperabsor¢do no intestino, tratamento de ulceras pépticas com leite e
antiacidos alcalis (Sindrome do leite alcali). Animais submetidos a excesso de calcio
apresentaram osteocondrose, faléncia renal e morte, enquanto que em humanos os
sintomas variam de hipercalcemia (concentragdo sanguinea de calcio anormalmente
elevada) com ou sem hipercalciuria (aumento do nivel de calcio excretado na urina),
faléncia renal, calcificacdo dos tecidos moles, irritabilidade, cefaléias, além de
interferéncia negativas com a absor¢ao de minerais, como magnésio, fosforo, ferro e zinco
(WHITING e WOOD, 1997).

O calcio pode ser perdido nas fezes, por meio de descamagdo endotelial, secre¢des
pancreaticas e biliares, pela urina e, em pequena escala, pela pele e pelo suor. Os rins
reabsorvem de 98 a 99% do calcio filtrado. Variagdes nas quantidades excretadas devem-
se a idade (diminui em pessoas idosas) e sexo (maior excrecdo em homens e em mulheres
apos menopausa). A excre¢do também aumenta com altos consumos de sodio e proteina

(MARGEN et al., 1974) e tende a diminuir com alta ingestao de fosforo.

4. Interacio calcio e ferro

A possivel interagdo existente entre estes minerais adquire um novo aspecto diante do

crescente nimero de alimentos fortificados ou enriquecidos. Varios estudos indicam a

possibilidade de interagdo entre calcio e outros minerais essenciais, podendo conduzir a

uma diminui¢do na absorc¢ao destes outros minerais, consideragdo feita especialmente para
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ferro e zinco (KLETZIEN, 1940; GREIG, 1952; PRATHER e MILLER, 1992;
SHACKELFORD et al., 1994; WOOD e ZHENG, 1997).

Estudos sobre a interacdo calcio-ferro comegaram no inicio do século passado, com a
observagdo de que calcio aumentaria a absor¢ao de ferro (Von Wendt, 1905 ¢ Sherman,
1907 citados por KLETZIEN, 1940). Ap6s observar o aparecimento de anemia em ratos
alimentados com dietas contendo altos teores de calcio, KLETZIEN (1940) realizou uma
experimenta¢do onde niveis de cdlcio variando de 1 a 3%, administrados sob a forma de
carbonato, lactato, cloreto, fosfato, oxalato e,ou, sulfato. Os resultados indicaram efeito
adverso dos sais sobre a retencdo de ferro e cobre nos animais. Desde entdo diversos
estudos tém sido realizados, em modelos animais € humanos, na tentativa de verificar a

magnitude desta interferéncia, seus mecanismos e suas implicacdes na satide humana.

4.1. Estudos com animais

Os estudos com modelos animais predominaram até 1990, quando, apos verificada a
possivel influéncia do calcio sobre o ferro, passou-se a buscar evidéncias de que o
fendmeno também ocorreria nos seres humanos. Embora a literatura seja rica em trabalhos
demonstrando uma correlacdo negativa entre os minerais (GREIG, 1952; BARTON et al.,
1983; PRATHER e MILLER, 1992; SHACKELFORD et al., 1994), este aspecto tornou-se
muito controverso, com a divulgacdo de resultados (DALTON et al., 1997) mostrando que
esta diminuicdo pode ndo ter influéncia clinica, em se tratando de pessoas sadias e com
alimentacdo adequada. A Tabela 1 mostra o resumo dos trabalhos comentados no texto.

Os trabalhos classicos incluem o estudo realizado por GREIG (1952), com
camundongos em fase de amamentacdo, onde foi verificado que dietas ricas em célcio
(2%), sob a forma de carbonato de calcio, induziram anemia ferropriva nos animais e
também nas crias. Esta anemia foi prevenida com a adi¢do de citrato férrico na dieta.
Outros experimentos foram realizados na tentativa de corroborar estes resultados e elucidar
o(s) mecanismo(s) envolvido(s).

Pesquisa realizada por RANHOTRA et al. (1981) mostrou que leite fortificado com
complexo citrato fosfato de ferro, recuperou os niveis de hemoglobina de ratos
previamente submetidos a dietas de deplecdo. Esta recuperagcdo apresentou os mesmos
niveis quando o complexo foi testado sozinho, demonstrando ndo haver interferéncia de
componentes do leite, inclusive do calcio, na absor¢do de ferro, nas condigoes

experimentais.
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Tabela 1 — Resumo dos experimentos enfocando interagdo calcio e ferro, realizados com

animais, citados no texto.

Autores Animais Resultados

KLETZIEN (1940) Ratos Ca (1 a 3%) levou a depressdo da absor¢do de Fe ¢ Cu mesmo nos
niveis mais baixos.

GREIG (1952) Camundongos Fémeas e crias amamentadas apresentaram anemia quando
alimentadas com dietas contendo alto teor de calcio.

RANHOTRA Ratos Leite fortificado conseguiu recuperar animais anémicos.

et al. (1981)

BARTON et al. Ratos Ca diminuiu/ retardou absor¢do Fe nas algas intestinais in vivo.
(1983) O nivel de reducdo dependeu da quantidade de Ca presente e ndo da
relagdo Ca/Fe.

Animais recebendo dietas com alto teor de Ca apresentaram sinais de
deficiéncia de Fe. Observou-se redugdo no nimero de vesiculas de

absor¢do de ferro na membrana apical de enterdcitos na presenga de

célcio.
PRATHER & Ratos Foram administrados CaCO;, NaCQO;, CaSO, e NaSO, e verificou-se
MILLER (1992) que tanto anions quanto cations exercem efeito sobre a absorgdo de
ferro.

A maior depressdo foi observada com CaCOs.

SHACKELFORD Ratos Excesso de calcio (CaCOs3) na dieta diminuiu a biodisponibilidade de
et al. (1994) Fe, Mg, P e Cu, tanto nos animais adultos quanto nos fetos
WAUBEN & Leitoes Os animais adaptados a dietas com alto teor de calcio e os do grupo
ATKINSON controle ndo apresentaram diferengas nas reservas e concentragao de
(1999) ferro em diversos orgaos.

A absor¢ao de ferro in vitro mostrou reducdo em ambos grupos,
porém nao houve diferencas significativas na resposta in vivo.

O periodo de adaptacdo (2 semanas) as dietas ricas em calcio pode ter
induzido mecanismos adaptativos que contrabalancem o efeito

inibitorio na absor¢do de ferro.

Trabalhando com ratos BARTON et al. (1983), avaliaram varios aspectos relacionados
com inibi¢do de ferro por célcio. O estudo foi realizado com animais submetidos a dietas
com teores de calcio baixo (2,66g de calcio/kg de dieta), normal (5,66g de calcio/kg de
dieta) e alto (16,86g de calcio/kg de dieta) e teores baixos (2mg ferro/kg de dieta ¢ 20mg
de ferro/kg de dieta) e normais (85mg ferro/kg dieta) de ferro. Os resultados mostraram
menor absor¢ao de FeCls em comparagdo com FeCl, e que a absor¢ao de ferro foi mais

lenta nos animais que receberam dietas com cdlcio. Trabalhando com segmentos intestinais
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de ratos, os mesmos autores verificaram que concentragdes de 1 a 100 mMol (CaCl,)
resultaram em diminui¢do da absor¢do de ferro do intestino delgado em uma relagdo dose-
dependente. A inibi¢do dependeu mais do quantidade de calcio presente no limem que da
relacdo molar célcio /ferro e ocorreu apenas no duodeno e jejuno. Animais recebendo
dietas com alto teor de calcio apresentaram sinais de deficiéncia de ferro. A microscopia
eletrénica mostrou retardamento progressivo na absor¢do de ferro pela membrana apical
dos enterdcitos com o aumento da concentragdo de calcio (animais recebendo apenas ferro
apresentaram mais pontos de coloracdo de depodsitos de ferro nas vilosidades do que
animais sob dieta calcio/ferro ou solucdo salina), sugerindo que o processo de absor¢do do
ferro seria interrompido pelo calcio neste estagio, pela competicdo por receptores ou
bloqueando o transporte do ferro através da membrana.

PRATHER e MILLER (1992) desenvolveram estudos em ratos anémicos (modelo da
AOAC, 1984 de deplegao/replecao de hemoglobina) utilizando CaCOj;, CaSQ4, Na,COs e
Na,SO4 que objetivaram verificar se o efeito sobre a absor¢do de ferro era devido ao célcio
€,0u, a0 anion (CO3'2 ou SO4'2). O sal que apresentou maior efeito inibitorio foi CaCOs
sendo o Unico que apresentou interferéncia sobre a recuperacdo de hemoglobina mesmo
quando adicionado em baixos niveis (62,5mmol/kg de dieta). CaSO,4, Na,COs3 também
diminuiram a taxa de reple¢do de hemoglobina, mas apenas quando em niveis elevados
(187,5 mmol/kg de dieta). Os resultados indicaram interagdo significativa entre cétion
(calcio) x anion e anion x concentragao do sal sobre a absorcdo de ferro. Os autores
concluiram que tanto o célcio quanto o carbonato contribuiram para o efeito verificado. Os
mecanismos sugeridos para o efeito dos sais seriam 1) interagcdes luminais complexas onde
estariam incluidas alteragdes no pH, conteudo de calcio, solubilidade do ferro e ligacdes
com complexos de baixo peso molecular presentes nos alimentos; 2) competi¢do por
receptores na membrana apical do enterdcito e 3) alteragdes na taxa de transferéncia do
ferro da célula para a circulacao.

Experimentos realizados por SHACKELFORD et al. (1994) com ratas nao-prenhes,
prenhes e fetos e reafirmaram que excesso de calcio diminui a biodisponibilidade de
diversos minerais, entre eles ferro e magnésio, tanto nos animais adultos quanto nos fetos.
No entanto WAUBEN e ATKINSON (1999) trabalhando com leitdes adaptados a dietas
contendo teores normais (2,0 g/L) ou alto (4,67 g/L) de calcio (na forma de glicerolfosfato
de calcio) concluiram que as reservas e concentragdo de ferro em diversos 6rgdos ndo
apresentaram diferencas entre os grupos. Embora a absorc¢ao de ferro, medida in vitro por

meio de método que quantifica vesiculas da borda em escova da membrana apical, fosse
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reduzida em ambos grupos, ndo houve diferengas significativas na resposta in vivo. Os
autores sugeriram ainda que o periodo de adaptagédo (2 semanas) as dietas ricas em calcio
poderia ter induzido mecanismos adaptativos que contrabalancassem o efeito inibitorio do
calcio na absorcao de ferro, indicando que o efeito interativo entre esses minerais poderia

ndo comprometer as reservas de ferro, mesmo em dietas suplementadas com calcio.
4.2. Estudos com humanos

Nos ultimos tempos vem sendo observado que o efeito de um componente dietético
especifico na absor¢do de ferro pode ser exagerado em estudos de biodisponibilidade de
curta duracdo ou refeicdo Unica, enquanto em periodos de tempo maiores respostas de
mecanismos adaptativos podem evitar esse efeito verificado (COOK et al., 1991a). A
Tabela 2 mostra o resumo dos trabalhos sobre experimentagdes sobre o efeito de calcio na
biodisponibilidade de ferro.

Testes com ferro radioativo foram realizados por MONSEN e COOK (1976) em 34
voluntarios, que consumiram dieta semi-sintética marcada com ferro radioativo (*’Fe e
59Fe). Refei¢des que continham calcio e,ou, fosfato (CaCl,, CaHPO4 ou K;HPO,s) em
quantidades normais nao alteraram a absor¢ao do radioisétopo quando comparados com
refeicdoes controle. A combinagdo de CaHPO4 e K,;HPO4 diminuiu significativamente a
absor¢ao de ferro, sugerindo que um complexo calcio-fosfato-ferro, pouco absorvivel

poderia ter sido formado.
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Tabela2 — Resumo dos estudos enfocando interagdo calcio e ferro realizados com seres

humanos, citados no texto.

Autores Caracter. estudo Resultados
(N° de individuos/
refeicdo uinica ou tempo/
detalhes)
MONSEN & COOK 34, refeigdes tnicas Incorporagdo de 178 mg de Ca (CaHPO, CaCl, e,ou,
(1976) KHPO,) = 50 a 70% { absorgio Fe. Combinagio

COOK et al. (1991b)

HALLBERG et al.
(1991)

HALLBERG et al.
(1992a)

HALLBERG et al.
(1992b)

HALLBERG et al.
(1992¢)

SOKOLL &
DAWSON-HUGHES
(1992)

61, refeigdes unicas

126, refei¢Ges tinicas

28, refei¢des Gnicas

18, refeigdes Unicas, leite

de vaca x leite humano

6 estudos com 57
individuos, refei¢des

Unicas

109 mulheres, 12 semanas,
CaCO3 sobre reservas de
Fe.

CaHPO,/K,HPO, > { significativa da absorg¢do Fe.
CaCOs ndo { absorgdo de FeSO, quando ingeridos sem
alimentos.

Citrato de calcio e CaPO, (600 mg Ca) ¥ (49 e 62%)
absor¢do Fe (18 mg).

O efeito do Ca limitou-se ao Fe ndo-heme. Foi mais
acentuada em dietas com baixa biodisponibilidade de ferro
do que em dietas com alta biodisponibilidade (55 ¢ 28% de
inibi¢ao).

! absor¢io Fe heme (52 a 76%), com inibigdo
aparentemente dose-dependente. O limite maximo de
inibi¢do foi alcancado com dose de 300 mg Ca. A adicdo
de mais célcio ndo implica em um grau maior de inibigdo.
O grau de inibicdo foi afetado pelo processamento e
momento de adicdo do célcio, pela maior ou menor
degradacdo de fitatos presentes.

Niveis de célcio de 165 mg levaram a redugao na absor¢ao
tanto de ferro heme (até 41%) quanto nao-heme (até 48%),
sendo esta inibi¢ao dose-dependente.

> absorc¢do de Fe no leite humano (< teor de calcio). Leites
com teores de calcio semelhantes apresentaram mesmo
nivel de inibigdo (50%) da absorgao.

Indicacdo de que a interagdo Ca/Fe ocorreria fora do trato
gastrointestinal,

A inibicdo ndo estd relacionada a concentragdo molar

Ca/Fe. E necessaria uma concentragdo minima de calcio

para que este efeito seja verificado.
Patamar de inibi¢ao entre 150 e 200 mg; valores acima nao

levariam a aumentos significativos da inibi¢do da absorg@o
de ferro.

A suplementac@o ndo levou a diferengas nas reservas de
ferro entre os grupos teste (1000 mg Ca/dia sob a forma de

CaCO3) e controle.
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Tabela 2 — Continuagéo

Autores

Caracter. estudo

(N° de individuos/

refeicao unica ou
tempo/ detalhes)

Resultados

GLEERUP et al.
(1995)

TIDEHAG et al.
(1995)

REDDY e COOK
(1997)

DALTON et al.
(1997)

FLEMING et al.
(1998)

ILICH-ERNEST et
al. (1998)
KALKWARF &
HARRAST (1998)

MINIHANE &
FAIRWEATHER-
TAIT (1998)
AMES et al. (1999)

VAN DE VIJVER et

al. (1999)

21 mulheres, 2
periodos de 10 dias

9 individuos
ileostomizados; 8

s€manas

14 individuos, 5 dias

103 criangas; dietas
testes oferecidas

durante 9 meses

634 idosos (idade
75,3 + 5 anos)
Questionario de
freqiiéncia de

ingestdo de alimentos

354 meninas, 4 anos.

95 mulheres lactantes
¢ 92 ndo lactantes em

periodo pos-parto, 6
meses
31 individuos ndo

anémicos, 6 meses

11 pré-escolares, 5

semanas (adaptagao),
refei¢do unica, estudo
multitrago, crossover.

1080 adolescentes e
524 mulheres, 6
paises europeus;
questionario de
freqiiéncia; estudo

tipo CALEUR, Cross-

secional

Produtos lacteos ¥ consideravelmente absorgdo Fe (30 a 50%);
a ingestdo separada de alimentos ricos em Ca e Fe T a absorgio
deste ultimo.

Sem diminui¢do aparente na absor¢do de Fe em dieta rica em
Ca.

Ca dietético ndo apresentou influéncia significativa na absorgao
de Fe ndo-heme, mesmo em dietas com alto contetido (1281 mg
Ca/dia).

Incidéncia de deficiéncia de Fe igual para os grupos teste
(1800mg de Ca/ L bebida) e controle (465 mg de calcio/ L
bebida). A inibicdo da absor¢do de Fe por Ca e P ndo ¢
clinicamente importante em criangas alimentadas com foérmulas
infantis fortificadas.

Correlagdo positiva entre 5 fatores dietéticos (Fe heme,
suplementagdo com Fe, vit.C, alcool) e ferritina sérica. Apenas a
ingestdo de café mostrou associagdo negativa, indicando que o
calcio dietético ndo teria maior significado sobre os niveis de
ferritina, no caso de idosos.

Nao foi observada influéncia da suplementagdo (1500 mg/dia)
de Ca sobre as reservas de Fe.

A suplementag@o com Ca (1 g) por longos periodos ndo afetou
as reservas de Fe de ambos os grupos, controle (placebo) e teste
(ingestdo de Ca).

Ingestdo de Ca (1200 mg/ 6 meses) ¥ em cerca de 70% a
absor¢do de Fe ndo-heme mas a suplementagdo prolongada néo
exerceu efeito sobre as reservas organicas de Fe.

Criangas submetidas a um periodo de adaptagdo de 5 semanas a
dietas de baixo (502 mg) e alto (1180) teor de Ca. Nao foram
observadas diferencas entre incorporacdo de Fe dos dois grupos,
mas a absor¢do de Ca foi maior no grupo que recebeu dieta rica
nesse mineral.

Modelo de RL ajustado para ingestdo de Fe, proteina, cha,
Vit.C, idade, menarca e pais. Observado associagdo consistente
e inversa, mas fraca, entre ingestdo de Ca e niveis de ferritina
sérica, independente da ingestao de Fe.

Associagdes negativas entre ferritina sérica e idade e transferrina
sérica e ingestdo de Vit.C. Idade, peso, ingestdo de energia e
proteina estavam positivamente associados com transferrina
sérica.

LEGENDA: { Redugao; T Aumento; Vit.C: Vitamina C; RL Regressao Linear.
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Na década de 90 foram realizados varios estudos no intuito de verificar se a adigdo de
calcio, realmente, levaria a inibi¢do da absor¢do de ferro e se existiria alguma relagdo entre
dose e porcentagem de inibigdo. O estudo mais sugestivo da existéncia de uma relagdo
dose-dependéncia entre célcio e inibicdo de ferro foi realizado por (HALLBERG et al.,
1991). Neste trabalho, a adicdo de 40 a 600 mg de calcio, na forma de CaCl, a uma
refeicdo teste com baixo nivel de fitato inibiu a absor¢do de ferro de forma dose-
dependente até alcancar niveis de 300 mg de calcio, onde foi observada a redu¢do maxima
(75%). Doses superiores ndo implicam em maior porcentagem de inibi¢do da absorcdo de
ferro. Também foi observada uma reducdo de 52 a 76% na absor¢do de ferro heme. A
mesma quantidade de célcio também reduziu significativamente a absor¢ao de ferro-heme
sugerindo que o efeito do calcio estaria relacionado com a transferéncia de ferro na
mucosa. COOK et al. (1991b) verificaram uma redugdo significativa na absor¢do de ferro
(49% e 62% em presenga de citrato de calcio e fosfato de calcio, respectivamente), quando
niveis de 600 mg de calcio e 18 mg de ferro foram ingeridos sem alimentos. Esta inibi¢do
limitou-se ao ferro ndo-heme, sendo mais acentuada em dietas com baixa
biodisponibilidade de ferro do que em dietas com alta biodisponibilidade (respectivamente
55 e 28% de inibicdo). A adicdo de 300 a 600 mg calcio como CaCOs, calcio citrato
malato, calcio citrato, hidroxiapatita e CaPOy4 reduziram a absor¢do de ferro em refei¢des
testes entre 28 e 80%.

Buscando obter maiores informacgdes sobre a inibigdo do célcio em relagdo ao tipo de
ferro, HALLBERG et al. (1992a) corroboraram uma forte inibigdo da absor¢do de ferro,
seja este heme ou ndo, por ions de calcio. A adicdo de 165 mg de calcio a refeigdes
fortificadas com hemoglobina levou a uma reducdo de 48% na absor¢do do ferro,
sugerindo que o célcio interferiria no transporte de ferro através da célula da mucosa e em
um estagio posterior, na liberacdo do ferro para a corrente sanguinea, comum ao transporte
dos dois tipos de ferro. Em outra experimentagdo HALLBERG et al. (1992c¢) verificaram, a
partir dos resultados de 6 estudos realizados com 57 individuos, que a interagdo calcio/
ferro ocorreria fora do lumem gastrointestinal, apoiando a hipdtese de que o efeito
inibitério do calcio sobre o ferro estaria situado em nivel de células da mucosa intestinal,
especialmente em algumas das vias intracelulares comuns a absorcao tanto de ferro heme
quanto ndo-heme. Os pesquisadores também verificaram que a inibicdo ndo esta
relacionada apenas a concentracdo molar calcio/ferro mas que é necessaria a presenga de
uma concentracdo minima de calcio para que este efeito seja verificado. Os resultados

indicaram que o patamar de inibigdo estaria localizado entre 150 e 200 mg de célcio e que
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valores superiores a estes ndo levariam a aumentos significativos da inibi¢do da absor¢ao
de ferro.

HALLBERG et al., (1992b) compararam a absor¢do de ferro do leite humano e do
leite de vaca, utilizando is6topos radioativos (*°Fe e 59Fe). O ensaio foi realizado com 18
individuos e os resultados mostraram que a absorcdo ¢ maior no leite humano, fato
relacionado com um menor teor de céalcio presente neste substrato. Quando pela adigdo de
CaCl, os teores de calcio tornaram-se equivalentes, observou-se o mesmo nivel de inibi¢ao
com reducdo de cerca de 50% da absorg¢ao.

Em 1995, GLEERUP et al. realizaram um estudo com 21 mulheres, durante 2 periodos
de 10 dias. Este trabalho utilizou ferro ndo-heme marcado com *’Fe ¢ administrado no café
da manha e lanche, refei¢cdes relativamente pobres neste mineral. Os resultados sugeriram
que a associagdo de produtos lacteos com fontes de ferro diminui consideravelmente a
absorg¢do de ferro (30 a 50%) e que a ingestdo separada de alimentos ricos em calcio e ferro
aumenta significativamente a absor¢ao do ferro.

Apesar dos resultados obtidos durante os primeros anos de experimentagdes, varios
estudos realizados nos ultimos anos ndo comprovam a interacdo negativa entre calcio e
ferro. TIDEHAG et al. (1995) trabalharam com 9 individuos ileostomizados recebendo
dietas relativamente ricas em calcio (leite semi-desnatado e bebida lactea fermentada com
baixo teor de gordura) e pobres em fitatos durante um periodo experimental de 8 semanas.
Os resultados obtidos indicaram nao haver diminuicdo na absorcdo aparente de ferro. Em
uma experimentagdo conduzida por um periodo de 5 dias, REDDY e COOK (1997) nao
observaram diferenca na absor¢do de ferro ndo-heme de dieta variada com alto (1281
mg/d) ou baixo (280 mg/dia) teor de calcio. Tampouco foram observadas relagdes
significativas entre a absorc¢do de ferro ndo-heme e fatores dietéticos que influenciam sua
absorg¢do, em uma dieta variada, concluindo que, no contexto do experimento, 0 consumo
de calcio ndo apresentou influéncia significativa na absorcao deste tipo de ferro.

Os efeitos da suplementacdo diaria com 1200 mg de calcio (CaCOs), ingerido junto
com as refeicoes, sobre a absorcdo diaria de ferro ndo-heme e sobre as reservas de ferro
organico apds um periodo de suplementacdo de 6 meses foram estudados por MINIHANE
e FAIRWEATHER-TAIT (1998). Os ensaios foram realizados em 31 individuos nao
anémicos ¢ o consumo de calcio diario foi registrado utilizando-se questionario de
freqiiéncia alimentar. A absor¢do didria de ferro foi medida por meio do uso de marcacéo
com isotopos estaveis e monitoramento de fezes. O efeito da suplementagcdo diaria na

reserva organica foi avaliado pelos niveis de hemoglobina, hematdcrito, zinco-
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protoporfirina, ferritina sérica e receptores de transferrina plasmatica. A adi¢ao de calcio
reduziu em cerca de 70% a absor¢do de ferro ndo-heme, enquanto a suplementagao durante
um periodo de tempo prolongado nédo exerceu efeito sobre as reservas organicas de ferro.

Um estudo multitraco, cross-over foi realizado por AMES et al. (1999) para avaliar a
relacdo entre ingestdo de calcio, sua absor¢do e incorporacdo de ferro em eritrocitos em 11
criangas em idade pré-escolar (3 a 5 anos). As criangas foram submetidas a um periodo de
adaptagdo de 5 semanas a dietas de baixo (502 mg) e alto (1180 mg) teores de célcio. Os
niveis de calcio foram alcangados com a incorporagdo de alimentos ricos no mineral € ndo
com suplementagdo na forma de sais minerais. Foram analisadas as concentra¢des de
hemoglobina e ferritina sérica, excre¢do fecal de calcio enddgeno, excregdo urinaria de
calcio e calcio sérico, para determinar a retencao liquida deste mineral. Os resultados nao
mostraram diferengas entre incorporacao de ferro dos dois grupos. No entanto, a absor¢ao
de calcio foi maior no grupo que recebeu dieta rica em célcio, indicando que a ingestdo de
maiores quantidades de calcio por criangas em idade pré-escolar poderia ser benéfico,
avalizando a hipdtese sugerida por WAUBER e ATKINSON (1999) de que a adaptagdo
gradativa a dietas contendo maior teor de célcio levaria a um aumento na absor¢do didria
de calcio sem causar efeitos adversos na absor¢do de ferro e sua incorporagdo aos
eritrocitos.

Esta experimentacdo corrobora os resultados de SOKOLL ¢ DAWSON-HUGHES
(1992). Os pesquisadores verificaram o efeito de suplementacdo de célcio (500 mg de
calcio/ dia na forma de CaCQOs) nas reservas de ferro, em um estudo aleatério, com 109
mulheres saudaveis, na fase pré-menopausa. A suplementacao foi feita durante 12 semanas
e foram avaliados concentragcdo de ferritina plasmatica, ferro sérico, capacidade total de
ligacdo de ferro, saturagdo de transferrina, concentracdo de hemoglobina e hematocrito. Os
autores ndo observaram diferencas entre os grupos teste e controle, concluindo que a
absorcdo de 1000 mg de célcio durante 12 semanas ndo foi suficiente para alterar as
reservas de ferro de mulheres saudaveis.

A maioria dos estudos teve como foco a influéncia de ingestdo de suplementos de
calcio sobre a absor¢@o de ferro. Nos ultimos anos, a tendéncia esta sendo avaliar grupos
populacionais ou seguir grupos experimentais por um periodo de tempo mais prolongado,
no intuito de verificar a influéncia de calcio nas reservas organicas de ferro, dentro de um
contexto ambiental e alimentar mais realistico.

DALTON et al. (1997) avaliaram 103 criangas sadias, divididas em grupos teste (dieta

rica em calcio e fosforo) e controle (placebo), em um estudo duplo-cego, aleatério. Foram
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realizados controles do nivel de ferritina sérica, capacidade total de ligagdo, protoporfirina
eritrocitaria e hematocrito para verificar alteragdes nas reservas organicas de ferro no inicio
do experimento, aos 4 e aos 9 meses. Os resultados encontrados indicaram que a
suplementagdo de formulas infantis com calcio e fésforo nao apresentou efeitos clinicos
nas reservas de ferro ou na incidéncia de deficiéncia em criancas sadias entre 6 ¢ 15 meses
de idade.

ILICH-ERNEST et al. (1998) seguiram durante 4 anos o desenvolvimento de 354
meninas, com idade variando entre 8 e 13 anos, que receberam suplementagdo de célcio
(sob a forma de malato citrato) em niveis de 1500 mg de célcio/ dia. Foram observados os
efeitos da suplementag@o nos niveis de ferro sanguineo, crescimento e estado menstrual na
puberdade. Os resultados levaram a conclusdo de que, embora o crescimento e estado
fisiologico (menstruacao) influenciassem os niveis de ferro em garotas com baixa ingestao
de ferro, a suplementagdo com calcio ndo interferiu com a absor¢do deste. Do mesmo
modo, KALKWARF e HARRAST (1998) verificaram que a suplementagdo com calcio (1
g de calcio por dia na forma de CaCOs) por longos periodos (6 meses) ndo afetou as
reservas de ferro em mulheres lactantes e ndo lactantes em periodo pos-parto. Embora ndo
tenha sido observada diferenga entre o grupo controle (placebo) e grupo teste (ingestdo de
célcio), as lactantes apresentaram nivel basal de ferritina maior do que as ndo lactantes,
diferenca atribuida ao fato de ndo haver perdas menstruais de ferro.

Um estudo bastante abrangente foi realizado por FLEMING et al. (1998), com 634
idosos (idade variando entre 67 e 93 anos), utilizando dieta livre e questionario de
freqiiéncia alimentar. O parametro avaliado foi o nivel de ferritina sérica, porém para evitar
que fatores extrinsecos aos dietéticos influissem nos resultados, foram realizados exames
de atividade de enzimas hepaticas (para excluir doengas hepaticas); leucograma e nivel de
proteina C reativa (para identificagdo de possiveis doencas inflamatérias que poderiam
afetar os niveis de ferro orgénico) e fixado limite maximo de ferritina sérica para evitar que
individuos com hemocromatose genética levassem a alteragdes dos resultados. As analises
foram feitas por meio de regressdo multipla para identificar possiveis fatores dietéticos que
poderiam influenciar nas reservas organicas de ferro. As variaveis utilizadas foram
independentes — covariantes (fatores determinantes de ferritina sérica ndo nutricionais,
como sexo, idade e alcool) e fatores dietéticos (ingestdo de ferro, vitamina C, célcio, fibra
e cafeina). O modelo foi entdo ajustado para sexo, idade, indice de massa corporal,
ingestdo energia total, fumo e uso de aspirina e outras drogas. Os resultados indicaram que,

dos fatores dietéticos pesquisados, ferro heme, suplementacdo com ferro, vitamina C e
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alcool apresentaram uma correlagdo positiva com ferritina sérica, enquanto a ingestao de
café mostrou associagdo negativa com o marcador bioldgico, indicando que o calcio
dietético ndo teria maior significado sobre os niveis de ferritina, no caso de individuos
idosos.

Mais recentemente, VAN DE VIJVER et al. (1999) realizaram um estudo cross-
sectional com 1080 adolescentes do sexo feminino (13,5 + 1,5 anos) e 524 adultas jovens
(22,0 + 1,1 anos) em seis paises europeus, objetivando verificar a influéncia da ingestao de
calcio ndo suplementar no ferro em um grupo considerado como de risco para a deficiéncia
de ferro. As fontes e quantidades de ingestdo de calcio, ferro e energia foram obtidas com o
uso de inquérito dietético por método recordatdrio de 3 dias e o nivel de reserva de ferro
organico foi avaliado por meio dos niveis de ferritina, ferro e transferrina no soro, além de
ser calculada a porcentagem de saturacdo da transferrina. Apos ajuste do modelo de
regressdo linear para ingestdo de ferro, proteina, cha, vitamina C, idade, menarca e pais de
residéncia, foi observada associacdo consistente e inversa entre ingestdo de calcio e niveis
de ferritina sérica, independente se o ferro era ingerido concomitantemente com o calcio.
Também foram observadas associacdes negativas entre ferritina sérica e idade e
transferrina sérica e ingestdo de vitamina C. Idade, peso, ingestdo de energia e proteina
estavam positivamente associados com transferrina sérica. Os resultados indicaram um

aassociacdo negativa fraca entre a ingestao de calcio e o estado de ferro sangiiineo.

4.3. Mecanismos envolvidos na interag¢do calcio-ferro

Embora ainda ndo se saiba com precisdo os mecanismos envolvidos nesta interacao,
varios estudos (COOK et al., 1991b; GLEERUP et al., 1995; HALLBERG et al., 1992a,c)
indicaram que calcio inibe a absor¢do de ferro quando ambos sdo ingeridos
concomitantemente, sendo este efeito observado para ferro em ambas as formas heme e
nao-heme.

A interagdo poderia ocorrer em nivel luminal, com a formagdo de compostos pouco
absorviveis (MONSEN e COOK, 1976; PRATHER e MILLER, 1992), embora a maioria
dos pesquisadores sugira que o efeito seria em nivel celular (BARTON et al., 1983;
HALLBERG et al., 1991), como altera¢do no nivel de borda em escova da membrana na
absorgdo de ferro ndo-heme.

O fato de ter sido observada reducdo na absorcdo de ferro heme em varios estudos

levou a sugestdo de que a interacdo também ocorreria em algum estagio posterior, comum
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ao transporte de ferro-heme e ndo-heme (HALLBERG, 1992a), como a inibi¢do na saida
do ferro do enterdcito (HALLBERG et al., 1992c) e,ou, competicdo pela mobilferrina
(VAN DE VIJVER et al., 1999).

Apesar da observacao de efeito antagonico entre célcio e ferro em experimentos
pontuais e de curto prazo, esses resultados ndo foram corrobados em estudos de longa
duracdo. Uma das hipoteses levantadas para explicar as diferencas observadas entre os
efeitos agudo e cronico do calcio no metabolismo de ferro seria uma resposta adaptativa
nas células intestinais. Estudos com refeigdes unicas mostram que a absorcdo de ferro ¢é
reduzida na presenca de calcio, mas a diminuicdo do suprimento de ferro no plasma pode
modificar o desenvolvimento dos enterocitos nas criptas das vilosidades intestinais,
estimulando a produgao de proteinas especificas, como por exemplo Nramp-2, que levaria
a uma utilizagdo mais eficiente do ferro dietético nas células maduras (MINIHANE e
FAIRWEATHER-TAIT, 1998).

A recente clonagem de uma proteina trasportadora de ions metalicos (GUNSHIN et
al., 1997), denominada DCT1 (Divalent Cation Transporter), da mucosa duodenal de ratos
daria maior suporte a hipdtese de interag@o intracelular, pois esta proteina aparentemente
tem um amplo espectro de acdo (ferro, zinco, manganés, cadmio, cobre, niquel, chumbo) e

niveis altos de calcio poderiam interferir com a absor¢ao normal de minerais trago.

5. Consideracoes finais

Pesquisas sobre a interagdo calcio e ferro ndo sdo conclusivas. Sabe-se que existe uma
interagdo potencialmente negativa, especialmente quando os minerais sdo ingeridos ao
mesmo tempo. Resultados de varias pesquisas sugeriram a existéncia da correlagdo
negativa quando avaliadas refei¢des unicas e incorporagdo de calcio, porém os efeitos a
longo prazo desta interacdo nao foram comprovados.

Em recente revisao, LYNCH (2000) verificou que a maioria dos estudos com
multiplas refeicdes indicaram que o calcio apresenta muito menos influéncia sobre o ferro
do que mostram os resultados com refei¢cdes unicas. Esta diferenca poderia ser devido ao
fato de que os experimentos com refei¢do unica sdo realizados de forma a maximizar o
efeito de qualquer fator sobre a biodisponibilidade de ferro (COOK et al., 1991a).

Embora alguns estudos mostrem uma relagdo inversa entre ingestdo prolongada de

calcio e as reservas organicas de ferro, esta interacdo ndo seria significativa e tampouco
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apresentaria conseqiiéncias do ponto de vista clinico. Alguns trabalhos (COOK, 1990;
HUNT e ROUGHEAD, 2000) indicam que o organismo humano possui uma certa
capacidade de adaptar o metabolismo de ferro ao tipo de dieta, maximizando a absor¢ao de
ferro nao-heme quando necessario. Esta adaptacdo seria parcial, pois dietas com baixa
biodisponibilidade levariam, ao longo dos anos, a quadros de deficiéncia de ferro. Assim, a
nao observancia de efeitos negativos com a suplementagdo de calcio seria resultado de uma
resposta adaptativa do organismo a diminui¢ao do ferro disponivel.

Outro fator a ser considerado diz respeito ao patamar maximo de inibi¢do relatado. O
maximo efeito negativo de calcio sobre absrogdo de ferro seria atingido com concentragdes
de 300 mg de calcio. Niveis maiores de calcio ndo resultariam em maior taxa de inibi¢do
na absor¢do de ferro (HALLBERG et al., 1991). A maioria dos experimentos a longo prazo
(com humanos) utilizou doses de calcio normalmente consumidas na alimentagdo diaria,
acima de 300 mg, o que pode ndo implicar em maiores inibi¢des.

Como as interagdes entre nutrientes podem ser variadas e multiplas, especialmente
quando ingestdo de apenas um ¢ aumentada, este risco deve ser contemplado quando se
trabalha com fortificacdo de alimentos. No caso especifico de célcio e ferro, recomendar-
se-ia que fontes de ferro alimentares fossem ingeridas separadamente de alimentos ricos
em calcio, de modo a minimizar qualquer interferéncia negativa.

O leite e seus derivados estdo sendo fortificados com ferro por serem produtos de facil
administracdo, além de bem aceitos pelas populacdes mais acometidas pela deficiéncia de
ferro. Apesar das fortes evidéncias com relagdo a interacdo negativa entre ferro e calcio,
alguns experimentos utilizando leite e,ou, bebida lactea fermentada fortificados com ferro
apresentaram resultados positivos na recuperagdo de niveis depletados de ferro orgénico
(RANHOTRA et al., 1981; TORRES et al., 1994; TORRES et al., 1996; SILVA, 2000),
indicando que o estado organico das reservas de ferro ¢ mais um fator a ser considerado na
avaliacdo da biodisponibilidade de ferro.

Esses resultados enfatizam a necessidade de novas pesquisas para verificar a extensao
da interagcdo calcio e ferro e de mecanismos ou fatores que permitam o aumento da
biodisponibilidade dos minerais existentes nos alimentos, evitando uma ingestao excessiva

que poderia levar a desequilibrios na absor¢ao e utilizacdo destes minerais.
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Efeito de Prebiotico (FOS), Probidtico (Bifidobacterium longum) e Simbidtico (FOS +
B. longum) na Biodisponibilidade de Ferro, Histologia Intestinal e Modulagio de

Alguns Grupos Microbianos em Ratos.

1. Introducio

A deficiéncia de ferro, uma das patologias mundiais mais comuns, atinge cerca de 2
bilhdes de pessoas, principalmente em paises em desenvolvimento (STOLTZFUS &
DREYFUSS, 1999). No Brasil, a anemia ferropriva se manifesta de forma endémica com
uma prevaléncia média de 40% da populacdo, afetando principalmente as mulheres em
idade fértil, criangas e adolescentes (TORRES & SOUZA-QUEIROZ, 2000). O maior
fator causal tem sido considerado a baixa biodisponibilidade do ferro ingerido,
predominantemente ndo heminico, devido ao tipo de alimentacao da populagdo, constituida
por arroz, feijdo, fuba de milho, derivados do trigo e farinha de mandioca (ANUARIO
ESTATISTICO..., 1992).

A deficiéncia de ferro pode ter sérias conseqiiéncias a saide humana, podendo afetar o
desenvolvimento mental e motor de criancas (LOZOFF et al., 1991, ANDRACA et al.,
1997), pois poderia vir a alterar os padrdes de mielinizacdo durante o crescimento e
surgimento de conexdes cerebrais em bebés (ANDRACA et al., 1997), performance fisica
de adultos (ZHU & HASS, 1997) além de alguns estudos in vitro relacionarem deficiéncia
de ferro com diminuicdo da funcdo fagocitaria e de células T humanas (WALTER et al.,
1997), o que poderia vir a afetar a resposta imunologica.

Em diversos paises, inclusive o Brasil, medidas governamentais estdo sendo tomadas
no sentido de prevenir o surgimento da anemia e,ou, melhorar as reservas de ferro da sua
populagdao (BRASIL, 2000). O método mais comum ¢ a fortificagdo de alimentos basicos
como acucar ¢ farinhas com fontes de ferro (PELLEGRINO et al., 1996; FREIRE, 1997).
Embora este método possa trazer beneficios rapidamente, a longo prazo isto poderia
implicar em efeitos adversos, uma vez que o organismo nao apresenta mecanismos para
excretar excesso de ferro (BEARD et al., 1996). A ingestdo de excesso de ferro também
esta sendo relacionada com aumento da incidéncia de infe¢des, intoxicagdo, diminuigdo na
absor¢do de outros minerais ¢ cancer (HURRELL & COOK, 1990; LUND et al., 1998,
REIFEN et al., 2000, SERIL et al., 2002), o que leva a discussao de formas alternativas
para aumentar a absor¢do de ferro, sem necessariamente aumentar sua ingestdo, como o

uso de prebidticos e,ou, probidticos.
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Quando animais ou humanos sdo suplementados com bactérias produtoras de acido
latico normalmente ocorre um aumento detectdvel na contagem do organismo que foi
administrado (BERTAZZONI-MINELLI et al., 1996; SPANHAAK et al., 1998; FULLER,
1999), porém os efeitos sdao transitorios e desaparecem alguns dias apds o tratamento ter
sido concluido (GILLILAND et al.,, 1978; BERTAZZONI-MINELLI et al., 1996;
BOUHNIK et al., 1996; SPANHAAK et al., 1998), indicando que, embora sobrevivam ao
trato gastrointestinal, as estirpes utilizadas ndo conseguem colonizar o intestino.

As respostas dos diferentes grupos bacterianos a suplementacdo com probidticos €
variavel, com um aumento marcante, embora temporario, no nimero de bactérias do acido
latico e bifidobactérias e diminui¢do de Enterobacteriaceae (ALANDER et al., 1999) e
Enterococci (BENNO et al., 1996), aumento do nimero de anaerdbios totais, lactobacilos e
de bifidobactérias fecais (BERTAZZONI-MINELLI et al., 1996, BENNO et al., 1996). A
suplementacdo com prebidtico, especialmente inulina e oligofrutose, resulta em um
aumento na quantidade de bifidobactérias associado ou ndo com aumento de lactobacilos
(MITSUOKA, 1992; ROBERFROID et al., 1998; HAVENAAR et al., 1999), diminuicao
de bacteroides, Fusobacterium e clostridios (GIBSON, 1999), aumento na concentragdo
cecal de bactérias anaerobias totais, lactobacilos e bifidobactérias, diminuicdo no nimero
de enterobactérias, do pH cecal (TANAKA ¢ MATSUMOTO, 1998) e do nimero de C.
perfringens (MITSUOKA, 1992, MIZOTA, 1996).

Além de prebidticos e probidticos outras substancias ingeridas podem vir a ter efeito
sobre a microbiota. Pouco se sabe sobre as interacdes entre as diversas espécies
microbianas e os minerais. O ferro, por exemplo, € essencial para o crescimento bacteriano
(KOCHAN et al.,, 1977),mas pode vir a ser toxico para as células se em grandes
quantidades (VONK et al., 1988).

O objetivo desta experimentagdo foi avaliar o efeito de dietas contendo prebiodtico
(Raftilose® P95 - FOS), probiotico (Bifidobacterium longum) e simbidtico na
biodisponibilidade de ferro, na mucosa intestinal murina ¢ na modulacdo da microbiota

cecal e colonica de animais anémicos.
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2. Material e métodos

2.1. Origem e manutencio da cultura probiética

A cultura de Bifidobacterium longum, isolada de B. longum ATCC 15707, foi obtida
no Banco de Culturas do Laboratorio de Culturas Laticas (UFVCC) do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, mantida congelada a —70° C

em meio TPY (Tripticase Phytone Yeast extract) + glicerol 20% (2:1).

2.2. Obtencdo do concentrado de células de Bifidobacterium Ilongum para

administracao aos animais.

Para completa ativagdo, a cultura foi descongelada e repicada trés vezes consecutivas
em caldo TPY (SCARDOVI, 1986). As ativagdes foram feitas empregando-se 5% de
inoculum, segundo-se incubagdo a 37°C/ 24 horas. Apds a ativagéo, foi cultivada em 100
mL de caldo TPY (Tripticase Phytone Yeast extract), incubada a 37°C por 24 h, sob
condi¢des de anaerobiose, obtida com a utilizagdo de anaerobac (Probac, Brasil) em jarras
de anaerobiose. Seguiu-se centrifugacdo a 2750xg por 15 minutos, a 4°C, em centrifuga
Beckman GS-6R. O sobrenadante foi descartado e o concentrado celular ressuspendido em
10 mL de LDR (leite desnatado resconstituido) a 10% estéril. Retirou-se uma aliquota de 1
mL para contagem de células viaveis de bifidobacteria em agar TPY, seguindo-se
plaqueamento “pour-plate” nas diluigdes 107, 10® ¢ 10°, com incubagdo a 37°C por 48
horas, em anaerobiose. O concentrado celular foi produzido em quantidades suficientes
para 5 dias de experimentacdo, divididos em volumes diirios e acondicionados sob

refrigeragao.
2.3. Biodisponibilidade de ferro

Foram utilizados 104 ratos machos (Rattus novergicus, variedade albinus) da
linhagem Wistar, recém-desmamados, com peso médio inicial de 91,46g + 13,24g. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais de aco inox em ambiente com temperatura

controlada (25+2°C) e com ciclo claro-escuro de 12 horas.
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.A indug¢do da anemia nos ratos seguiu o protocolo da AOAC (1984) modificado, com
uma fase de deplegdo de 21 dias, onde os animais receberam dieta AIN93-G (REEVES et
al., 1993) sem ferro ad libitum ¢ uma fase de replecdo, de 14 dias, onde os animais
receberam suas respectivas dietas-teste administradas de forma controlada (15 a 18 g/ dia).
O ganho de peso dos animais foi monitorado semanalmente e o consumo alimentar,
durante a fase de replecao, diariamente.

O nivel de hemoglobina foi quantificado no inicio do experimento em 8 animais, para
obtencdo da média basal (tempo 0). Ao final da fase de deple¢do (tempo 21) e ap6s 14 dias
da fase de reple¢ao (tempos 35) foram realizadas novas dosagens. O sangue dos animais
foi colhido por incisdo na cauda para obtengdo de 20 pL. de amostra. A divisdo dos grupos
experimentais (n= 8) foi feito ao final da fase de deplecdo (tempo 21), de acordo com os
niveis de hemoglobina, de forma que a média entre os grupos estivesse 0 mais proximo
possivel. A cultura de B. longum foi administrada diariamente, via oral, na forma de
concentrado celular de 10'° UFC/mL de leite desnatado reconstituido (LDR) na fase de
replegdo, em quantidade de 0,1 mL/ rato/ dia, para os grupos probidtico e simbiotico.

Os animais foram sacrificados no 36° dia por meio de asfixia com CO, seguida da
incisdo da cavidade abdominal para coleta do ileo (6 cm finais do intestino delgado), ceco
e coOlon ascendente (6 cm a partir do ceco). Foi feita contagem de microbiota de ceco e
colon ascendente de 6 animais de cada grupo experimental e analise histoldgica do ileo dos

animais dos grupos com nivel de ferro de 24 mg/kg de dieta e do grupo isento de ferro.

2.3.1. Preparo das dietas experimentais

As dietas experimentais foram preparadas de acordo com a dieta padrao para roedores
AIN-93G, segundo REEVES et al. (1993). Esta dieta ¢ indicada para experimentacgdes
utilizando-se animais roedores em crescimento.

As dietas testes consistiram de: 1) controle (AIN-93G); 2) Prebidtico (FOS 5%); 3)
Probiético (0,1 mL de concentrado celular — B. longum - 10'° UFC/mL); 4) Simbidtico
(FOS 5% + 0,1 mL de concentrado celular — B. longum - 10" UFC/mL) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais (g/100g de mistura)

Ingredientes Dietas*

Controle Prebidtico  Probidtico  Simbidtico
Caseina 20 20 20 20
Amido dextrinizado 13,2 13,2 13,2 13,2
Sacarose* 10,0 5,0 10,0 5,0
Oleo soja 7,0 7,0 7,0 7,0
Fibra (celulose microfina) 5,0 5,0 5,0 5,0
Mistura de Minerais** 3,5 3,5 3,5 3,5
Mistura de Vitaminas 1,0 1,0 1,0 1,0
L-cistina 0,3 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Amido milho 39,75 39,75 39,75 39,75
FOS 0,0 5,0 0,0 5,0
Leite Desnatado Reconstituido*** 0,1 0,1 - -
Concentrado celular *** - - 0,1 0,1

Fonte : Adaptado de REEVES et al. (1993)
Controle = Dieta AIN-93G (REEVES et al., 1993)

* 0 teor de sacarose nas dietas de prebidtico e simbidtico foi reduzido para compensar o acréscimo de FOS a
essas dietas.

** Quantidade de ferro variavel, segundo a dieta (6, 12 ou 24 mg/Kg)
*** mL/dia/animal

O FOS utilizado na experimentacdo, da marca Orafti (Raftilose® P95), foi cedido pela
sucursal brasileira. O produto contém em sua composi¢do 96,3% de matéria seca, sendo
96,7% oligofrutose (GP2 a GP7) e 3,3% de agticares (glicose, frutose e sacarose) e valor

calorico de 158 Kcal por 100 g.

Todas as dietas foram oferecidas contendo 3 teores de ferro (6; 12 ou 24 mg/kg).

2.3.2. Dosagem do teor de ferro das dietas experimentais.

A determinacdo de ferro foi realizada por espectrofotdmetria de absor¢cdo atomica

(GBC, mod. 908-AA, Alemanha), utilizando chama de ar/acetileno e A = 248,33 nm.

2.3.3. Dosagens sangiiineas

O nivel de hemoglobina foi quantificado pelo método colorimétrico da
cianometahemoglobina (HiCN), proposto pela AOAC (1984), utilizando o kit para
diagnostico colorimétrico in vitro da ANALISA Industria e Comércio LTDA (Belo
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Horizonte — MG). Os 20uL de sangue sdo misturados a 5 mL de uma solucdo de cianeto e
ferrocianeto de potassio (solugdo de Drabkin). Nesse método, o fon ferroso (Fe™) do heme
da hemoglobina é oxidado para o estado férrico (Fe+3) pelo cianeto ionizado, formando
cianeto de metahemoglobina, cuja concentragdo ¢ medida a 540 nm em espectrofotometro

(Pharmacia LKB, Novaspec II, USA).

2.4. Analise Histologica.

Fragmentos de aproximadamente 1 cm do ileo distal, do colon ascendente e o ceco de
cada animal foram retirados, lavados com solucao salina (0,9% NaCl) estéril e colocados
em formol 10%. A retirada do ileo foi padronizada em rela¢do a regido final do ileo. O
material foi levado para processamento no Laboratério de Anatomia Patoldgica
(PREVENT, Vigosa), onde foram confeccionadas laminas para avaliagdo histologica, apos
a inclusdo em parafina, cortes semi-seriados em micrétomo e coloragdo por hematoxilina-
eosina. Cada lamina continha dois cortes do segmento.

As laminas foram analisadas para superficie de absor¢ao e comprimento de vilosidade
em microscopio optico Olimpus AX 70 com sistema U-PHOTO (Olimpus Optical Co.,
Japao) acoplado a um microcoputador com software Image Pro® Plus para Windows
versao 4.1.0.0 (Média Cybernetics, USA), utilizando-se aumento de 10x e zoom 1.

A superficie de absor¢do foi medida em dois campos (um por corte) de cada segmento
e depois foi calculada a média dos valores para cada segmento. O comprimento da
vilosidade foi medido em seis campos (3 por corte) de cada segmento, desde a extremidade
da vilosidade até a parede mais externa do intestino (muscular da mucosa). A média das 6

leituras, para cada segmento intestinal, foi calculada.
2.5. Avaliacdo da microbiota intestinal murina, por meio de contagem de anaerobios
totais, aerdbios totais, bifidobactérias e Escherichia sp.

Os animais foram sacrificados ap6s 15 dias de administragdo das dietas testes, devido

a problemas de operacionalidade e tempo. O ceco de cada animal foi pesado, antes da

retirada do conteudo.
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A analise microbiologica do contetdo intestinal do ceco e colon ascendente foi
realizada apenas de amostras de 6 animais de cada grupo, devido a restricdes de material,
ambiente fisico e tempo. O conteudo intestinal (1 ou 0,1 g) de cada segmento foi
adicionado em 9 ou 9,9 mL de agua peptonada reduzida estéril (Peptona 1 g, NaCl 8g,
Tween 80 1g, L-cisteina HCL.H,O 0,5 g; glicerol 10 g; agua destilada 1000 mL). As
amostras diluidas foram imediatamente congeladas (-70°C) para posterior analise
microbiologica.

Foram realizadas contagens dos seguintes grupos bacterianos, de cada amostra:

—  Bactérias anaerébicas totais: Agar BHI (Brain Heart Infusion — DIFCO 37-17-8) com
adicdo de 5% de sangue de carneiro desfibrinado no momento de preparo das placas
com meio solido;

— Bactérias aerdbicas ou aerdbicas facultativas totais: Agar BHI (DIFCO 37-17-8) sem
adicao de sangue;

—  Escherichia sp.: Agar Mac Conkey Sorbitol (DIFCO 79-17-7)

—  Bifidobacterium spp.: Agar RB (Rafinose-Bifidobacterium), de acordo com
HARTEMINK et al. (1996).

As amostras foram submetidas a diluigdes decimais em agua de diluigdo reduzida
(KH,POq4 4,5g; Na,HPO, 6g; L-cisteina HCL.H,O 0,5g; Tween 80 0,5; agua destilada 1000
mL) e uma aliquota de 0,1 mL da diluicao apropriada foi plaqueada a superficie dos meios
de cultura. As placas invertidas foram incubadas a 37° C em aerobiose (Escherichia sp. e
aerobios totais) ou anaerobiose (anaerdbios totais e bifidobactérias), em camara de
anaerobiose (Anaerobic workstation, mod.Bug Box-SG, marca Jouan, fabr. Rouskinn

Technology Ltda., UK) por um periodo de 24 a 48 h e 72 a 96 h, respectivamente.

2.6. Analises estatisticas

O experimento de biodisponibilidade de ferro foi montado segundo um esquema
fatorial 4x3, sendo 4 tratamentos (controle, prebidtico, probiodticos e simbidtico) e 3 niveis
de ferro (6, 12 e 24 mg de ferro/Kg de dieta) no delineamento inteiramente casualizado,
com 8§ repeticdes, totalizando 96 animais. Procedeu-se a andlise de varidncia e regressao
dos dados. Para o fator qualitativo (tipo de dieta) as médias foram comparadas utilizando-
se o teste de Tukey, adotando-se um nivel de 5% de probabilidade. Para o fator
quantitativo (nivel de ferro) os modelos foram escolhidos baseados na significidncia dos

coeficientes de regressdo, utilizando-se o teste F (VIEIRA & HOFFMANN, 1989) e
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adotando um nivel de até 10% de probabilidade, no coeficiente de determinag¢do e nos
fenomenos bioldgicos em estudo (hemoglobina, ganho de hemoglobina e ganho de peso).
Optou-se pelo desdobramento da interagdo, independente de ser ou ndo significativa.

Os cortes histologicos de ileo foram avaliados para superficie de absor¢do e
comprimento de vilosidade, em um delineamento inteiramente casualizado, com 5
tratamentos (4 dietas com nivel de ferro de 24 mg/kg e uma dieta isenta de ferro). As
médias dos tratamentos foram comparadas entre si pelo teste de Tukey e o grupo isento de
ferro foi comparado versus os tratamentos pelo teste de Dunnett.

A analise do peso do ceco e o ensaio microbioldgico foram montados em um esquema
fatorial 4x3 (4 dietas, 3 niveis de ferro) no delineamento inteiramente casualizado, com 8
repeticoes (para peso de ceco) e 6 repeticdes (microbiologia). Procedeu-se a analise de
variancia e regressdo dos dados. Para o fator qualitativo (tipo de dieta) as médias foram
comparadas utilizando-se o teste de Tukey adotando-se um nivel de 5% de probabilidade.
Para o fator quantitativo (nivel de ferro) os modelos foram escolhidos baseados na
significancia dos coeficientes de regressao, utilizando-se o teste F e adotando um nivel de
até 10% de probabilidade, no coeficiente de determinagdo e na alteragdo dos grupos
bacterianos do ceco e codlon ascendente. Em ambos experimentos optou-se pelo
desdobramento da interagdo, independente de ser ou nao significativa.

As avaliacdes foram efetuadas utilizando-se o software SAEG (Sistema de Analise

Estatistica, Universidade Federal de Vigosa).

3. Resultados

3.1. Ganho de peso dos animais

Os dados relativos ao ganho de peso dos animais estdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Ganho de peso (g) de ratos alimentados com FOS, B. longum ou simbidtico e 3

niveis de ferro (6, 12 e 24 mg/kg) ao final do periodo de 14 dias de replecao.

Dieta/ teor de ferro 6 mg FeSO4/kg 12 mg FeSO4/kg 24 mg FeSO4/kg
(1) Controle 149,12 158,25 145,88
(2) B. longum 148,62 145,50 154,00
(3) FOS (Raftilose® P95) 141,75 163,00 144,50
(4) Simbi6tico” 146,00 138,00 154,88

’ FOS + B. longum

Nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre as dietas para o ganho de peso dos

diferentes grupos experimentais.

3.2. Nivel de hemoglobina e Ganho de hemoglobina

Os niveis de hemoglobina no inicio e fim do periodo de reple¢do, bem como o ganho

de hemoglobina sdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Ganho de hemoglobina em ratos apds os 14 dias da fase de replecdo,
consumindo dietas com 6, 12 ¢ 24 mg de ferro/ kg de dieta contendo

prebidtico, probidtico ou simbidtico.

hemoglobina (g/dL)  Hemoglobina (g/dL)’ Ganho de

Grupos Experimentais Tempo 0 Tempo 14 hemoglobina’
(dia 21) (dia 35) g/dL
Controle — 6 ppm FeSO,4 9,20 9,81 0,61
B. longum — 6 ppm FeSO, 8,79 10.56 1,77
FOS — 6 ppm FeSO4 8,92 11,16 2,24
Simbiotico — 6 ppm FeSO, 8,65 10.34 1,69
Controle — 12 ppm FeSO, 9,03 11,59 2,56
B. longum — 12 ppm FeSO,4 8,63 11,43 2,80
FOS — 12 ppm FeSO, 8,89 11,74 2,85
Simbidtico — 12 ppm FeSO,4 8,73 11,82 3,09
Controle — 24 ppm FeSOy4 8,98 12,88 3,90
B. longum — 24 ppm FeSO,4 8,70 13,54 4,84
FOS — 24 ppm FeSO, 8,83 12,33 3,50
Simbiotico — 24 ppm FeSO, 8,68 13,32 4,64

* Nao houve diferenga significativa entre os diferentes tratamentos, para um mesmo periodo de

tempo e nivel de ferro, segundo o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05) e verificou-se que
nenhum dos tratamentos utilizados conseguiu recuperar a anemia dos animais (niveis de
hemoglobina basais iniciais de 14,80 g/dL).

Os resultados encontrados nesta fase experimental ndo estdo de acordo com SAKAI et
al. (2000a,b), os quais, trabalhando com ratos gastrectomizados, verificaram que a
incorporagdo de FOS, em niveis de 7,5%, evitou o aparecimento de anemia nos animais.
No entanto, além dos niveis de FOS utilizados terem sido maiores, a gastrectomia é um
procedimento cirtirgico que afeta posteriormente a absor¢do de ferro e os resultados
positivos no aumento de biodisponibilidade de ferro encontrada resultou da comparagéo
entre os animais submetidos ou ndo a gastrectomia (SAKAI et al., 2000a,b). A anemia
derivada da gastrectomia baseia-se na diminui¢do da absor¢do duodenal de ferro por meio
de altera¢do no pH do quimo, que ndo chega acidificado ao intestino delgado. A absor¢do

de ferro fica restrita ao ceco e célon dos animais, onde ocorre a agdo do FOS. No entanto,
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em um individuo normal, a absorc¢do pela via transcelular no intestino delgado é a forma
predominante de absor¢do de ferro.

As bifidobactérias sdo habitantes normais do ceco e colon (Figura 1), locais onde a via
predominante de absor¢do de ferro e outros minerais € passiva. Os possiveis mecanismos
envolvidos no aumento da absorcdo de minerais quando héd suplementacdo com
bifidobactérias e,ou, prebioticos relacionam-se com aumento de ferro soluvel ou
complexacdo de ferro facilitando a sua absor¢do, como produgdo de acidos orgénicos,
diminui¢do do pH intestinal e aumento na fragdo de ferro solavel, devido a solubilizagdo
de ferro previamente complexado (VONK et al., 1988), formac¢do de complexos como
acetato e lactato de ferro mais facilmente absorvidos (OHTA et al., 1994, OHTA et al.,
1995b) e aumento da superficie de absor¢do. DERMAN et al. (1980) mostraram que
embora a acidificacdo do lumem intestinal seja importante, a formagado de lactato de ferro

também pode vir a influenciar a absorc¢ao de ferro.

Figura 1 — modelo de intestino de rato e locais principais de colonizagdo por
bifidobactérias. Rat
(Raftus nonvegous§

Rato (Rattus norvergicus)
Comprimento corpo: 17 cm

—»  Ceco ¢ colon

Fonte: Comparative Anatomy of the Digestive Tract

(http://ourworld.compuserve.com/homepages/gr frank/dig anat.htm)

Por outro lado em animais anémicos, hd um aumento na absor¢do, principalmente no
intestino delgado, do ferro ingerido em um mecanismo de resposta objetivando recuperar
as reservas organicas (BEARD et al, 1996). A fonte de ferro utilizada nesta
experimentacdo foi sulfato ferroso, sal organico que apresenta boa biodisponibilidade,

permitindo rapida recuperagdo da anemia, quando incorporado em niveis de 24 mg/kg,
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correspondente a 100% da recomendacdo nutricional para ratos, segundo REEVES et al.
(1993). Sugere-se a utilizacdo de outras fontes alimentares de ferro, de baixa
biodisponibilidade, para verificar se a incorporagdo de prebidtico e,ou, probidtico
poderiam aumentar sua absorgao.

O efeito dos diferentes niveis de ferro nas dietas sobre o valor final de hemoglobina e

ganho de hemoglobina esta indicado na Tabela 4.

Tabela 4 — Equagdes ajustadas do nivel de hemoglobina (HB - g/dL) e ganho de
hemoglobina (GHB - g/dL), em fun¢do dos niveis de ferro (mg/kg dieta) de

ratos suplementados com FOS, B. longum ou simbiodtico.

2

Dieta Varidvel Equacdes Ajustadas r

1 HB D;=9=9,16312+0,161492" Fe 0,9233

2 D, =9 =9,500 +0,167321 Fe 0,9981

3 D; =9 = 10,8675 + 0,0627083"" Fe 0,9672

4 D4 =9 =9,59438 + 0,159449""Fe 0,9660
Comum HB D =9=29,78125+0,137768" Fe 0,9790

1 GHB D, =9 =-0,0578811+0,172443" Fe 0,9137

2 D, = § =0,740380 + 0,171039 Fe 0,9999

3 D;=9=1,9135+0,0677306 " Fe 0,9716

4 Dy =9 =0,917806 + 0,158874" Fe 0,9744
Comum GHB D = § = 0,878452+ 0,142522" Fe 0,9753
D, = Dieta controle (AIN-93G); D,= dieta com probidtico (controle + Bifidobacterium longum); D; = dieta
com prebidtico (controle + Raftilose® P95); D, = dieta com simbiodtico (controle + B. longum +
Raftilose® P95)

™ 1% de significancia pelo teste de F
™ 10% de significancia pelo teste de F

As equagdes comuns para os dois pardmetros indicam que a inclinagdo () das retas
obtidas com as diferentes dietas, relativas ao efeito do nivel de ferro nos niveis finais de
hemoglobina e ganho de hemoglobina, sdo semelhantes, pela identidade dos modelos.
Estas equagdes indicam que ambos parametros (HB e GHB) dependem do nivel de ferro

encontrado na dieta, independente da presenga ou ndo de pré e,ou, probiotico.

3.3. Superficie de absorcio e comprimento das vilosidades do ileo

As medidas de superficie de absor¢do (um) e comprimento das vilosidades (um) dos

animais alimentados com pré-, pré ou simbidtico e dietas contendo 24 mg de ferro/kg de

dieta, analisadas pelo teste de Tukey e Dunnett estdo indicadas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Superficie de absor¢ao (um) e comprimento de vilosidades (um) da porcao
terminal do ileo de ratos alimentados com alimentados com FOS, B. longum

ou simbidtico e 24 mg de ferro/kg de dieta.

Dietas Superficie absorcdo (um)" Comprimento das Vilosidades (um)
(1) Controle 651,8474™ 52,51490*™
(2) Probiotico 619,7843*™ 49,01394%™
(3) Prebiotico 552,0013*™ 43,89422%™
(4) Simbiotico 585,2956*™ 49,10988* "™
Dieta isenta de ferro 635,69101° 55,22131%

* Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.
ns= ndo significativo, pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade, entre os tratamentos e o grupo

testemunha (dieta isenta de ferro).

Nao foram observadas diferengas (p>0,05) entre superficie de absor¢do (um) dos
diferentes grupos experimentais, com dieta de 24 mg de ferro’kg de dieta nem no
comprimento das vilosidades (um). Tampouco foi verificada diferenca entre as medidas de
superficie absor¢do (um) e comprimento das vilosidade (pm) entre o grupo testemunha e
os outros grupos experimentais. Os resultados encontrados estavam de acordo com o
esperado, visto que os prebioticos sdo fermentados no ceco e colon, locais onde as
bifidobactérias s3o normalmente encontradas, e ndo apresentem influéncia no ileo. O fato
do tempo de permanéncia do alimento no ileo ser curto - 45 min (DUFLOS et al., 1995)
sem grandes retengdes, também diminui a probabilidade de alteragcdes na por¢do terminal
do ileo.

Conforme citado anteriormente, o sitio principal para atuacdo de bifidobactérias e
também fermentagdo de FOS ¢é o colon, onde trabalhos anteriores indicam a alteracdo na
superficie de absor¢do, com diminuicdo do numero de criptas aberrantes (GALLAHER et
al., 1996), aumento do peso das mucosas cecal e coloretal de animais suplementados com
FOS (CAMPBELL et al., 1997, OHTA et al., 1998a,b) ou hipertrofia da parede celular em
ratos suplementados com amido resistente (YOUNES et al., 1996). No entanto nesta
experimentacdo ndo foi possivel a avalicdo desses segmentos intestinais (ceco e colon) pois
a coleta de material para contagem microbiana resultou em manipulacdo que alterou a
parede intestinal.

A Foto 1 indica como foram realizadas as medidas de superficie de absorcdo e

comprimento de vilosidade dos cortes histologicos.
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Foto 1 — Fragmento de ileo de rato. Indicagdo de medidas de superficie de absorcdo (SA) e

comprimento de vilosidade (CV)

A analise da superficie de absorcdo e da comprimento das vilosidades das mesmas
regides dos animais que receberam dietas contendo 6 e 12 mg de ferro/kg de dieta ndo foi
realizada devido a auséncia des resultados significativos (p>0,05) entre as dietas com nivel

maximo de ferro e a dieta isenta de ferro (Tabela 5).

3.4. Peso do ceco

A Tabela 6 indica os valores do peso do ceco dos animais alimentados com dietas

contendo FOS, B. longum ou simbidtico e 6, 12 e 24 mg de ferro/kg de dieta.
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Tabela 6 — Peso do ceco (g) de ratos alimentados com dieta contendo FOS, B. longum ou

simbidtico com 6, 12 ¢ 24 mg de ferro/kg de dieta.

Dieta/Ferro 6 mg/Kg 12 mg/Kg 24 mg/Kg
(1) Controle 2,776° 2,508° 2,592°
(2) Probidtico 2,945 2,536" 2,350
(3) Prebiotico 4,929° 4,522 4,985
(4) Simbidtico 5,541° 4,590° 4,992°

Dieta controle = AIN-93G; Probidtico = B. longum; Prebiodtico = FOS; simbiotico = B. longum + FOS
* Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao

nivel de 5% de probabilidade.

O peso do ceco dos animais submetidos a dietas contendo prebidtico foi maior
(p<0,05), quando comparado com os dos animais alimentados com dieta controle e
probiodtico (Tabela 6). Este resultado era esperado, pois ao alcangar o ceco, onde ¢
metabolizado pelos microrganismos, FOS aumenta o peso do 6rgao. Este aumento seria
devido ao aumento do peso das mucosas cecal e coloretal (OHTA et al.,, 1998a,b),
resultando em maior peso da parede cecal (CAMPBELL et al. 1997, LE BLAY et al,,
1999) devido a uma hipertrofia da parede celular (YOUNES et al., 1996). O efeito de
carboidratos complexos na hipertrofia cecal tende a ser proporcional a sua fermentacdo
(YOUNES et al., 1996), com producdo de metabolitos que estimulem a proliferacdo celular
e ndo ao simples acumulo de substratos no ceco.

A Tabela 7 indica as equagdes ajustadas para efeito do nivel de ferro sobre o peso do

ceco nos diferentes grupos experimentais.

Tabela 7 — Equagdes ajustadas do peso do ceco (g) em funcdo do nivel de ferro (mg/kg

dieta) de ratos suplementados FOS, B. longum ou simbidtico.

Dieta Equagdes Ajustadas R’
1. Controle D, =9=2,26254
2. Probidtico D, =9 =3.03813 — 0,0305506***Fe 0,8464
3. Prebidtico D;=9=4,8121

4. Simbiodtico D,=y9=15,0413

D; = Dieta controle (AIN-93G); D,= dieta com probidtico (Bifidobacterium longum); D; = dieta com
prebidtico (Raftilose® P95); D, = dieta com simbiético (B. longum + Raftilose® P95)
" 10% de significancia pelo teste de F
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A dieta 2, suplementada com probidtico foi a inica onde se verificou correlagdo entre
o nivel de ferro e o peso do ceco (p<0,10). A equagdo ajustada indica uma diminui¢do no
peso do ceco com o aumento do teor de ferro da dieta (Tabela 7). Esse decréscimo poderia
ser explicada por uma estimulagdo do probiodtico por maiores teores de ferro, refletindo em
uma maior acdo de antibiose com relacdo a grupos bacterianos especifico, diminuicdo da
producdo de acidos graxos responsaveis por um aumento do peso da mucosa cecal (grupos
produtores de butirato, por exemplo) ou utilizacdo de componentes do meio com
diminui¢do da concentragdo de nutrientes osmoticos; ou maiores teores de ferro,
juntamente com a presenca de probidtico pode excercer um efeito toxico sobre alguns
grupos microbianos e alteragdo do peso do ceco, por maior ou menor producdo de acidos
organicos (como butirato), que estimulam a proliferacdo celular (TOOPING, 1996) ou
incremento/ diminui¢do na quantidade de material indigerivel presente no conteudo fecal.

A presenca de FOS, fibra ndo digerivel pelo organismo animal, representa aumento do
volume de material que consegue chegar ao ceco. Com a fermentacdo bacteriana ha um
aumento também da agua no lumem intestinal, para diluicdo do contetido e manutengdo da
pressdo osmotica. Alguns experimentos mostram que a fermentacdo de
frutooligosacarideos resulta em maior peso da parede cecal e do seu conteudo (LE BLAY
et al., 1999) e, consequentemente, do ceco provavelmente devido & proliferacdo celular

como resultado da acdo de acidos organicos, especialmente butirato (TOOPING, 1996).

3.5. Efeito sobre a microbiota intestinal murina

As contagens de bactérias bifidas, anaerdbios totais, coliformes e aerdbios totais do

ceco e colon dos animais experimentais estdo indicados nas Tabelas 8 ¢ 9.
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Tabela 8 — Concentragdo bacteriana cecal - bifidobactérias e anaerobios totais - (Log
UFC/g de fezes) de ratos alimentados com dieta controle, suplementada com

probidtico, prebidtico ou simbidtico, contendo 6, 12 e 24 mg de ferro/kg de

dieta.
Bifidobactérias . Anaerobios Totais .
(Log UFC/g contetido) (Log UFC/g contetido)
Dieta/ferro (mg/Kg) 6 12 24 6 12 24
(1) Controle 7,72 7,48 7,64% 8,74 8,59° 8,64
(2) Probidtico 7,35% 7,64° 7,99° 8,03% 8,26% 8,57
(3) Prebidtico 7,21% 6,42° 7,14% 8,19% 7,68° 8,39°
(4) Simbidtico 6,57 7,20% 6,95° 7,61° 8,03% 8,45

D, = Dieta controle (AIN-93G); D,= dieta com probidtico (Bifidobacterium longum); D; = dieta com
prebidtico (Raftilose® P95); D, = dieta com simbiotico (B. longum + Raftilose® P95)

" Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 9 — Concentragao bacteriana cecal — aerdbios totais e coliformes - (Log UFC/g de
fezes) de ratos alimentados com dieta controle, suplementada com probiotico,

prebiotico ou simbidtico, contendo 6, 12 e 24 mg de ferro/kg de dieta.

Coliformes . Aerobios Totais .
(Log UFC/g contetido) (Log UFC/g contetido)
Dieta/ferro (mg/Kg) 6 12 24 6 12 24
(1) Controle 4,35° 3.82° 2,732 8,21° 7,89% 8,19°
(2) Probidtico 3.82% 3.05% 3.54% 7,74ab 7,78% 8,307
(3) Prebiotico  3.16™ 2,71° 2,48° 7,54 6,55" 7,12°
(4) Simbiotico 2,69b 3.06% 2,70° 6,99b 7,72° 7,40°

D; = Dieta controle (AIN-93G); D,= dieta com probidtico (Bifidobacterium longum); D; = dieta com
prebidtico (Raftilose® P95); D, = dieta com simbiotico (B. longum + Raftilose® P95)

" Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, nio diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados observados indicam similaridade (p>0,05) nas concentragdes dos grupos
bacterianos avaliados em todos os niveis de ferro, para as dietas dietas controle e com
probiotico. A incorporacdo de prebiotico resultou em efeito diferenciado, dependendo do
nivel de ferro da dieta, com decréscimo da contagem de bifidobactérias, aerdbios totais ¢
anaerdbios totais (p<0,05) nas dietas com 12 mg ferro/Kg, enquanto a suplementagdo com

simbidtico resultou em decréscimo das concentragdes de todos os grupos avaliados apenas
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na dieta contendo 6 mg Fe/Kg. Os dados referentes a suplementagdo com FOS e simbidtico
ndo concordam com o esperado e¢ o encontrado na literatura (GIBSON et al., 1995,
BOUHNIK et al., 1996, DJOUZI & ANDRIEUX, 1997, ALANDER et al., 1999,
GIBSON, 1999) — aumento de bifidobactérias com a utilizacao de prebiotico.

Os animais que foram alimentados com Raftilose® P95 (FOS) apresentaram diarréia.
A escolha da propor¢ao de FOS na dieta (5%) baseou-se em dados de literatura (OHTA et
al., 1995a,b, OHTA et al., 1998a,b, MOROHASHI et al., 1998, TESHIMA, 2001). A
alteracdo do nivel de FOS de 5% para 3% (uma semana apos o inicio da fase de replegdo)
diminuiu mas nao foi suficiente para eliminar a diarréia, que pode ser resultante da adi¢ao
de FOS em um efeito sinérgico ou ndo ao aumento do teor de ferro na dieta. Esta diarréia
pode ter influénciado nos resultados observados das concentragdes bacterianas.

Efeitos intestinais adversos, que incluem flatuléncia, dor abdominal, colica e
burburismo também foram notados em humanos. A ingestdo diaria de 10g de FOS, por
seres humanos, apresenta efeitos bifidogé€nicos, sem levar aos problemas colaterais
verificados com doses superiores (15g/dias) (BOUHNIK et al., 1999). Embora os
pesquisadores nao tenham fornecido o peso médio dos individuos analisados, tomando-se
como base 65kg, ter-se-ia uma dose de 15,3 mg FOS/100g peso corporal.

Se esta também for a dose adequada ao animal, os ratos, que comecaram a receber
FOS com peso médio de 200g, deveriam ingerir diariamente 30,6 mg de FOS. O consumo
diario minimo foi de 15g de dieta a uma propor¢ao de 5%, o que significa uma ingestdo
diaria de 750 mg de FOS, muito acima do valor calculado. Mesmo com uma diminui¢do da
proporgdo de FOS para 3%, o consumo diario ainda permaneceu elevado (450 mg FOS).

As contagens de bactérias bifidas, anaerdbios totais, coliformes e aerdbios totais do

colon dos animais experimentais estdo indicados nas Tabelas 10 e 11.
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Tabela 10 — Concentragdo bacteriana col6nica - bifidobactérias e anaerdbios totais - (Log
UFC/g de fezes) de ratos alimentados dieta controle, suplementada com

probiodtico, prebidtico ou simbidtico, contendo 6, 12 e 24 mg de ferro/kg de

dieta.
Bifidobactérias . Anaerobios Totais .
(Log UFC/g contetido) (Log UFC/g conteudo)
Dieta/ferro (mg/Kg) 6 12 24 6 12 24
(1) Controle 824  7,70° 8,04 8,75 8,60% 8,96™
(2) Probidtico 7,64 7,89 824" 8,42° 8,687 9,05
(3) Prebidtico 791° 681>  7,61° 8,817 8,23° 8,71%
(4) Simbidtico 7,82 8,090  7,73° 8,85 8,97° 8,42°

D, = Dieta controle (AIN-93G); D,= dieta com probidtico (Bifidobacterium longum); D; = dieta com
prebidtico (Raftilose® P95); D, = dieta com simbiotico (B. longum + Raftilose® P95)

" Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 11 — Concentracdo bacteriana coldnica — aerobios totais e coliformes - (Log UFC/g
de fezes) de ratos alimentados com dieta controle, suplementada com

probidtico, prebidtico ou simbiotico, contendo 6, 12 e 24 mg de ferro/kg de

dieta.
Coliformes Aerobios Totais
(Log UFC/g contetido) " (Log UFC/g conteudo)
Dieta/ferro (mg/Kg) 6 12 24 6 12 24
(1) Controle 481% 493" 411° 8,39 8,10° 8,47%
(2) Probidtico 424° 470 4,90° 8,32° 8,36 8,77
(3) Prebiotico 594 4410 432° 8,49° 6,73° 7,85°
(4) Simbidtico 523" 4,90 4,08 7,85° 8,43" 7,89°

D; = Dieta controle (AIN-93G); D,= dieta com probidtico (Bifidobacterium longum); D; = dieta com
prebidtico (Raftilose® P95); D, = dieta com simbiotico (B. longum + Raftilose® P95)
%

Meédias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados indicam que a incorporagao de FOS a dieta ndo influiu na populagio de
bifidobactérias colonicas, exceto nas dieta com 12 mg de ferro/kg de dieta, onde também
se verifica uma diminuicdo de todos os grupos avaliados, exceto coliformes. A
suplementagdo com prebidtico também resultou em diminui¢do da concentracdo de

aerobios totais (p<0,05) na dieta contendo 24 mg Fe/kg.

102



O dado mais significativo se refere ao aumento (p<0,05) da contagem de coliformes
colonicos em dietas contendo FOS e baixo teor de ferro, indicando que este grupo pode
estar sendo estimulado, seja pelo FOS ou por metabolitos resultantes da fermentagdo cecal
do substrato.

Os resultados encontrados, com relacdo ao efeito de prébidticos sobre microbiota
intestinal, sdo inconclusivos. Os dados obtidos com a contagem microbiana, associados ao
aparecimento de diarréia, provavelmente osmética, indicam a necessidade de se trabalhar
com a contagem microbiana por grama de peso seco, implicando na utilizacdo de um
numero maior de animais por grupo experimentais (parte para contagem e parte para a
determinagdo da quantidade de agua presente nas fezes).

Os trabalhos cientificos consultados (OHTA et al., 1995a,b, OHTA et al., 1998b,
TESHIMA, 2001), que utilizam 5% de prebiotico para ratos e serviram como base para a
decisdo de se wutilizar esta propor¢do no experimento, foram realizados com
frutooligosacarideos de outras marcas, indicando a possibilidade de diferentes efeitos
dependendo da forma de obtencdo e processamento do FOS e a necessidade de ajuste no
nivel de utilizagdo de cada substrato de modo a evitar efeitos fisiologicos adversos, como a
diarréia observada.

Observa-se que nas dietas suplementadas com probidtico (Bifidobacterium longum) as
contagens microbianas sdo semelhantes as encontradas nos animais com dieta controle
(p>0,05), (Tabelas 9 e 11) condizendo com os resultados encontrados por outros autores
(GALLAHER et al, 1996, AMANN et al., 1998), os quais indicam que a suplementacao de
bifidobactéria ndo altera significativamente a populacdo bacteriana em individuos com a
microbiota entérica estavel. Nestes individuos, o equilibrio populacional foi alcangado, e
para que haja alteracdes significativas ¢ necessaria alteracdo dos niveis populacionais o que
normalmente ocorre por fatores externos como antibidticos, toxiinfec¢do ou ingestdo de
bactérias patogénicas.

Verifica-se que, em dietas com baixo teor de ferro (6 mg/kg), a suplementacdo com
prebiotico resulta em aumento (p<0,05) da concentracdo de coliformes colonicos quando
comparada com a dieta suplementada com probiotico (Tabela 11) indicando um possivel
efeito antagoénico da cultura e,ou, que a incorporagdo de FOS estimularia o grupo dos
coliformes, compensando um possivel efeito negativo excercido por B. longum.

O nivel de ferro influencia de forma diferenciada (p<<0,01 ou p<0,05) os grupos

bacterianos, de acordo com as dietas utilizadas (Tabelas 12 ¢ 13).
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Tabela 12 —Equagdes ajustadas da concentracdo dos diferentes grupos bacterianos cecais

(Log UFC/g de conteudo) em fungdo do nivel de ferro (mg/kg dieta) de ratos

suplementados com dietas controle, suplementada com probidtico, prebidtico

ou simbidtico.

Dieta  Variavel Equacdes Ajustadas r
1 Bifidobactérias D, =9y=7,612
Cecais
2 D, =9=7,6596
3 D;=9=36,9244
4 D4s=9=16,9067
1 Anaerobios Totais D; =% =8,6589
2 Cecais D, =9 =8,2841
3 D;=9 = 8,0856
4 D4 =9 =7,40368 + 0,0446543 Fe 0,9663
1 Aerobios Totais D, =9 =28,0968
2 Cecais D, =9 = 28,006
3 D;=9=7,0708
4 Ds=9=7,3720
1 Coliformes Cecais D, =9 =4,91876 —0,0913103 " Fe 0,9999
2 D, =9 =13.4694
3 D;=9=2,7795
4 Dys=9=2,8125
D, = Dieta controle (AIN-93G); D,= dieta com probiodtico (Bifidobacterium longum); D; = dieta

com prebidtico (Raftilose® P95); D, = dieta com simbidtico (B. longum + Raftilose® P95)

™ significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de F.

" significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.
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Tabela 13 — Equagdes ajustadas para nivel de ferro (mg/kg dieta) e efeito na concentragdo
dos diferentes grupos bacterianos colonicos (Log UFC/g de contetdo) de
ratos suplementados com dietas controle, suplementada com probioético,

prebiotico ou simbidtico.

Dieta  Variavel Equacdes Ajustadas r

1 Bifidobactérias D; =39 =7,9902

2 Coblon D, =¥ =7,9205

3 D3;=9=10,0118 — 0,433714  Fe + 0,0138937 Fe*  1,0000
4 Dy =y =7,8827

1 Anaerdbios D, =9=28,766

2 Totais D, =9y=28,7158

3 Coélon Dy= 9 = 8,5841

4 D, =9 =9,1304 — 0,0272012 Fe 0,7335
1 Aerobios D, =y=28,3209

2 Totais D, =9 =28,4796

3 Colon Ds=9 = 11,7804 — 0,677442 " Fe + 0,0214008 "Fe*  1,0000
4 Dy =y = 8,0560

1 Coliformes D =9=4,6184

2 Coblon D, =9 =4,6116

3 D3 = § = 8,46846 — 0,504209 Fe + 0,0138053 Fe? 1,0000
4 Dy =y =4,7345

D, = Dieta controle (AIN-93G); D,= dieta com probiodtico (Bifidobacterium longum); D; = dieta
com prebidtico (Raftilose® P95); D, = dieta com simbidtico (B. longum + Raftilose® P95)
" significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de F.

" significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.

Na dieta controle (Tabela 12) ha uma diminui¢ao da concentragao de coliformes cecais
(p<0,01) com o aumento do nivel de ferro, enquanto os outros grupos ndo seriam
influenciados por esta variavel. Na dieta contendo simbidtico, ocorre um aumento
significativo da quantidade de anaerdbios totais cecais (p<0,05) com o aumento do nivel de
ferro (Tabela 12), enquanto as equagdes quadraticas indicam que o aumento do nivel de
ferro na presenca de prebiotico exerce inicialmente um efeito inibidor sobre bifidobactérias
(p<0,01), anaerdbios totais (p<0,01) e coliformes (p<0,05) do célon (Tabela 13). Os
valores de 15,61, 15,83 e 18,26 mg de ferro/kg de dieta representam, respectivamente, os
pontos minimos das curvas. A partir destes valores, verificar-se-ia um aumento das
populagdes, retornando a niveis semelhantes aos encontrados nos animais controle. O
aumento do nivel de ferro representaria mais ferro solubilizado no meio. Os dados indicam

a possibilidade da existéncia de dois grupos bacterianos (espécies) diferentes: um
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estimulado por baixas concentragdes de ferro e para os quais altas concentra¢des poderiam
vir a ser toxicas e outro que necessita de um nivel minimo para o seu crescimento. Os
pontos minimos representariam o intervalo entre o decréscimo do primeiro grupo € o inicio
de estimulo do segundo. Outra hipétese ¢ que niveis intermediarios de ferro sao
insuficientes para estimular mecanismos de utilizacdo de ferro do meio, como secregdo de
sideroforos (substincias que se ligam ao ferro do ambiente, indisponibilizando-o para
outros grupos de microorganismos que ndo os secretores), que ocorre em meios com baixo
contetdo de ferro (KOT & BEZKOROVAINY, 1993, KOT et al., 1995).

Na dieta contendo simbidtico observa-se uma diminui¢do da concentracdo de
anaerobios totais (p<0,05) com o aumento do nivel de ferro (Tabela 12), indicando um
possivel efeito toxico deste mineral sobre esses microrganismos.

Os dados obtidos sugerem que a concentracdo de coliformes estd sendo afetada pela
concentragdo de ferro, especialmente no ambiente cecal, diminuindo com o aumento deste
mineral. A a¢do do ferro ndo ¢ observada quando ocorre incorporacdo de probioticos e,ou,
FOS, indicando uma alteracdo no meio de crescimento ou nas interagcdes populacionais que
favoregam a manuteng¢do da populacdo de coliformes.

A importancia da presenca de ferro para o crescimento de bactérias e potencial
colonizagdo de nichos ecologicos, principalmente nos gram-negativos, € evidenciada pela
utilizacao de sideréforos, como no caso de E. coli (KOCHAN et al., 1977).

O crescimento de cepas de E. coli em meios deficientes de ferro resultou em
aparecimento de fenilalanil-t-RNA anormal, sugerindo o desenvolvimento de lesdes
permanentes na célula bacteriana. Estas lesdes podem parar a multiplicagdo e
eventualmente causar a morte celular (KOCHAN et al., 1977).

Ao mesmo tempo que o ferro mostra-se essencial ao crescimento dos microrganismos,
este ¢ um elemento altamente reativo, que em altas quantidades pode vir a ser toxico pois,
através da reacdo de Fenton, produz radicais livres e peroxido de hidrogénio, substancias
danosas ndo apenas para as células bacterianas, mas também para as células intestinais do
hospedeiro (VONK et al., 1988).

Assim, em ambientes com maior quantidade de ferro solubilizado, factivel de ser
utilizado pelas células ou em reagdes extracelulares, os microrganismos que apresentem
mecanismos mais eficientes tanto de incorporagdo de ferro quanto de neutralizagdo dos
efeitos danosos, apresentardo maiores probabilidades de sobrevivéncia. A incorporagdo de

FOS propiciaria o crescimento de grupos que podem utiliza-lo com maiores vantagens e,
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ao mesmo tempo, indisponibiliza-lo para outros grupos bacterianos, em um processo de

sele¢do nutritiva.

4. Conclusoes

A incorporagdo de prebidtico resultou no aumento do peso do ceco e conteudo cecal,
provavelmente devido a um estimulo na proliferacdo da parede cecal pelos metabolitos
produzidos na fermentagdo da Raftilose® P95. Os dados relativos 4 contagem microbiana
mostraram-se inconclusivos, devido ao aparecimento de diarréia nos animais que
receberam FOS.

A incorporagdo de diferentes niveis de ferro indicou que n3o apenas os
microrganismos interferem na absor¢ao de minerais, mas a propria concentracao de alguns
minerais pode vir a influir no crescimento e,ou, metabolismo de alguns microrganismos em
diferentes graus.

Os experimentos com animais evidenciaram uma tendéncia no aumento da
biodisponibilidade de ferro com o uso de probioticos e prebidticos, e estes podem nido ter
sido significativos devido aos efeitos adversos como diarréia e diminui¢ao na concentragao
dos grupos bacterianos desejados, indicando a necessidade de se avaliar a quantidade de
prebidtico a ser administrada, da fonte alimentar de ferro utilizada, dependendo do tipo de

frutooligosacarideo e, inclusive, peso do animal, com novos estudos na area.
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Efeito de Prebidtico na Biodisponibilidade de Ferro, Calcio e Magnésio em Ratos

1. Introducao

O aumento na oferta de alimentos fortificados deve-se nao apenas a acdo
governamental, mas também a iniciativa de industrias que, a cada dia, lancam novos
produtos no mercado, utilizando como estratégia de marketing o fato destes serem
adicionados de vitaminas e,ou, minerais. A substitui¢do de alimentos normais por aqueles
fortificados com calcio pode levar a um aumento superior a 200% (WHITTING & WOOD,
1997) da ingestdo didria recomendada (Dietary Reference Intakes - DRI), a qual varia de
600 a 1200 mg, dependendo da idade e das condigdes fisiologicas do individuo
(INSTITUTE OF MEDICINE, 1997).

No entanto, as implicagdes nutricionais, decorrentes principalmente do delicado
equilibrio existente entre os diversos minerais ndo estdo ainda totalmente definidas e o
aumento da ingestdo de um mineral pode tanto inibir quanto estimular a absor¢@o de outros
nutrientes (COOK et al., 1991, REEDY & COOK, 1997, WHITING & WOOD, 1997,
WOOD & ZHENG, 1997).

Varios estudos indicam a possibilidade de interagdo entre célcio e outros minerais
essenciais, podendo conduzir a uma diminui¢do especialmente na absorcdo de ferro e zinco
(KLETZIEN, 1940; GREIG, 1952; PRATHER & MILLER, 1992; SHACKELFORD et al.,
1994; WOOD & ZHENG, 1997).

A observacdo da relacdo benéfica entre probidticos, prebidticos e minerais,
principalmente calcio, magnésio e ferro ¢ recente (IGARASHI et al., 1994, OHTA et al.,
1995a,b; YOUNES et al., 1996, OHTA et al., 1998a,b,c; OHTA et al., 1999; SAKAI et al.,
2000a,b). Tem-se comprovado o efeito positivo da utilizacdo de frutooligosacarideos
(FOS), inulina e bactérias bifidas na absorcdo desses minerais principalmente em estudos
empregando-se modelos animais, porém os mecanismos envolvidos nesse efeito ainda nao
estdo totalmente elucidados.

A presente experimentagdo objetivou verificar o efeito de FOS na biodisponibilidade

de ferro, calcio e magnésio assim como a interagdo de calcio e ferro ou magnésio.
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2. Material e Métodos

2.1. Delineamento Experimental

Foram utilizados 70 ratos recém desmamados (Rattus novergicus, variedade albinus)
da linhagem Wistar, com peso médio inicial de 55,43g (+ 6,01). Os animais foram pesados
e mantidos em gaiolas individuais de aco inox em ambiente com temperatura controlada
(25+2°C) e com ciclo claro-escuro de 12 horas.

Os animais foram divididos em 7 grupos experimentais (n=10), sendo 2 tratamentos
(controle, prebidtico), com 3 niveis de calcio (50%, 100% e 200% do requerimento
nutricional para ratos, correspondendo respectivamente a 2,5; 5,0 e 10g de calcio/kg de
dieta) e 1 grupo controle, em um delineamento inteiramente ao acaso.

Os animais do grupo controle receberam dieta AIN-93G (REEVES et al., 1993),
enquanto os demais receberam as dietas testes, deficientes em ferro (14 mg de ferro/kg de
dieta, correspondendo a 58% das recomendagdes nutricionais do rato) por 28 dias. O ganho
de peso dos animais foi monitorado semanalmente ¢ o consumo alimentar diariamente.
Ap6s este periodo, foi realizada coleta do sangue da cauda dos animais para determinagao
do hematdcrito e dos niveis de hemoglobina.

Os animais foram sacrificados no 30° dia do experimento por meio de asfixia com

COy, apos o qual retirou-se o fémur direito para analise dos teores de calcio e magnésio.

2.2. Dosagens sangiiinea

A dosagem de hematodcrito foi obtida por leitura direta apos centrifugacdo dos
capilares, em ultracentrifuga Sigma, a 4000xg por 5 minutos. O nivel de hemoglobina foi
quantificado pelo método colorimétrico da cianometahemoglobina (HiCN), proposto pela
AOAC (1984), utilizando o kit para diagndstico colorimétrico in vitro da ANALISA
Industria e Comércio LTDA (Belo Horizonte — MG). Os 20 pL de sangue foram
misturados a 5 mL de uma solucdo de cianeto e ferrocianeto de potassio (solugdo de
Drabkin). Nesse método, o ion ferroso (Fe™) do heme da hemoglobina ¢ oxidado para o
estado férrico (Fe™) pelo cianeto ionizado, formando cianeto de metahemoglobina, cuja

concentracgdo foi medida a 540 nm, em espectrofotdmetro UV-1601 (Shimadzu, Japao).
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2.3. Determinacio do teor de cilcio e magnésio no fémur

Os teores de calcio e magnésio nos ossos foram determinados apos digestdo do fémur
com 3 mL de dacido nitrico por 15 horas a temperatura ambiente, e leitura em
espectrofotometro de absor¢do atdmica (GBC, mod. 908-AA, Alemanha), a 422 nm
(calcio) e a 285,2 nm (magnésio), em chama de ar/acetileno. Para a determinacdo de calcio
e magnésio foi necessaria a incorporagao de cloreto de estroncio (49g SrCl/L), em valores

iguais a 10% do volume final (dilui¢do na qual foi realizada a leitura).

2.4. Analise estatistica

O experimento foi montado em um esquema fatorial 2x3+1 (2 dietas, 3 niveis de
calcio e 1 grupo testemunha), no delineamento inteiramente casualizado, com 10
repetigoes, totalizando 70 animais. Procedeu-se a analise de varidncia e regressdo dos
dados. Para o fator qualitativo (tipo de dieta) as médias foram comparadas utilizando-se o
teste de t de Student, adotando-se um nivel de até 5% de probabilidade. Para o fator
quantitativo (niveis de calcio) os modelos foram escolhidos baseados na significancia dos
coeficientes de regressdo, utilizando-se o teste F e adotando um nivel de até 10% de
probabilidade, no coeficiente de determinagdo e nos fendmenos biologicos em estudo
(ganho de peso, nivel de hemoglobina, hematocrito, teor de calcio e de magnésio no 0sso).
Foi também utilizado o teste de Dunnett para comparacdo dos grupos experimentais com a
testemunha. As avaliagdes foram efetuadas utilizando-se o software SAEG (Sistema de

Andlise Estatistica, Universidade Federal de Vigosa).

3. Resultados

3.1. Ganho de peso e consumo alimentar dos animais

A incorporacdo de FOS, assim como os diferentes niveis de calcio nao influiram no
ganho de peso ou consumo alimentar dos grupos experimentais (p>0,05), confirmando
resultados obtidos por YOUNES et al. (1996), os quais trabalharam com ratos alimentados

com dietas contendo diferentes niveis de calcio.
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3.2. Efeito de FOS e calcio no nivel de hemoglobina, hematéocrito, magnésio e calcio

Os dados referentes aos niveis de hemoglobina e hematdcrito testados estdo na

Tabela 1 e as dos teores de magnésio (mg/g 0sso) e calcio (mg/g 0sso) na Tabela 2.

Tabela 1 — Efeito da incorporacdo de FOS sobre os niveis de hemoglobina (g/dL) e

hematocrito (%) em ratos alimentados com dietas contendo 2,5, 5,0 ¢ 10,0 g

de calcio/kg dieta.
Hemoglobina (g/dL) Hematocrito (%)
Dieta/ Nivel de calcio (g/kg) 2,5 5,0 10,0 2,5 5,0 10,0
Controle 8,86™ 822" 6,15 37,40  37,00™ 31,30™
FOS 8,41 8,43 5,77 36,20 34,70 27,10

Controle = Dieta AIN-93G com 14 mg de ferro/kg; FOS = Controle + 1%Raftilose® P95
" ndo significativo, ao nivel de 5%, para valores na coluna, pelo teste de t.

Tabela 2 — Efeito da incorporagdo de FOS sobre os teores de magnésio e calcio (mg/g de

0ss0) em ratos alimentados com dietas contendo 2,5, 5,0 ¢ 10,0 g de calcio/kg

dieta.
mg magnésio/ g 0sso mg calcio/ g 0sso
Dieta/ Nivel de célcio (gkg) 2,5 5,0 10,0 2,5 5,0 10,0
Controle 1,65" 1,51™  0,93* 83,62™  90,85™  83,79%**
FOS 1,62 1,48 1,07 84,63 88,93 92,79

Controle = Dieta AIN-93G com 14 mg de ferro/kg; FOS = Controle + 1%Raftilose® P95
" nao significativo, ao nivel de 5%, para valores na coluna, pelo teste de t

™ significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de t.

" significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de t.

A inclusdo de FOS exerceu efeito diferencial apenas na dieta contendo alto teor
(10g/kg) de calcio e resultou em aumento da absorcdo de calcio (p<0,01) e magnésio
(p<0,02), porém ndo excerceu efeito nos niveis de hemoglobina e hematocrito (p>0,05).
Diferencas no teor de hematocrito indicam menores quantidades celulares, ou células de
menor tamanho, sendo uma indica¢ao indireta de alteragcdes nos niveis de hemoglobina.

As deficiéncias de ferro e calcio estdo associadas com problemas de saude publica. A
deficiéncia de ferro, que leva a anemia ferropriva, ¢ mais comum em criangas, adolescentes
e mulheres gravidas, particularmente nos paises em vias de desenvolvimento

(STOLTZFUS & DREYFUSS, 1999). No Brasil, a anemia ferropriva se manifesta de
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forma endémica com uma prevaléncia média de 40% da populagdo (TORRES & SOUZA-
QUEIROZ, 2000). A deficiéncia de ferro pode ter sérias conseqiiéncias a saide humana,
podendo afetar o desenvolvimento mental e motor de criangas (LOZOFF et al., 1991,
ANDRACA et al., 1997), pois poderia vir a alterar os padrdes de mielinizacdo durante o
crescimento e surgimento de conexdes cerebrais em bebés (ANDRACA et al., 1997),
performance fisica de adultos (ZHU & HASS, 1997), diminui¢do da capacidade de
trabalho e da resisténcia a infecdes (PREZIOSI et al., 1997). Alguns estudos in vitro
relacionam deficiéncia de ferro com diminuicdo da fun¢do fagocitaria e de células T
humanas (WALTER et al., 1997), o que poderia vir a afetar a resposta imunologica.

O calcio ¢ constituinte estrutural de ossos ¢ dentes e exerce o papel de regulagdo de
fungdes criticas como impulsos nervosos, contragdo muscular, fung¢do microtubular,
mitose celular e motilidade celular (ALLEN & WOOD, 1994). Sua deficiéncia usualmente
se manifesta em doencas cronico-degenerativas, como osteoporose, que ¢ caracterizada por
fragilidade 6ssea decorrente de desmineralizacdo progressiva, facilitando a ocorréncia de
fraturas.

J& o magnésio tem papel essencial em varias reagdes celulares, como sintese de
acidos graxos, proteina, fosforilacdo de glicose, formacdo de adenosina monofosfato
ciclica (AMPc). A sua adequada ingestdo e absor¢ao ¢ fundamental para a formacdo de
cristais imperfeitos de hidroxiapatita, que resultam em uma estrutura 6ssea mais flexivel e
menos sujeita a fraturas. Devido a sua extensa distribuicdo orgéanica, a deficiéncia de
magnésio pode levar a sintomatologia variada, que em humanos incluem nausea, vomito,
diarréia, hipocalcemia, anorexia, apatia, alteragdes eletrocardiograficas, neurologicas e da
personalidade, espasmos musculares e tremores, ataxia, confusdo mental e convulsdes
(VIEIRA, 2000). Em animais de laboratério a hipomagnesemia estd associada a crises
epilépticas, hipocalcemia, tremores e convulsdes, que podem levar a morte (SHILS, 1994).

O efeito positivo de FOS sobre a absor¢do de calcio e magnésio foi comprovado por
BROMMAGE et al. (1993), OHTA et al. (1994), OHTA et al. (1995b), YOUNES et al.
(1996), MOROHASHI et al. (1998), OHTA et al. (1998a,b,d), TAKAHARA et al. (2000) e
SCHOLZ-AHRENS et al. (2002).

Os dados encontrados, relativos ao teor de calcio no fémur, estdo de acordo com os
resultados obtidos por SCHOLZ-AHRENS et al. (2002), embora estes autores tenham
utilizado ratas adultas ovariectomizadas e doses de FOS superiores ao desta
experimentacdo. Os autores utilizaram calcio (5g/kg), associado ou ndo a diferentes niveis

FOS (2,5, 5, e 10%) mostrou que, em niveis de 2,5%, FOS previne a perda de area
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trabecular do fémur, com aumento da espessura das trabéculas, enquanto niveis de 5 e 10%
aumentaram o perimetro trabecular. No entanto, apenas niveis de 10% de FOS aumentaram
os niveis de célcio no fémur. Dietas contendo 10g de calcio/ kg e suplementadas com
prebiotico (5%) resultaram em aumento da area trabecular (aumento do nimero de
trabéculas, sem alterar a espessura), aumento da espessura cortical e do teor de calcio na
vertebra lombar (SCHOLZ-AHRENS et al., 2002). Os resultados indicam que FOS pode
prevenir perdas estruturais na tibia, decorrentes da deficiéncia hormonal provocada pela
ovariectomia, mas ocorrem diferengas na arquitetura trabecular — aumento da area
trabecular com diminui¢do do nimero de trabéculas e aumento da espessura, ou devido ao
aumento do numero trabecular sem alteracdo da espessura, dependendo do teor de calcio
e,ou, suplementacdo com FOS, sendo que os efeitos mais pronunciados foram obtidos em
dietas contendo alto teor de célcio.

A fermentacdo microbiana teria uma influéncia pronunciada na eficiéncia da
absorc¢do de calcio no intestino grosso. A suplementacdo de FOS contrabalangou o efeito
negativo do calcio dietético na biodisponibilidade de magnésio no intestino grosso
(YOUNES et al., 1996). Carboidratos nao digeriveis podem aumentar o pool de magnesio
soltvel no intestino grosso pela acidificacdo do contetido luminal.

Em estudo realizado por YOUNES et al. (1996), observou-se que o nivel de calcio
apresenta influéncia sobre a acidificagdo do conteido cecal e a quantidade de AGCC
presente no ceco em animais suplementados com amido resistente. Os animais que
receberam menor concentracdo de calcio (2,5g/kg) apresentaram uma diminui¢do mais
acentuada do pH. Os animais adaptados a uma maior concentracdo de calcio (7,5g/kg)
apresentaram uma maior concentracdo de AGCC (cerca de . 160mmol/L), com
concentragdes de acidos propidnico e butirico, na ordem de 40mmol/L, enquanto os
animais que receberam dietas pobres em célcio a fermentacdo, que resultou em pH mais
baixo, apresentou menores concentragdes de AGCC (100mmol/L), caracterizados por uma
alta propor¢do de acido acético e baixa proporcdo de acido propidnico. Os autores ainda
verificaram que os animais submetidos a dietas controle apresentaram a mesma quantidade
de calcio soluvel no conteudo cecal, independente do teor de calcio da dieta. A adigdo de
amido resistente na dieta dos animais alimentados com 2,5g ca/kg ndo resultou em
alteracdes na concentracdo cecal de calcio solivel, que s6 aumentou de forma significativa
nos animais adaptados a dietas com 7,5g Ca/kg.

O fato de nao ter sido observado efeito de FOS na biodisponibilidade de ferro, no

presente estudo, pode ser devido as baixas concentragdes de FOS utilizadas. Os trabalhos
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relacionando o efeito positivo de FOS na recuperagao de anemia em animais (OHTA et al.,
1995b, OHTA et al., 1999, SAKAI et al., 2000a) utilizaram doses que variaram de 5 a 10%
de FOS. A concentragdo de FOS (1%) utilizada nesta experimentacdo foi definida
baseando-se em resultados anteriores (capitulo anterior), onde foi observado que a
suplementagao de animais com 3% de FOS resultou em diarréia.

A absor¢do de calcio, ferro e magnésio no intestino grosso ocorre em diferentes
segmentos. A incorporacdo de FOS (7,5%) estimulou a absor¢do de ferro em animais
gastroectomizados, aumentando sua absor¢do no ceco (SAKAI et al., 2000a). OHTA et al
(1994) verificaram que o magnésio ¢ absorvido no cdlon e o calcio no ceco.

Os mecanismos sugeridos para aumento da absor¢do dos minerais estdo relacionados
com a fermentagdo do prebiotico e seus produtos de metabolismo, que promovem a
diminui¢do do pH luminal, com consequente solubiliza¢do de sais minerais complexados,
aumentando a concentracdo de cations e favorecendo a absorc¢do passiva (OHTA et al.,
1995b, OHTA et al., 1998d, SAKALI et al., 2000a); aumento da superficie de absorgao
devido a maiores concentragdes de acidos graxos de cadeia curta, especialmente butirato
(YOUNES et al, 1996, TOOPING, 1996, VAN LOO et al., 1999); aumento da
profundidade e do nimero de células nas criptas intestinais (REMESY et al., 1993); efeito
de propionato e acetato, que se ligam ao célcio favorecendo a sua absorc¢ao transcelular
(TRINIDAD et al., 1996); aceleragao do fluxo sangiiineo, devido a agdo de AGCC
(YOUNES et al., 1996); alteracdo da concentracdo de proteinas especificas para a absorcao
ativa de minerais, como Calbindina D9k (calcio), que aumenta no intestino grosso de
animais alimentados com FOS (OHTA et al., 1998a,b).

A formacdo no trato gastrointestinal de complexos de baixo peso molecular,
derivados de acidos graxos produzidos pelo metabolismo de bactérias lacticas e bifidas,
como acetato de célcio, lactato de célcio (OHTA et al., 1994) e lactato de ferro (OHTA et
al., 1995b), que sdo mais facilmente absorviveis pelas membranas celulares do que calcio
ionizado (TRINIDAD et al., 1993), também promoveriam aumento na absor¢ao

Outro mecanismo seria o aumento na concentracao de carboidratos ndo fermentaveis
no ceco, que promoveriam um maior afluxo de agua para a manutencdo da isotonicidade
do meio. O aumento do volume do conteido cecal poderia aumentar a distengdo e
permeabilidade das jungdes intercelulares dos enterdcitos, aumentando a absor¢do passiva
de calcio e outros elementos (BRONNER, 1987), além de diluir os minerais que vém do
intestino delgado (REMESY et al., 1993), evitando que uma concentragdo excessiva dos

mesmos indisponibilize uma fragdo dos minerais por meio de formacdo de complexos ndo
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absorviveis. No entanto, os mecanismos relacionados com a absor¢do passiva
influenciariam de forma semelhante a absor¢do de todos os minerais.

Os mecanismos relacionados evidenciam uma falta de especificidade dos FOS,
indicando que o efeito sobre absor¢do de minerais pode ser obtido por ‘“alimentos
coldnicos”, sustancias que servem como substrato para a microbiota intestinal de forma
ndo especifica, mas que podem estimular a taxa de fermentacdo, a producdo de 4cidos
graxos de cadeia curta e a acidificagdo luminal (SCHOLZ-AHRENS et al., 2001).

Nos ultimos anos, experimentacdes em humanos apontam para efeitos benéficos da
utilizagdo de FOS sobre a absor¢do de minerais. A ingestdo de 40g/dia de inulina (9
individuos, 21,5 + 2,5 anos) aumentou a biodisponibilidade de célcio sem levar a efeito
negativo na retengdo de Fe, Mg, Zn (COUDRAY et al., 1997), enquanto o consumo de 15g
FOS/dia estimulou a absorcao (p<0,05) de céalcio em 12 adolescentes do sexo masculino
(14 a 16 anos), sem reflexos na excregdo urinaria de calcio (VAN DEN HEUVEL et al.,
1999). A ingestao de 20g/dia de transgalactooligosacarideo aumentou a absorcdo de calcio
(p<0,04) em mulheres pdés-menopausa (12 individuos, idade entre 55 e 65 anos), sem
aumentar a excre¢do urinaria de calcio, indicando um possivel aumento na deposi¢do do
mineral (VAN DEN HEUVEL et al., 2000). GRIFFIN et al. (2002) verificaram que doses
menores (8g/dia) de mistura inulina + oligofrutose aumentou a absorc¢ao (p<0,01) de calcio
em adolescentes do sexo feminino (11 a 13,9 anos) com ingestdo diaria de 1500 mg de
calcio dietético.

Na Tabela 3 encontra-se a comparagdo, pelo teste de Dunnett, entre os niveis de
hemoglobina, hematocrito e teores de calcio e magnésio no osso das dietas deficientes em
ferro e com diferentes niveis de calcio e o grupo recebendo dieta com os niveis

recomendados de ferro e calcio.
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Tabela 3 — Avaliacdo do nivel de hemoglobina (g/dL), hematdcrito (%), teores de célcio e
de magnésio (mg/g osso) dos diferentes grupos experimentais versus o grupo

testemunha (AIN-93G).

Calcio Magnesio Hemoglobina Hematocrito
Tratamento

(mg/g 0ss0) (mg/g 0ss0) (g/dL) (%)
1.Controle + 0,25% Ca 83,62™ 1,65™ 8,86" 374"
2. FOS +0,25% Ca 84,63™ 1,62 8,41" 36,2"
3. Controle + 0,5% Ca 90,85™ 1,51™ 8,22" 37,0"
4.FOS +0,5% Ca 88,93™ 1,48™ 8,43" 34,7
5. Controle + 1,0% Ca 83,79™ 0,93 6,15" 31,3
6. FOS + 1,0% Ca 92,79™ 1,07" 577" 27,17
7. AIN-93G 92,58 1,58 13,52 48,1

"ndo significativo, pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.
significativo pelo teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade.

A diferenga (p<0,05) entre os niveis de hemoglobina e hematocrito era esperado, pois
as dietas-teste foram formuladas com 14 mg Fe/kg a fim de promover deficiéncia. A
suplementagdo com FOS nao impediu o desenvolvimento de anemia. O teor de magnesio
no osso dos animais que receberam dietas contendo 1% de calcio foi menor (p<0,05) do
que o dos animais que receberam dieta AIN-93G, indicando que o teor de célcio da dieta
influi negativamente na absorcdo e,ou, incorporacdo de magnésio. A suplementacdo com
FOS, embora tenha resultado em valores médios superiores (p<0,05, Tabela 2), ndo foi
suficiente para contrabalangar o efeito negativo.

A diminuicdo ou aumento do teor de calcio da dieta ndo resultou em diferenca
(p>0,05) no teor de calcio do osso entre as dietas teste e a dieta com adequado teor de
calcio.

O efeito do nivel de calcio (g/kg) sobre os pardmetros avaliados ¢ demonstrado nas
Figuras 1 a 4, com as respectivas equagdes de regressdo ajustadas para cada tipo de dieta.

Verificou-se que um aumento no nivel de calcio da dieta exerce efeitos negativos
sobre os niveis de hemoglobina, hematdcrito e magnésio (p<0,01) (Figuras 1, 2 e 3), porém
ndo resultou em aumento do teor de calcio nos ossos, em dietas controle. A incorporagao
de FOS (1%) potencializou o efeito negativo sobre hematdcrito (Figura 2) e, ao mesmo
tempo, contrabalangou sem no entanto anular este efeito negativo sobre a absorcdo de
magnésio (Figura 3). Por outro lado, a incorporagdo de FOS aumentou (p<0,10) a absor¢do

de calcio (Figura 4).
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Figura 1 - Efeito de Calcio sobre Hemoglobina em Figura 2 - Efeito de Calcio sobre Hematdcrito em

dietas controle e com FOS (1%) dietas controle e com FOS (1%)
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O nivel de calcio da dieta ndo influenciou o teor de calcio no fémur, em dietas
controle (Figura 4). Isto pode ser devido ao pouco tempo de experimentacdo ou a um
mecanismo de adaptagdo fisioldgica. OHTA et al., (1998a) observaram um aumento de
calbindina Dok, proteina associada a absor¢ao ativa de calcio, no intestino grosso resultou
em diminui¢do da concentracdo no intestino delgado, em um mecanismo de regulacdo que

evitaria excessiva absor¢do do mineral. Assim, a continua ingestdo de altos niveis de calcio
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pode levar a uma adaptagdo no mecanismo de sua absorcdo, com diminui¢do da absor¢ao
ativa para contrabalancar o aumento que ocorreria na absor¢do passiva, por um aumento na
concentragdo de calcio que atinge o ceco e ¢ solubilizado.

Em experimentacdo com ratos alimentados com dietas contendo baixo (2,5g/kg) ou
alto (7,5g/kg) teores de calcio, YOUNES et al. (1996) verificaram que a solubilidade do
magnésio, assim como sua absorcdo, foi menor nos animais submetidos a altas
concentragdes de calcio, provavelmente devido a uma menor solubilizacdo do magnésio no
limem intestinal.

A interferéncia de calcio sobre a biodisponibilidade de ferro é controversa em
humanos. Enquanto SOKOLL & DAWSON-HUGHES (1992) ¢ AMES et al. (1999)
verificaram que aumentos no teor de cdlcio ndo alteraram a utilizacdo de ferro, mas
aumentaram a absor¢cdo de calcio em mulheres em pré-menopausa e criangas,
respectivamente, e ILICH-ERNEST et al. (1998) observaram que a suplementacdo com
calcio ndo afeta as reservas de ferro em adolescentes na menarca, COOK et al. (1991) e
VAN DE VIJVER et al. (1999) observaram uma intera¢do negativa entre os minerais.

A intera¢do poderia ocorrer em nivel luminal, com a formagdo de compostos pouco
absorviveis (MONSEN & COOK, 1976; PRATHER & MILLER, 1992), embora a maioria
dos pesquisadores sugira que o efeito seria em nivel celular (BARTON et al., 1983;
HALLBERG et al., 1991), como alteracdo no nivel de borda em escova da membrana na
absorc¢ao de ferro nao-heme.

O fato de ter sido observada reducdo na absor¢do de ferro heme em varios estudos
levou a sugestio de que a interacdo também ocorreria em algum estagio posterior, comum
ao transporte de ferro-heme e ndo-heme (HALLBERG, 1992a), como a inibi¢do na saida
do ferro do enterocito (HALLBERG et al., 1992b) e,ou, competicdo pela mobilferrina
(VAN DE VIJVER et al., 1999).

A observacdo de que o aumento dos niveis de calcio diminui a absor¢ao de ferro,
enquanto a incorporacdo de FOS ndo afeta esta absor¢do, sugere que o efeito negativo de
calcio ocorreria em nivel de intestino delgado. No ceco e colon, locais onde o FOS ¢
fermentado e poderia promover maior absor¢ao de ferro, niveis maiores de calcio resultam
em maior concentracdo de calcio no lumem intestinal, favorecendo a formagdo de
complexos com o ferro, indisponibilizando-o para a absor¢do passiva, além de competicdo
por éacidos organicos ou sitios de absorcao ativa. Como os niveis de calcio fornecidos sdo
muito superiores ao requerido pelo organismo, a fracdo de calcio complexada nao alteraria

a absorcdo deste mineral.
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4. Conclusoes

A suplementagdo de calcio, pratica muito comum na atualidade, pode acarretar uma
diminuicdo na absor¢ao de outros minerais. Nesta experimentacdo comprovou-se a
interacao negativa entre calcio e ferro e entre calcio e magnésio. Doses elevadas de calcio
promoveram anemia severa em animais submetidos a dietas deficientes em ferro, com a
diminui¢do da absor¢ao de ferro e de magnésio. No entanto o aumento de célcio na dieta
ndo exerceu influéncia sobre o teor de calcio no fémur, em ratos submetidos as dietas testes
por 28 dias.

A suplementagdo com FOS (1%) ndo minimizou o desenvolvimento de anemia em
animais submetidos a dietas deficientes em ferro, porém aumentou a absor¢ao de magnésio
e calcio. Os efeitos mais pronunciados foram evidenciados nas dietas contendo niveis de

calcio equivalentes a 200% das recomendacdes nutricionais.
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Efeito de Prebiotico (FOS), Probidtico (Bifidobacterium longum) e simbidtico (FOS +
B. longum) associados a diferentes niveis de ferro na modulacio da microbiota

humana e na producio de acidos organicos: estudo in vitro

1. Introducao

O aumento da oferta de alimentos fortificados com minerais ¢ um fator muito
explorado pela induastria. Também existe um crescente interesse na utilizacdo de
prebiodticos e probiodticos para aumentar a biodisponibilidade de minerais, notadamente
calcio, ferro e magnésio (OHTA et al., 1994, 1995, 1998, SAKAI et al., 2000a,b,
SCHOLZ-AHRENS et al., 2002), no intuito de prevenir ou retardar o aparecimento de
doengas como anemia e osteoporose.

Se por um lado a suplementagdo com ferro vem sendo utilizada na prevencdo de
anemia (SCHULTINK & DILLON, 1998; STOLTZFUS & DREYFUSS, 1999; BRASIL,
2000), por outro, experimentos com animais associam a suplementagdo com o
agravamento de colite ¢ desenvolvimento de carcinoma coloretal (LUND el al., 1998,
REIFEN et al., 2000, SERIL et al., 2002).

Microbiologicamente, o ferro ¢ um elemento essencial ao crescimento bacteriano,
mas também esta relacionado, por outro lado, com a viabilidade e patogenicidade de cepas
bacterianas (KOCHAN et al., 1977). Os resultados encontrados previamente (capitulo
anterior) indicam que ndo apenas os microrganismos interferem na absor¢do de minerais,
mas a propria concentracao de ferro pode vir a influir no crescimento e,ou, metabolismo de
alguns microrganismos em diferentes graus.

No intuito de avaliar o efeito de ferro, associado ou ndo a prebiodtico e probidtico,
sobre a microbiota intestinal, foram realizados experimentos in vitro utilizando microbiota
humana. Nestes modelos os resultados obtidos ndo levam em consideragdo a interferéncia
de fatores do hospedeiro como absor¢do de nutrientes, estresse fisico e,ou, emocional,
limitando-se ao efeito dos constituintes sobre a microbiota.

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a influéncia de prebidtico (Raftilose®™
P95 - FOS), probiotico (Bifidobacterium longum) e simbidtico (FOS + B. longum),
associados a diferentes concentracdes de ferro sobre a microbiota colénica humana e a

producdo de acidos orgénicos.
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2. Material e Métodos

2.1. Origem da cultura utilizada como probiético

A cultura de Bifidobacterium longum DMS 20219 foi obtida do Banco de Culturas do
Laboratorio de Microbiologia Intestinal, Food Microbiology Science Unit, University of
Reading, UK. Esta cultura corresponde ao Bifidobacterium longum ATCC 15707 utilizada
previamente no Brasil. A cultura estava congelada a —70°C em tubos de Microbank™
cryogenic beads (Pro-Lab Diagnostics, Neston, Wirral, UK), estocados em Cryoboxes
(Fisher Scientific, Loughborough, UK).

2.2. Obtencao do concentrado de células de Bifidobacterium longum

Para completa ativacdo, a cultura foi inicialmente estriada em uma placa de agar BHI
(Oxoid) suplementado com L-cisteina HCI1 0,5% (Sigma) (BHIS). Apos coloragdo de gram,
para verificar a pureza da cultura, colonias tipicas (pequenas, arredondadas, lisas,
brilhantes e ligeiramente amarelada) foram selecionadas para serem repicadas por trés
vezes consecutivas em caldo BHIS, sendo o meio incubado a 37°C em condig¢des de
anaerobiose. Apds a ativacdo, procedeu-se a repicagem em 500 mL de caldo BHIS
mantendo as condi¢des de incubagao previamente descritas.

A cultura foi centrifugada a 7000 rpm por 15 minutos, a 4°C, em centrifuga refrigerada
Heraeus Sepatech 12500 Varifuge 20 RS (Heraus Intruments GmbH, KENDRO, Hanau,
Alemanha). O sobrenadante foi descartado e o concentrado celular ressuspendido em 50
mL de leite desnatado reconstituido (LDR) a 7,5% previamente esterilizado a 115°C por 10
min. (101b/10 min.), em tubos de centrifuga estéreis. O concentrado celular foi levado ao
freezer a -70°C por 3 horas para o congelamento. Apds congelamento, os tubos de
centrifuga foram levados ao liofilizador por 72 horas. Retirou-se uma aliquota de 1 g para
contagem de células viaveis de bifidobacteria em agar sangue. O plaqueamento pour-plate
foi feito utilizando-se diluigdes 10~ até 10°, com incubagdo a 37°C por 72 horas, em

camara de anaerobiose (Don Whitley Scientific Limited, UK).
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2.3. Delineamento experimental

O experimento foi montado em um esquema fatorial 4x3, utilizando-se 4 dietas
(controle, probiotico, prebidtico e simbidtico) e 3 niveis de ferro (11,0274 mg FeSO4/L
meio; 22,0548 mg FeSO4/L meio e 33,0822 mg FeSO4L meio), totalizando 12
tratamentos, com 2 repeti¢cdes. Os niveis de ferro estudados correspondem a 50, 100 e
150% dos niveis recomendados na composicdo de meio de cultura e foram adicionados na
forma de sulfato de ferro heptahidrato (Fe;SO4.7H,0). A Tabela 1 mostra a composi¢ao do

meio basico.

Tabela 1 — composicao do meio basal para fermentacdo em modelo de culturas em série

Ingredientes g/L
Agua peptonada 2
Extrato de levedura 2
NaHCO; 2
Sais biliares 0,5
L- Cisteina HCL 0,5
NaCl 0,1
K;HPO, 0,04
KH,PO,4 0,04
MgS0,4.7H,0 0,01
CaCl,.6H,O 0,01
Tween 80 2 mL
Vit K1 10 uL
Solugdo de Resazurina 4 mL
FeSO,4.7H,0 *

* Variavel segundo o meio: 11,0274 mg (baixo ferro); 22,0548 mg (teor normal) ou 33,0822 mg (alto ferro).
Fonte: Protocolos internos do Food Microbiology Science Unit, School of Food Biosciences, Universidade

de Reading.

2.4. Montagem do experimento

Os meios (135 mL), devidamente autoclavados, foram colocados nos vasos de
fermentacdo de vidro (Soham Scientific, UK, com capacidade para 280 mL), com tampas
de vidro com 4 portas (entrada de N, saida de ar, pHmetro, feeder — alimentador de NaOH
0,5M ou HCI 0,5M para manutencdo de pH) fechadas por pressdo (clamps) e mantidos em
atmosfera de N; por 12 horas. Apos este periodo, incorporou-se 1,5 g (1% do volume total)

dos carboidratos-teste (amido, no caso de dieta controle e probiotico; ou Raftilose® P95,
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Orafti, Bélgica, para dieta com prebiodtico ou simbidtico) e 0,2 g da cultura celular (leite
desnatado ou B. longum), seguindo-se a imediata incorporacdo de 15 mL de fezes
previamente diluidas a 10% em tampao fosfato pH 7,2, totalizando 150 mL de meio
inoculado. Os doadores foram adultos saudaveis, sem historico de utilizagao de antibiotico
ou mudanga alimentar (viagens incluidas) no ultimo més. Cada repeti¢ao foi realizada com
fezes de um doador diferente.

As amostras foram colhidas nos tempos 0, 5, 10 € 24 h de inoculagdo. Essas amostras
foram divididas em aliquotas para serem analisadas por meio da técnica de Hibridizacao
Fluorescente In Situ (Fluorescence In Situ Hybridization - FISH) e para determinacdo da
concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), utilizando-se cromatografia

gasosa.

2.5. Hibridizacao Fluorescente In Situ — FISH

A hibridizacdo fluorescente in situ — FISH foi utilizada para determinagdo de
bifidobactérias, bacteroides, clostridios e contagem celular total. Empregou-se o protocolo
interno do laboratério de microbiologia (Food Microbial Science Unit, Universidade de

Reading), que consta de preparo da amostra, hibridizagdo, enxague e contagem.

2.5.1. Preparo da amostra

a) Colocaram-se 1125ul de solugdo de paraformaldeido a 4%, previamente esterilizado a
frio (membrana Millipore 0,2um) e 375ul da amostra em tubos Eppendorfs de 1,5 mL,
em duplicata.

b) O tubo foi misturado (Vortex) e mantido a 4°C por pelo menos 4 horas.

c) Apos este periodo, os Eppendorfs foram centrifugados a 6000xg por 5Smin (centrifuga
Microcentaur, Sanyo Instruments, Sanyo Gallenkamp PLC, Holanda).

d) O sobrenadante foi removido e o sedimento ressuspenso em 1mL de Tampao fosfato
pH 7.2 (PBS) filtrado

e) Os procedimento c) e d) foram repetidos

f) O tubo foi centrifugado novamente

g) Apos a terceira centrifugacdo, tentou-se remover a maior quantidade de sobrenadante
possivel e cuidadosamente ressuspendeu-se o sedimento em 150uL. de PBS filtrado

h) Adicionaram-se 150uL de etanol 96% filtrado.
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i) Misturou-se, com auxilio de Vortex e a amostra foi estocada a -20°C. As amostras

preparadas foram analisadas no periodo de 3 meses.

2.5.2. Hibridiza¢do

a) Adicionaram-se 16ul da amostra (PBS/Etanol, -20°C) a 200uL de tampdo de
hibridiza¢do com dodecil sulfato de sédio (SDS) (Anexo 2) e 64ul de agua para HPLC
filtrada. Tanto o tampao quanto a 4gua encontravam-se a temperatura de hibridizacao.
b) A mistura foi mantida em estufa com a temperatura adequada de hibridizagdo (50°C
para bifidobactérias e clostridios; 45°C para bacterdides), por pelo menos 5 minutos.
¢) Em um Eppendorf de 0,5mL adicionou-se a sonda (50ng/pL) e posteriormente a mistura
da amostra, respeitando uma proporcao de SpL sonda + 45 pL. da amostra. Misturou-se
com auxilio de Vortex.
d) A mistura de hibridizagdo permaneceu em estufas (calor seco) por uma noite, nas
temperaturas adequadas para cada sonda (50°C para bifidobactérias e clostridios; 45°C
para bacteroides).
Sondas utilizadas (marcadas com Cy3 ou Cy5) (MWG Oligo, MGW-Biotech UK Ltd):
— Bifl64 5-CAT CCG GCA TTA CCA CCC-3’ (bifidobactérias) (LANGENDIJK et
al., 1995)

— Bac303 5'-CCA ATG TGG GGG ACC TT-3" (bacterdides) (MANZ et al., 1996)

— Hisl150 5-TTA TGC GGT ATT AAT CT(CT) CCT TT-3" (clostridios e grupo
histolitico) (FRANKS et al., 1998)

2.5.3. Enxagiie

a) Adicionaram-se aproximadamente 5 mL tampao de hibridizacdo para enxagiie, pré-
aquecido e 20uL. de DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) (500ng/uL) em um tubo de
SmL (Sterilin).

b) A seguir, foi adicionada a quantidade de mistura de hibridizacao (entre 5 e 100uL, para
as sondas e 2 ou 3 para DAPI). O tubo foi mantido em estufa de hibridizacdo por pelo
menos 30 min. A mistura de hibridizagdo restante (com a sonda), foi recolocada na
estufa para o caso de ser necessario repetir o procedimento.

¢) O conteudo do tubo foi filtrado em membranas Millipore GTBP 0,2uL, utilizando-se
um sistema a vacuo. O tubo foi lavado com tampao de enxagiie, para retirar células que

possam ter ficado sedimentadas.
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d) A membrana foi colocada sobre uma lamina, posteriormente foi adicionada uma gota de
reagente AntiFade (Qbiogene Molecular Cytogenetics, UK) e a laminula.
¢) As laminas assim preparadas foram mantidas protegidas de luminosidade a 4°C até o

momento da contagem.

2.5.4. Contagem

a) As laminas foram retiradas da refrigeracdo pelo menos 10 min. antes da contagem.

b) Foram colocadas no microscopio, com 6leo de imersdo e selecdo da lente adequada.

c) Para contar os microrganismos marcados foram utilizados filtro azul para DAPI
(DM400) para DAPI e verde (DM510) para outras sondas.

d) Foram contados todos os microrganismos marcados que se encontravam dentro do
campo marcado em uma das objetivas do microscopio.

e) Geralmente foram contados 15 campos por lamina. Quando a contagem era muito alta e
homogénea optou-se por contar apenas 10 campos. Como regra geral deve-se contar
pelo menos 300 células no total.

f) As laminas foram refrigeradas ou descartadas, dependendo se esta seria posteriormente

fotografada ou nao.

2.5.5. Calculo das concentracoes
Para o calculo utilizou-se a seguinte equagao:
Log UFC/mL = Log (155,56*CC*4873.74*(1000/QU))

onde CC= média das contagens dos campos (por amostra) e QU = quantidade da amostra

utilizada para preparagdo da lamina.

2.6. Determinacio da concentracio de acidos graxos de cadeia curta.

A determinacdo de concentracdo de acidos graxos de cadeia curta foi feita
empregando-se cromatografia gasosa (PEREIRA et al., no prelo).

Utilizou-se sistema Hewlett Packard 5890 Series II, com software HP 3365 series IX
Chemostation APG-TPC, versdo A.06.03, com coluna capilar de silica fundida Permabond
FFAP 0,25um 25m x 0,32 mm (Macherey-Nagel, Alemanha). Como gas carreador
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empregou-se hélio, a com um fluxo 2,42 ml/min. As temperaturas do injetor e detector,
foram, respectivamente, 240°C (isoterma) e 250°C (isoterma), enquanto a temperatura
inicial da coluna foi de 140°C. A pressio inicial foi estabelecida em 40Kpa. Os parametros
de corrida foram um patamar inicial de 5 minutos a 140°C, com um aumento posterior de
20°C/ min até ser alcangada uma temperatura de 240°C, mantida por ulteriores 5 minutos.
As amostras foram analisadas utilizando um padrdo interno (acido 2-etilbutirico 99% de
pureza, densidade 0,924, peso molecular 116,16, na concentragio de 3,7 mMol,

correspondente a 470uL/L)

2.6.1. Preparo das amostras

a) As amostras foram centrifugadas a 6000xg por 5 min (centrifuga Microcentaur, Sanyo
Instruments, Sanyo Gallenkamp PLC, Holanda) para sedimentagdo de bactérias e
solidos.

b) Filtrou-se o sobrenadante usando-se filtro polysulfone 0,2pum.

¢) Adicionaram-se 200pul da amostra centrifugada e filtrada a 800uL de acetonitrilo
contendo 3,7mM de acido 2-etilbutirico (padrdo interno), previamente colocado em
tubos de 2mL. A mistura foi mantida refrigerada até o0 momento da analise (-20°C). Em
alguns casos houve precipitagdao, que se manteve no fundo do vidro. No momento da

injecdo foram tomados cuidados para evitar a aspiracao e injecao desse precipitado.

2.6.2. Preparo dos padroes externos de dcidos orgdnicos

Os 4cidos utilizados para preparar os padrdes, com suas caracteristicas estdo listados

na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas dos acidos utilizados para a preparacdo dos padrdes para

cromatografia gasosa.

Padrdes Pureza (%) PM (g/mol) d (g/mL) Laboratorio
Acético 99,5 60,05 1,05 Sigma
Propidnico 99,0 74,08 0,99 Sigma
N-butirico 99,0 88,11 0,964 Sigma
DL-latico 98,0 90,08 1,165 Sigma
N-valérico 99,0 102,14 0,938 Sigma
Isovalérico 98,0 102,14 0,925 Fluka
Isobutirico 99,5 88,11 0,948 Fluka
N-caproico 99,5 116,2 0,93 Sigma
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a) Inicialmente foi preparado um padrdo-mde (mantido a —20°C), com que consistiu em
incorporar 200mM de cada 4cido a 1 L de acetonitrilo. Prepararam-se 20 mL deste
padrdo com os acidos acético (230uL), propidnico (302uL), n-butirico (370uL), DL-
latico (316uL), n-valérico (440ul), isovalérico (450uLl), isobutirico (374ul) e n-
caproico (502uL).

b) A partir do padrdo-mae prepararam-se os padrdes secundarios: 100, 50, 25, 5 e 2,5mM.

c¢) Os padrdes injetados foram preparados a partir dos padrdes secundarios, tratando-os
como se fossem amostras: 200uL de padrdo em 800uL de acetonitrilo contendo padrdo
interno.

d) Foram obtidos os seguintes padrdes: P1 (0,5mM), P2 (1mM), P3 (5mM), P4 (10 mM) e
P5 (20mM).

e) Estes padrdes foram utilizados para preparar a curva de calibragdo. O tempo de retengdo

esperado para cada acido esta citado na Tabela 3.

Tabela 3 - Tempo de retengao estimado para as condigdes previamente estipuladas, em

analise de acidos graxos de cadeia curta.

Acido Tempo de retencdo (min)
Acético 1,815
Propidnico 2,179
Isobutirico 2,327
N-butirico 2,731
Isovalérico 3,061
N-valérico 3,770
2-etilbutirico (padrao interno) 4,039
N-caproico 5,355
L-latico 7,478
D-Latico 8,383

2.6.3. Calculo das concentragoes de dcidos orgdnicos

Injetou-se 1pL das amostras e padroes. A integragdo dos picos foi feita pelo sistema.

Nos casos onde o proprio programa nao fez os céalculos, utilizou-se a seguinte formula,

Area do 4cido _ m . massa acido + b
Area PI 3.7
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onde area PI = area do padrdo interno no cromatograma ¢ (m) e (b) dependem de cada
acido (Tabela 4) sendo seus valores fornecidos pela Tabela de calibragdo. Uma vez obtido
o resultado da concentracdo dos acidos nas amostras (mMol), o valor foi multiplicado por
5 (diluicdo da amostra inicial), para a obten¢do das concentracdes por 1puL da amostra

original.

Tabela 4 — Valores dos coeficientes (m) e (b) necessarios para o calculo de concentragdo

dos acidos, obtidos a partir da curva de calibragao.

Acido m b Correlagdo
Acético 0,243714 0,052894 0,99834
Propidnico 0,362268 0,060735 0,99798
Isobutirico 0,478714 0,072752 0,99877
N-butirico 0,587180 0,118292 0,99916
Isovalérico 0,694132 0,083665 0,99892
N-valérico 0,720948 0,061354 0,99859
N-caproico 0,930519 0,071125 0,99808
L-latico 0,082158 0,021253 0,99253
D-Latico 0,192845 0,026038 0,99121

2.7. Analise estatistica

O experimento foi montado segundo um esquema de parcelas subdivididas, tendo nas
parcelas um esquema fatorial 4x3 (4 dietas, 3 niveis de ferro) e nas subparcelas o tempo de
avaliacdo (5, 10 e 24 horas) em um delineamento inteiramente casualizado, com 2
repeticoes. Procedeu-se a andlise de variancia e regressdo dos dados. Para o fator
qualitativo (tipo de dieta) as médias foram comparadas utilizando-se o teste de Tukey,
adotando-se um nivel de 5% de probabilidade. Para os fatores quantitativos utilizou-se a
técnica de superficie de resposta. Os modelos foram escolhidos baseados na significancia
dos coeficientes de regressdo, utilizando-se o teste F e adotando-se um nivel de até 10% de
probabilidade, no coeficiente de determinagdo e nos fendomenos bioldgicos em estudo
(alteracdo da quantidade de células totais - DAPI, bacterdides, bifidobacteria, clostridios,
acidos graxos de cadeia curta). Independente da interacdo ser ou nao significativa optou-se
pelo desdobramento. As avaliagdes foram efetuadas utilizando-se o software SAEG

(Sistema de Analise Estatistica, Universidade Federal de Vicosa).
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3. Resultados

3.1. Contagem total de células (DAPI), bifidobactérias, bacterdides e clostridios

determinados pelo método de FISH.

Os resultados da contagem total de células (DAPI) e de bifidobactérias (Log
UFC/mL), nas duas repeti¢oes das dietas controle, adicionadas de prebidtico, probidtico ou
simbidtico, em meios com diferentes niveis de ferro e a diferenca entre os valores
encontrados nos tempos 5, 10 e 24 e os valores iniciais de cada repeti¢do estdo indicados
nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

As alteragdes encontradas na contagem total, para as diferentes dietas fixando o
tempo, ndo foram significativas (Tabela 7), resultado esperado pois a incorporagdo de FOS
ndo objetiva influir na contagem total, mas no aumento da contagem em alguns grupos,
como os de bactérias bifidas e diminuicdo de outros, como coliformes e clostridios. A
alteragio de altos niveis populacionais como os ja presentes nas amostras (10'° UFC/mL —
Tabela 5) ¢ mais dificil, pois esses numeros sdo indicativos de um ecossistema onde
alcangou-se uma populagdo estavel. A possibilidade de aumento de 1 ciclo log em
ambientes com alta concentragdo bacteriana ¢ mais dificil do que em ambientes cujas
populagdes se encontrem em niveis de 10*a 10° UFC/g ou mL. A avaliagdo estatistica da

modulacgdo das bifidobactérias em presencga das diferentes dietas encontra-se na Tabela 8.
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Controle

FOS

Simbidtico

Tabela 5 — Contagem celular total (DAPI) (Log UFC/g) dos recipientes contendo dietas

controle ou adicionadas de probidtico, prebidtico ou simbidtico com niveis de

11, 22 e 33 mg de sulfato ferroso/ L meio. Médias obtidas da contagem de 15

campos pelo método de FISH.

11 mg FeSO4/L 22 mg FeSO4/L 33 mg FeSO4/L
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 10,14 - 0 10,30 - 0 10,32 -
0 10,24 _ 0 10,22 . 0 10,20 -
5 10,33 0,19 5 10,37 0,07 5 10,48 0,16
5 10,14 -0,10 5 10,23 0,01 5 10,33 0,13
10 10,28 0,14 10 10,39 0,09 10 10,53 0,21
10 10,25 0,01 10 10,27 0,05 10 10,29 0,09
24 10,26 0,12 24 10,35 0,05 24 10,64 0,32
24 10,37 0,13 24 10,46 0,24 24 10,48 0,28
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 10,28 - 0 10,29 - 0 10,37 -
0 10,34 - 0 10,40 - 0 9,99 -
s 5 10,36 0,08 5 10,39 0,10 5 10,43 0,06
5% 5 10,30 -0,04 5 10,89 0,49 5 10,40 0,41
5 10 10,54 0,26 10 10,56 0,27 10 10,45 0,08
ST 10,32 -0,02 10 10,77 0,37 10 10,37 0,38
24 10,39 0,09 24 10,67 0,38 24 10,59 0,22
24 10,57 0,23 24 10,92 0,52 24 10,58 0,59
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 10,36 - 0 10,31 - 0 10,33 -
0 10,30 - 0 10,28 - 0 10,20 -
S 10,43 0,08 5 10,42 0,11 5 10,45 0,12
5 10,42 0,12 5 10,18 -0,10 5 10,60 0,40
10 10,50 0,14 10 10,46 0,15 10 10,60 0,27
10 10,48 0,18 10 10,48 0,20 10 10,59 0,39
24 10,48 0,12 24 10,52 0,21 24 10,61 0,28
24 10,69 0,39 24 10,70 0,42 24 10,75 0,55
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 10,25 - 0 10,38 - 0 10,36 -
0 10,50 . 0 10,26 ) 0 10,32 )
5 10,43 0,18 5 10,29 -0,09 5 10,57 0,21
5 10,82 0,32 5 10,26 0,00 5 10,31 -0,01
10 10,60 0,35 10 10,56 0,18 10 10,56 0,20
10 10,65 0,15 10 10,48 0,22 10 10,69 0,37
24 10,53 0,28 24 10,55 0,17 24 10,56 0,20
24 10,65 0,15 24 10,60 0,34 24 10,65 0,33

Legenda: FOS= Raftilose” P95; simbidtico (B. longum + FOS), A = Diferenga com relagdo ao tempo 0, da respectiva repetigio.
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Tabela 6 — Contagem de bifidobactérias (Log UFC/g) dos recipientes contendo dietas
controle ou adicionadas de probiotico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11,

22 e 33 mg de sulfato ferroso/ L meio. Médias obtidas da contagem de 15 campos

Controle

B. longum

FOS

Simbidtico

pelo método de FISH.

11 mg FeSO4/L

22 mg FeSO4/L

33 mg FeSO4/L

Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 9,26 . 0 9,43 . 0 9,40 .
0 9,20 } 0 9,11 ) 0 9,05 )
5 9,81 0,55 5 9,75 0,32 5 9,96 0,56
5 9,08 -0,12 5 9,46 0,35 5 9,71 0,66
10 9,72 0,46 10 9,92 0,49 10 9,74 0,34
10 9,08 -0,12 10 9.46 0,35 10 9,76 0,71
24 9,79 0,53 24 10,22 0,79 24 10,17 0,77
24 8,51 -0,69 24 9,93 0,82 24 10,08 1,03
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 9,39 . 0 9,48 . 0 9,40 .
0 9,24 ) 0 9,26 B, 0 9,15 -
5 9,81 0,42 5 9,89 0,41 5 9,81 0,41
5 9,46 0,22 5 9,68 0,42 5 9,63 0,48
10 9,74 0,35 10 9,69 0,21 10 9,98 0,58
10 9,75 0,51 10 10,17 0,91 10 9,96 0,81
24 10,07 0,68 24 10,10 0,62 24 10,16 0,76
24 10,04 0,80 24 10,39 1,13 24 10,22 1,07
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 9,42 . 0 9,45 . 0 9,46 .
0 9,07 B} 0 9,04 B} 0 9,13 .
5 10,05 0,63 5 10,22 0,77 5 10,12 0,66
5 9,42 035 5 9,53 0,49 5 9,67 0,54
10 10,01 0,59 10 9,92 0,47 10 10,13 0,67
10 9,92 0,85 10 10,17 1,13 10 10,14 1,01
24 10,10 0,68 24 10,18 0,73 24 10,02 0,56
24 10,07 1,00 24 10,13 1,09 24 10,14 1,01
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 9,40 0 9,46 0 9,47 -
0 9,35 0 9,03 0 9,17 -
5 10,07 0,67 5 9,97 0,51 5 10,06 0,59
5 10,18 0,83 5 9,37 0,34 5 9,75 0,58
10 10,10 0,70 10 9,74 0,28 10 10,09 0,62
10 10,28 0,93 10 10,17 1,14 10 10,11 0,94
24 10,19 0,79 24 9,99 0,53 24 10,04 0,57
24 10,31 0,96 24 10,03 1,00 24 10,43 1,26

Legenda: FOS= Raftilose® P95; simbiético (B. longum + FOS), A = Diferenga com relagio ao tempo 0, da respectiva repetigo.
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Tabela 7 — Diferenca entre a contagem total — DAPI (Log UFC/mL) nos diferentes tempos (h) e a contagem inicial (tempo 0) em dietas

controle ou adicionadas de probidtico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg de sulfato ferroso/L.

Dieta/ T=5h T=10h T=24h

Nivel Fe (mg/L) 11 22 33 11 22 33 11 22 33
Controle 0,05* 0,04* 0,15 0,07* 0,07* 0,15% 0,12* 0,15 0,31°
Probidtico 0,02° 0,29* 0,24° 0,12° 0,32° 0,23" 0,17 0,45° 0,40°
Prebiotico 0,10* 0,00" 0,26" 0,16" 0,18" 0,33% 0,25" 0,32° 0,41°
Simbidtico 0,25% -0,04* 0,10% 0,25% 0,20" 0,29° 0,22° 0,26" 0,27*

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 8 — Diferenca entre a contagem de bifidobactérias (Log UFC/mL) nos diferentes tempos (h) e a contagem inicial (tempo 0) em

dietas controle ou adicionadas de probidtico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg de sulfato ferroso/L.

Dieta/ T=5h T=10h T=24h

Nivel Fe (mg/L) 11 22 33 11 22 33 11 22 33
Controle 0,22° 0,33% 0,61° 0,17% 0,42° 0,52% -0,08" 0,80" 0,90°
Probiotico 0,32° 0,42° 0,44" 0,43" 0,56" 0,69" 0,74 0,88" 0,91*
Prebiotico 0,49° 0,63" 0,60" 0,72° 0,80" 0,84" 0,84" 0,91* 0,78"
Simbidtico 0,75* 0,42° 0,58" 0,81° 0,70" 0,77 0,87 0,76" 0,91°

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Resultados significativos (p<0,05) foram observados nas amostras obtidas no tempo
24 h. Nao houve diferenca (p>0,05) na contagem total de células (DAPI). No entanto,
verifica-se um aumento na concentragdo (p<0,05) de bifidobactérias nas dietas contendo
prebiotico e simbidtico com menor teor de ferro (11mg FeSO4/L meio), no tempo 24 h
(Tabela 8).

A incorporacdo de FOS aumentou a populagcdo de bifidobactérias, o que corrobora
resultados anteriores indicados por GIBSON et al. (1995), BOUHNIK et al. (1996),
DJOUZI & ANDRIEUX (1997), ALANDER et al. (1999) e GIBSON (1999). No entanto,
incorporagdo da propria bactéria bifida (B. longum) ndo alterou (p>0,05) os niveis desse
grupo. Esse resultado foi semelhante ao observado por GALLAHER et al. (1996), que
trabalharam com ratos suplementados com FOS (2%), bifidobactérias (10° UFC/dia) ou
FOS + bifidobactéria, e por AMANN et al. (1998), que trabalharam com seres humanos. O
resultado também ¢ semelhante ao observado durante a experimentagao in vivo (com ratos)
(Capitulo 4). A quantidade adicionada de bactérias bifidas (10" UFC) nesta experimentagio
foi muito menor do que a flora residente normal, observada nos controles (10° e 10’ —
Tabela 6). Portanto a sua influéncia sobre o total somente seria esperado se fosse uma cepa
altamente competitiva e com uma taxa de crescimento superior a das espécies enddgenas,
indicando que a ingestdo de probidticos (nos niveis de 10’ UFC) ndo ¢ suficiente para
alterar um ambiente microbiano estavel (hospedeiro saudavel). O beneficio da ingestdo de
probidticos deve ser considerado em situagdes de prevencdo de crescimento de
microrganismos indesejaveis da flora subdominante. O efeito benefico seria alcangado por
competicdo pelos sitios de adesdo, por nutrientes, por meio da acdo de bacteriocinas,
diminui¢do do pH ou outros fatores (ANAND et al., 1984, PIARD & DESMAZEAUD,
1991, SILVA et al., 1999). Deve-se considerar ainda que fatores externos (patdogenos,
intoxicacdo ou infecg¢do, entre outros) ou internos (estresse, alergia alimentar) podem
possibilitar desequilibrios na microbiota endogena, favorescendo grupos potencialmente
patogenos.

As contagens de bacteroides e clostridios (Log UFC/mL), nas duas repeti¢cdes das
dietas controle, adicionadas de prebidtico, probidtico ou simbidtico, em meios com
diferentes niveis de ferro e a diferenca entre os valores encontrados nos tempos 5, 10 e 24 ¢
os valores iniciais de cada repeticao estdo indicados nas Tabelas 9 e 10, respectivamente.
As variagdes nas concentragdes de bacterdides foram pequenas, porém constantes,
observando-se uma diminui¢do inicial da populacdo (tempo 5 h) com posterior aumento,
maior nos recipientes que receberam probidtico, independente do nivel de ferro da dieta.
Isto indicaria um possivel efeito sinérgico entre B. longum e bacterdides, provavelmente
devido aos metabdlitos formados, uma vez que o aumento ¢ verificado a partir das
amostras do tempo 10 h, quando se verificaria uma concentragdo de metabolitos suficiente

para a estimulacdo do aumento da populagao de bacteroides.
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Tabela 9 — Contagem de bacterdides (Log UFC/g) dos recipientes contendo dietas controle ou

adicionadas de probidtico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg de

sulfato ferroso/ L meio. Médias obtidas da contagem de 15 campos pelo método de

FISH.

11 mg FeSO4/L

22 mg FeSO4/L

33 mg FeSO4/L

Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) |Log UFC/mL A
0 7,97 - 0 9,13 - 0 9,27 -
0 9,03 - 0 9,15 - 0 8,99 -

® 5 8,11 0,14 5 8,60 -0,53 5 9,09 -0,18
Tg 5 8,03 - 1,00 5 8,59 -0,56 5 8,78 -0,21
E 10 8,00 0,03 10 9,28 0,15 10 9,92 0,65
© 10 8,36 -0,67 10 9,01 -0,14 10 9,44 0,45

24 9,38 1,41 24 9,73 0,60 24 10,13 0,86

24 8,43 - 0,60 24 9,54 0,39 24 9,86 0,87
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) |Log UFC/mL A

0 9,30 - 0 9,11 - 0 9,28 -

0 8,97 - 0 9,24 - 0 9,14 -

5 9,02 -0,28 5 8,601 -0,50 5 9,14 -0,14

§0 5 9,02 0,05 5 9,50 0,26 5 9,02 -0,12
§ 10 9,34 0,04 10 9,77 0,66 10 9,79 0,51
~q 10 9,66 0,69 10 10,05 0,81 10 9,74 0,60

24 9,81 0,51 24 9,62 0,51 24 10,27 0,99
24 9,79 0,82 24 10,21 0,97 24 9,88 0,74
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) |Log UFC/mL A
0 9,33 - 0 9,37 - 0 9,25 -
0 9,09 - 0 9,10 - 0 9,07 -
5 9,21 -0,12 5 9,10 -0,27 5 9,06 -0,19
8 5 8,82 -0,27 5 8,04 - 0,46 5 8,57 -0,50
= 10 9,61 0,28 10 9,52 0,15 10 9,68 0,43
10 9,11 0,02 10 9,25 0,15 10 9,14 0,07
24 9,58 0,25 24 9,67 0,30 24 9,68 0,43
24 9,38 0,29 24 9,36 0,26 24 9,37 0,30
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) |Log UFC/mL A
0 9,34 - 0 9,33 - 0 9,25 -
0 937 - 0 9,09 - 0 9,14 -

° 5 9,10 -0,24 5 9,01 -0,32 5 9,09 -0,16
:% 5 9,53 0,16 5 8,62 -0,47 5 8,91 -0,23
vg 10 9,51 0,17 10 9,34 0,01 10 9,64 0,39
%2 10 9,51 0,14 10 9,11 0,02 10 9,29 0,15

24 9,87 0,53 24 9,82 0,49 24 9,75 0,50
24 9,88 0,51 24 9,32 0,23 24 9,47 0,33

Legenda: FOS= Raftilose” P95; simbidtico (B. longum + FOS), A = Diferenga com relagdo ao tempo 0, da respectiva repetigio.
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Controle

B. longum

FOS

Simbidtico

Tabela 10 — Contagem de clostridios (Log UFC/g) dos recipientes contendo dietas controle ou

adicionadas de probidtico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg de

sulfato ferroso/ L meio. Médias obtidas da contagem de 15 campos pelo método de

FISH.

11 mg FeSO4/L

22 mg FeSO4/L

33 mg FeSO4/L

Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 7,84 - 0 6,79 - 0 7,47 -
0 7,57 - 0 7,64 - 0 747 -
5 9,47 1,63 5 8,96 2,17 5 8,69 1,22
5 7,42 -0,15 5 8,82 1,18 5 7,83 0,36
10 9,55 1,71 10 9,19 2,40 10 8,94 1,47
10 8,13 0,56 10 7,47 -0,17 10 7,49 0,02
24 9,17 1,33 24 8,85 2,06 24 8,21 0,74
24 9,23 1,66 24 7,60 - 0,04 24 8,44 0,97
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 7,53 - 0 7,03 - 0 7,49 -
0 7,68 - 0 8,52 - 0 7,59 -
5 8,82 1,29 5 9,34 2,31 5 8,39 0,90
5 8,89 1,21 5 8,91 0,39 5 8,13 0,54
10 8,91 1,38 10 9,25 2,22 10 8,90 1,41
10 7,30 -0,38 10 7,27 -1,25 10 7,42 -0,17
24 8,99 1,46 24 8,70 1,67 24 8,82 1,33
24 7,49 -0,19 24 7,53 -0,99 24 7,64 0,05
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 7,71 - 0 7,44 - 0 7,59 -
0 7,49 - 0 7,44 - 0 7,51 -
5 8,92 1,21 5 8,78 1,34 5 8,64 1,05
5 8,98 1,49 5 9,13 1,69 5 9,13 1,62
10 9,41 1,70 10 9,40 1,96 10 9,14 1,55
10 8,26 0,77 10 8,77 1,33 10 8,54 1,03
24 9,58 1,87 24 8,64 1,20 24 9,88 2,29
24 7,79 0,30 24 7,49 0,05 24 7,65 0,14
Tempo (h)| Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A Tempo (h) | Log UFC/mL A
0 7,73 - 0 7,68 - 0 7,39 -
0 8,55 - 0 7,53 - 0 7,49 -
5 8,91 1,18 5 8,75 1,07 5 8,76 1,37
5 8,39 -0,16 5 9,10 1,57 5 9,25 1,76
10 9,32 1,59 10 8,95 1,27 10 9,40 2,01
10 7,97 -0,58 10 8,80 1,27 10 8,53 1,04
24 9,18 1,45 24 8,75 1,07 24 9,76 2,37
24 7,42 - 1,13 24 7,53 0,00 24 7,81 0,32

Legenda: FOS= Raftilose™ P95; simbiético (B. longum + FOS), A = Diferenga com relago ao tempo 0, da respectiva repeti¢io.
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Nas Tabelas 11 e 12 encontram-se as médias referentes a bacteroides e clostridios,
respectivamente.

As concentragdes de bacterdides e clostridios ndo foram diferentes (p>0,05) nas
dietas avaliadas, para todos os tempos e niveis de ferro, indicando que o FOS e,ou, B.
longum ndo alteraram estes grupos nas primeiras 24 h de fermentacdo. A presenca de
amido no controle também deve ser considerada para a avaliacdo desses resultados. A
comparagdo nesta experimentacao foi realizada entre recipientes contendo FOS ou amido,
mas este ultimo ndo representa uma condi¢do fisiologica. Em um organismo normal o
amido ¢ fracionado e absorvido na sua quase totalidade no intestino delgado, sendo muito
pequena a quantidade que alcanga o célon. Além disso, a fermentagdo de amido ¢ realizada
com maior facilidade por alguns grupos bacterianos como Bacterdides (B. bivius, B.
disiens, B. distasonis, B. eggerthii, B. fragilis, B. intermedius, B. melaninogenicus, B.
oralis, B. ovatus, B. vulgatus), Clostridium botulinum tipos A, B e F, C. butyricum, C.
perfringens, C. disporicum, Pediococcus dextranicus (LEVETT, 1991; HIPPE et al., 1992;
WEISS, 1992), o que indica uma seletividade desse substrato. O grupo de bifidobactérias,
por exemplo, apresenta espécies que fermentam amido, como B. adolescentis, B.
pseudolongum e B. dentium, porém as mais comuns (B. longum, B. infantis, B. bifidum ¢ B.
breve) nao fermentam este carboidrato (SCARDOVI, 1986). Desta forma, a utilizagdo de
fermentagdes em série seria um sistema valido apenas para a comparagdao de diferentes
oligosacarideos, que fisiologicamente alcancariam o cdlon para fermentacdo seletiva. No
caso de un controle, sugere-se a utilizacdo de placebo (silicone ou mesmo celulose,
substrato que ndo ¢ normalmente digerido pela microbiota intestinal), que supriria o
volume incorporado como oligosacarideo, mas inerte para fermentacdo bacteriana.
Portanto, a acdo prebidtica de raftilose pode ter sido mascarada pela comparagdo de

resultados obtidos com a utiliza¢do de amido.
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Tabela 11 — Diferenca entre a contagem de bacterdides (Log UFC/mL) nos diferentes tempos (h) e a contagem inicial (tempo 0) em dietas

controle ou adicionadas de probidtico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg de sulfato ferroso/L.

Dieta/ T=5h T=10h T=24h

Nivel Fe (mg/L) 11 22 33 11 22 33 11 22 33
Controle -0,43° -0,55° -0,19° -0,32° 0,01° 0,55* 0,41° 0,50° 0,87
Probidtico -0,11° -0,13° -0,14* 0,37 0,73* 0,55* 0,67 0,74* 0,86"
Prebiotico -0,19* -0,37* -0,35* 0,15% 0,15% 0,25% 0,27* 0,28" 0,36"
Simbidtico -0,04* -0,40° -0,19* 0,16 0,01* 0,27* 0,52* 0,35 0,42%

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 12 — Diferenca entre a contagem de clostridios (Log UFC/mL) nos diferentes tempos (h) e a contagem inicial (tempo 0) em dietas

controle ou adicionadas de probidtico, prebidtico ou simbiotico com niveis de 11, 22 e 33 mg de sulfato ferroso/L.

Dieta/ T=5h T=10h T=24h

Nivel Fe (mg/L) 11 22 33 11 22 33 11 22 33
Controle 0,74* 1,68" 0,79* 1,13 1,12* 0,75% 1,50° 1,02* 0,86"
Probiotico 1,25 1,35 0,72* 0,50° 0,48" 0,62° 0,63" 0,34* 0,69"
Prebiotico 1,35 1,52° 1,34° 1,24° 1,64" 1,29° 1,09* 0,62° 1,22°
Simbidtico 0,51° 1,32* 1,56 0,50" 1,27 1,53* 0,16" 0,54* 1,34*

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

147



A Tabela 13 indica as equagdes de regressao para as diferentes dietas, em funcdo do

nivel de ferro e do tempo.

Tabela 13 — Equacdes ajustadas para contagem celular total (DAPI), bacterodides,
bifidobactérias e clostridios (Log UFC/mL), em funcdo de nivel de ferro
(mg/L) e tempo (h) em experimentos com fermentagdo em culturas em série

utilizando dietas controle, probidtico, prebidtico ou simbidtico.

Dieta Variavel Equagdes Ajustadas r
1 DAPI D, =§=— 0,0752197 + 0,00538124" Fe + 0,00616109" T 0,8234
2 D, = =0,0455154 + 0,00843515" Fe + 0,00836116™" T 0,6235
3 D;=§=— 0,0730882 + 0,00745794" Fe + 0,0102129" T 0,7931
4 Dy =9 =0,452517 —0,0344287" Fe + 0,000755424""" Fe* + 0,4264
0,00596999" T
1 Bacteroides D, =y =— 1,05746 + 0,0237151 Fe + 0,0483283" T 0,8798
2 D, =§ = 0,442574 — 0,0754892" Fe + 0,0016604" Fe2 + 0,8698
0,0309748™° T
3 D;=9=— 0,288223 + 0,0269691" T 0,6780
4 D, =9 =0,280077 + 0,0309748"" T 0,8940
1  Bifidobactérias Di=9=—0,40507 +0,0260062" Fe 0,9414
2 D, =9 =0,114825 + 0,00839954"" Fe + 0,0229506" T 0,9670
3 D; =9 =0,578305 +0,0119775" T 0,6953
4 Dy =9 =0,572747 + 0,0123203"" T 0,7968
1 Clostridios D, =9 = 1,0646
2 D,=9=0,7324
3 D; =9 =1,2566
4 D, =9 =-0,117404 + 0,0493053" Fe 0,9869
D; = Dieta controle; D)= dieta com probidtico (Bifidobacterium longum); D; = dieta com prebidtico

(Raftilose® P95); D, = dieta com simbidtico (B. longum + Raftilose® P95)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de F.

**%* significativo ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste de F.

O nivel de ferro influencia de forma diferenciada a concentragdo dos diferentes
parametros avaliados, dependendo da dieta experimental. A contagem total (DAPI)
aumenta com o nivel de ferro e o tempo de fermentagdo, enquanto bacterdides e
bifidobactérias sdo positivamente influenciados pelo nivel de ferro nas dietas controle
(D) = § = — 1,05746 + 0,0237151" Fe + 0,0483283 " T e D; = § = — 0,40507 +
0,0260062" Fe, respectivamente) € com probidtico. As equagdes ajustadas mostram que o
nivel de ferro alterou positivamente a contagem de clostridios nas dietas com simbidtico
(Ds=y=-0,117404 + 0,0493053" Fe). O fator tempo exerce influéncia na contagem total

(DAPI), bacterodides e bifidobactérias, independente da dieta, exceto no caso de contagem
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de bifidobactérias da dieta controle, onde apenas o nivel de ferro exerce influéncia positiva
(p<0,01).

Os resultados dessa experimentacdo indicam que o tempo, como esperado, influencia
positivamente o crescimento bacteriano. A utilizagdo de uma fonte de energia (amido ou
FOS) promove a multiplicacdo celular (aumento da contagem celular total — DAPI).

O ferro € essencial para o metabolismo bacteriano e seu aumento no meio pode vir a
estimular o crescimento ou patogenicidade de alguns grupos, como Escherichia coli e
bacilo da tuberculose (KOCHAN et al., 1977). Ao mesmo tempo um excesso de ferro pode
tornar-se toxico tanto para as célula entéricas quanto para as células bacterianas, por sua
participag@o na formacao de radicais livres (REIFEN et al., 2000, SERIL et al., 2002).

A equacao encontrada para bifidobactérias para dieta controle (D; = § = — 0,40507 +
0,0260062 'Fe) indica que € necessario um nivel minimo (15,576 mg/L) para a
manuten¢do do nivel desse grupo, enquanto a equacdo para clostridios para dieta
adicionada com simbidtico (D4 = § = — 0,117404 + 0,0493053 Fe) sugere que este grupo
também necessitaria de um nivel minimo de ferro (2,381 mg/L). Teores de ferro inferiores
resultariam em decréscimo da populagdo, indicando que o ferro, nos meios citados, ¢é
essencial para a manutengao e crescimento de bifidobacterias e clostridios.

O grupo dos clostridios apresenta a caracteristica de esporular quando em condi¢des
adversas, que podem ser traduzidas por estresse osmotico, nutricional ou populacional.
Durante a leitura das laminas observou-se um acentuado aumento na contagem de
clostridios nas amostras colhidas no tempo 5 h, porém nas amostras colhidas nos tempos
10 e 24 h observou-se um grande numero de esporos formados (Foto 1), o que pode estar
relacionado com a auséncia do efeito de tempo sobre o seu crescimento. A esporulagdo
pode ter resultado de um excesso de microrganismos em um ambiente onde os nutrientes

comegaram diminuir (o sistema utilizado era fechado, sem renovacdo dos constituintes).

3.2. Concentracio de acidos graxos de cadeia curta.

A concentragdo de acidos acético, propidnico e n-butirico (mMol/ulL), nas duas
repeticoes das dietas controle, adicionadas de prebidtico, probidtico ou simbidtico, em
meios com diferentes niveis de ferro e a diferenga entre os valores encontrados nos tempos
5, 10 e 24 e os valores iniciais de cada repeti¢do estdo indicados nas Tabelas 14, 15 e 16,

respectivamente.
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A partir desses resultados, utilizaram-se os valores referentes a diferenca das
concentragcdes observadas nos diversos tempos com as observadas no tempo 0 h, para as
respectivas analises estatisticas (Tabelas 17, 18 e 19).

Os outros acidos graxos analisados (isobutirico, isovalérico, n-valérico e caproico)
foram detectados em pequena concentragdo, nas amostras de 10 e,ou, 24h

(Tabelas 20, 21 ¢ 22).

Foto 1 — Amostra do tempo 10h, de dieta controle com baixo teor de sulfato ferroso,

preparada com sonda HIS150
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Controle

B. longum

FOS

Simbidtico

Tabela 14 — Concentragdo de acido acético (mMol/uL) dos recipientes contendo dietas controle ou
adicionadas de probiotico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg de sulfato
ferroso/ L meio.

11 mg FeSO4/L

22 mg FeSO4/L

33 mg FeSO4/L

Tempo (h)| mMol/pL A Tempo (h) mMol/pL A Tempo (h) | mMol/pL A
0 0,00 - 0 1,41 - 0 1,57 -
0 0,59 - (1} 0,00 - 0 0,00 -
s 4,381 4,381 5 4,06 2,65 5 1,31 -0,26
5 2,66 2,07 5 9,45 9,45 5 8,28 8,28
10 10,24 10,24 10 6,28 4,87 10 4,72 3,15
10 4,33 3,74 10 12,81 12,81 10 15,64 15,64
24 4,77 4,77 24 5,32 391 24 9,20 7,63
24 2,90 2,31 24 23,61 23,61 24 18,82 18,82
Tempo (h)| mMol/pL A Tempo (h) mMol/pL A Tempo (h) | mMol/pL A
0 0,00 - (1} 2,20 - 0 0,00 -
0 3,50 - 0 0,00 - 0 0,00 -
5 5,74 5,74 5 5,46 3,26 5 0,00 0,00
5 5,55 2,05 5 4,96 4,96 5 9,68 9,68
10 9,69 9,69 10 8,48 6,28 10 2,17 2,17
10 15,33 11,83 10 11,80 11,8 10 13,87 13,87
24 4,74 4,74 24 9,00 6,8 24 6,81 6,81
24 4,54 1,04 24 9,51 9,51 24 17,85 17,85
Tempo (h)| mMol/pL A Tempo (h) mMol/pL A Tempo (h) | mMol/pLL A
0 3,74 - 0 2,83 - 0 0,00 -
0 0,00 - 0 0,25 - 0 0,00 -
5 9,30 5,56 5 3,10 0,27 5 4,11 4,11
5 7,98 7,98 5 7,13 6,88 5 7,31 7,31
10 9,56 5,82 10 15,40 12,57 10 3,82 3,82
10 11,49 11,49 10 14,13 13,88 10 11,44 11,44
24 12,54 8,80 24 9,39 6,56 24 9,71 9,71
24 21,20 21,2 24 16,67 16,42 24 15,62 15,62
Tempo (h)| mMol/pL A Tempo (h) mMol/pL A Tempo (h) | mMol/pL A
0 0,00 - 0 5,52 - 0 1,25 -
0 2,26 - 0 0,64 - 0 0,00 -
5 5,67 5,67 5 7,21 1,69 5 3,64 2,39
5 7,66 5,40 5 6,02 5,38 5 791 791
10 10,31 10,31 10 9,66 4,14 10 7,76 6,51
10 10,44 8,18 10 14,24 13,6 10 12,84 12,84
24 6,09 6,09 24 12,45 6,93 24 10,97 9,72
24 11,44 9,18 24 17,48 16,84 24 17,91 17,91

Legenda: FOS= Raftilose™ P95; simbiético (B. longum + FOS), A = Diferenga com relago ao tempo 0, da respectiva repeticio.
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Tabela 15 — Concentragdo de acido propionico (mMol/uL) dos recipientes contendo dietas controle ou
adicionadas de probiotico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg de sulfato
ferroso/ L meio.

11 mg FeSO4/L

22 mg FeSO4/LL

33 mg FeSO4/LL

Tempo (h) | mMol/pL A Tempo (h) | mMol/pL A Tempo (h) | mMol/uL A

0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 -

0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 -

o 5 0,00 0 5 0,00 0 5 0,00 0

% 5 0,00 0 5 0,12 0,12 5 0,00 0

8 10 0,51 0,51 10 0,00 0 10 0,00 0
10 2,28 2,28 10 1,44 1,44 10 1,65 1,65

24 0,00 0 24 0,00 0 24 0,00 0
24 1,22 1,22 24 5,14 5,14 24 3,52 3,52

Tempo (h) | mMol/pL. A Tempo (h) | mMol/pL A Tempo (h) | mMol/nL A

0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 -

0 1,16 - 0 0,00 . 0 0,00 .

5 0,00 0 5 0,00 0 5 0,00 0

°§0 5 2,54 1,38 5 0,00 0 5 0,00 0

§ 10 0,56 0,56 10 0,00 0 10 0,00 0
e 10 3,55 2,39 10 1,56 1,56 10 2,09 2,09
24 0,00 0 24 0,75 0,75 24 1,51 1,51
24 0,70 - 0,46 24 2,15 2,15 24 4,90 4,9

Tempo (h) | mMol/uL A Tempo (h) | mMol/uLL A Tempo (h) | mMol/pLL A

0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 -

0 0,00 - 0 0,32 - 0 0,00 -

5 0,18 0,18 5 0,00 0 5 0,00 0

8 5 0,00 0 5 0,00 -0,32 5 0,00 0

= 10 0,78 0,78 10 2,09 2,09 10 0,00 0
10 0,79 0,79 10 1,98 1,66 10 1,48 1,48
24 3,40 34 24 0,94 0,94 24 2,19 2,19
24 10,38 10,38 24 4,69 4,37 24 5,81 5,81

Tempo (h) | mMol/pLL A Tempo (h) | mMol/uLL A Tempo (h) | mMol/pLL A

0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 -

0 0,00 - 0 0,19 - 0 0,00 -
8 5 0,00 0,00 5 0,00 0,00 5 0,00 0,00
}‘5 5 0,00 0,00 5 0,00 -0,19 5 0,00 0,00
_Jé 10 0,44 0,44 10 0,41 0,41 10 1,04 1,04
. 10 1,83 1,83 10 1,75 1,56 10 2,35 2,35
24 0,00 0,00 24 1,99 1,99 24 2,20 2,2
24 2,63 2,63 24 6,16 5,97 24 5,27 5,27

Legenda: FOS= Raftilose” P95; simbidtico (B. longum + FOS), A = Diferenga com relagdo ao tempo 0, da respectiva repetigio.
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Tabela 16 — Concentragdo de acido n-butirico (mMol/pL) dos recipientes contendo dietas controle ou
adicionadas de probiotico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg de sulfato
ferroso/ L meio.

11 mg FeSO4/L 22 mg FeSO4/L 33 mg FeSO4/L

Tempo (h)| mMol/pL A Tempo (h) | mMol/pL A Tempo (h) | mMol/pL A
0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 -
0 2,18 - 0 0,00 - 0 033 -
K] 5 0,00 0,00 5 0,00 0,00 5 0,00 0,00
% 5 0,00 -2,18 5 0,00 0,00 5 0,00 -0,33
8 10 1,49 1,49 10 0,00 0,00 10 0,81 0,81
10 1,65 1,65 10 0,00 0,00 10 0,17 0,17
24 2,05 2,05 24 0,94 0,94 24 3,06 3,06
24 2,71 2,71 24 8,97 8,97 24 4,49 4,49
Tempo (h)| mMol/pL A Tempo (h) | mMol/pL A Tempo (h) | mMol/nL A
0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 -
0 3,96 - 0 0,00 - 0 0,68 -
5 0,00 0,00 5 0,00 0,00 5 0,00 0,00
§ 5 0,00 -3,96 5 0,00 0,00 5 0,00 -0,68
%0 10 2,08 2,08 10 1,51 1,51 10 0,00 0,00
; 10 2,36 2,36 10 1,32 1,32 10 0,54 0,54
24 1,67 1,67 24 3,84 3,84 24 2,32 2,32
24 2,65 2,65 24 1,98 1,98 24 5,43 5,43
Tempo (h)| mMol/pL A Tempo (h) | mMol/nL A Tempo (h) | mMol/pL A
0 0,00 - 0 0,00 - 0 0,00 -
0 0,00 - 0 1,20 - 0 0,00 -
5 0,58 0,58 5 0,00 0,00 5 0,00 0,00
8 5 0,00 0,00 5 0,00 -1,20 5 6,71 6,71
. 10 2,58 2,58 10 0,15 0,15 10 1,07 1,07
10 0,00 0,00 10 0,00 0,00 10 0,00 0,00
24 4,92 4,92 24 297 2,97 24 0,56 0,56
24 17,00 17,00 24 2,25 2,25 24 0,00 0,00
Tempo (h)| mMol/pL A Tempo (h) | mMol/nL A Tempo (h) | mMol/pL A
0 0,00 - 0 0,09 - 0 0,00 -
0 0,00 - 0 2,10 - 0 0,00 -
5 0,00 0,00 5 0,00 - 0,09 5 0,00 0,00
.§ 5 0,00 0,00 5 0,00 -2,10 5 0,00 0,00
:_% 10 2,50 2,50 10 1,35 1,35 10 2,28 2,28
';é) 10 2,41 2,41 10 0,00 0,00 10 0,04 0,04
24 4,25 4,25 24 4,62 4,62 24 4,41 4,41
24 4,52 4,52 24 10,94 10,94 24 8,48 8,48

Legenda: FOS= Raftilose” P95; simbidtico (B. longum + FOS), A = Diferenga com relagdo ao tempo 0, da respectiva repeticdo.
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Tabela 17 — Diferenca entre a concentracao de acido acético (mMol/uL) nos diferentes tempos (h) € a concentragao inicial (tempo 0) em dietas

controle ou adicionadas com probiotico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg FeSO./L.

Dieta/ T=5 T=10 T=24

Nivel Fe (mg/L) 11 22 33 11 22 33 11 22 33
Controle 3,44° 6,05" 4,14 6,99° 8,84" 9,39° 3,53° 13,76 13,35
Probiético 3,89" 4,11° 4,84" 10,76" 9,04" 8,02° 2,89° 8,15 12,33%
Prebiotico 6,78" 3,58" 5,66" 8,66 13,23° 7,58" 15,00° 11,50* 12,61°
Simbiético 5,54" 3,64" 5,15% 9,24* 8,97 9,67" 7,63° 11,98* 13,82°

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 18 — Diferenca entre a concentracao de acido propidénico (mMol/uL) nos diferentes tempos (h) e a concentracao inicial (tempo 0) em

dietas controle ou adicionadas com probidtico, prebiotico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg FeSO./L.

Dieta/ T=5 T=10 T=24

Nivel Fe (mg/L) 11 22 33 11 22 33 11 22 33
Controle 0,00" 0,06" 0,00 1,39* 0,72* 0,83" -0,53" 2,57* 1,76
Probiotico 0,69" 0,00" 0,00 1,47° 0,78* 1,04* -0,23" 1,45° 3,20°
Prebiotico 0,09* 0,00" 0,00 0,78" 2,03* 0,74* 6,89" 2,81° 4,00"
Simbiotico 0,00" 0,00" 0,00 1,13* 1,08° 1,70° 1,32° 4,08" 3,73°

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 19 — Diferenga entre a concentragao de acido n-butirico (mMol/uL) nos diferentes tempos (h) e a concentragdo inicial (tempo 0) em

dietas controle ou adicionadas com probidtico, prebiotico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg FeSO./L.

Dieta/ T=5 T=10 T=24

Nivel Fe (mg/L) 11 22 33 11 22 33 11 22 33
Controle 0,00" 0,00 0,00 1,57* 0,00° 0,49° 2,38" 4,96" 3,77°
Probiotico 0,00" 0,00 0,00 2,22° 1,42° 0,27 2,16° 2,91° 3,88"
Prebiotico 0,29° 0,00 0,00 1,29 0,08" 0,5371* 10,96" 2,61° 3,64"
Simbidtico 0,00" 0,00 0,00 2,46" 0,68" 1,16 4,38° 7,78" 6,44"

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 20 — Diferenga entre a concentragdo de acido n-valérico (mMol/uL) nos diferentes tempos (h) e a concentragdo inicial (tempo 0) em

dietas controle ou adicionadas com probidtico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg FeSO4/L.

Dieta/ T=5 T=10 T=24

Nivel Fe (ppm) 11 22 33 11 22 33 11 22 33
Controle 0,0000 0,0000 0,0000 0,8365" 0,0159° 0,0000 0,0000° 0,7418" 0,2657°
Probiotico 0,0000 0,0000 0,0000 0,3930" 0,0000" 0,0000 0,2023° 0,0000" 0,0451°
Prebiotico 0,0000 0,0000 0,0000 0,0604" 0,0000" 0,0000 3,7113% 0,4031° 0,0000"
Simbiodtico 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000" 0,0000" 0,0000 0,0000° 0,5884" 0,0089"

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 21 — Diferenca entre a concentragdo de acido caproico (mMol/uL) nos diferentes tempos (h) € a concentragdo inicial (tempo 0) em

dietas controle ou adicionadas com probidtico, prebiotico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg FeSO./L.

Dieta/ T=5 T=10 T=24

Nivel Fe (ppm) 11 22 33 11 22 33 11 22 33
Controle 0,00 0,00" 0,00 1,04* 0,00 0,00" 0,00 0,24* 0,00
Probiotico 0,00 0,04" 0,00 0,35 0,00 0,00" 0,00 0,00" 0,00
Prebiotico 0,00 0,00" 0,00 0,00" 0,00 0,00" 3,38 0,04" 0,00
Simbiodtico 0,00 0,00" 0,00 0,00" 0,00 0,27* 0,00 0,00" 0,00

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Com 10 h de fermentagdo, ha pequena producdo de é4cido n-valérico nas dietas
controle, adicionada de probidtico ou prebidtico, com baixo nivel de sulfato ferroso.
Verificou-se maior produgdo (p<0,05) na dieta com baixo nivel de ferro e prebiotico nas
amostras de 24 h (Tabela 20).

Acido caproico foi detectado nas amostras de 10h das dietas controle e probidtico com
baixo teor de ferro e com alto teor de ferro adicionado de simbiodtico. Com 24 h de
fermentagdo verifcou-se aumento (p<0,05) na concentracdo deste acido na dieta adicionada

de prebiotico com baixo nivel de ferro (Tabela 21).

Tabela 22 — Diferenga entre a concentracdo (mMol/puL) no tempo 24 h e a concentracio
inicial dos acidos isobutirico e isovalérico em dietas controle ou adicionadas

com probidtico, prebidtico ou simbidtico com niveis de 11, 22 e 33 mg

FeSO4/L.
Dieta/ Isobutirico Isovalérico
Nivel Fe (mg/Kg) 11 22 33 11 22 33
Controle 0,00 0,00 0,00 0,5105° 02415  0,0000
Probidtico 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0000°  0,0000
Prebiotico 2,83 0,00 0,00 2.66 0,0000°  0,0000
Simbiético 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0000°  0,0000

Meédias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao

nivel de 5% de probabilidade.

Os 4cido isobutirico e isovalérico s6 foram detectados nas amostras 24h. A ocorréncia
do primeiro sé foi verificada na dieta com prebidtico e baixo teor de sulfato ferroso
(11mg/L) (p<0,05), enquanto houve producdo diferenciada (p<0,05) de acido isovalérico
na dieta com prebiotico e baixo teor de sulfato ferroso.

Observou-se maior produgdo (p<0,05) de acido propidnico e n-butirico nas amostras
com 24 h de fermentagdo, na dieta contendo apenas prebiotico e baixo nivel de ferro
(Tabelas 17 e 19). Nesta mesma dieta houve aumento (p<0,05) de acidos isobutirico, n-
butirico, isovalérico, n-valérico e caproico.

Espera-se que a incorporagdao de bifidobacterias e,ou, prebiotico altere o perfil de
producao de acidos graxos de cadeia curta, principalmente com relacdo a producao de
acidos acético e lactico, principais acidos organicos produzidos pelo grupo das

bifidobactérias. Embora tenha sido observada uma maior produgdo de acido acético na
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dieta suplementada com prebidtico, as diferengas de concentragdes entre as amostras, que
pode ser devido a diferencas nas espécies microbianas existentes no indculo inicial,
determinaram que este resultado nao fosse significativo.

A incorporacdo de probioticos ndo resultou em alteragdo no nimero de bifidobactérias
(Tabela 6). O decréscimo observado na contagem de bifidobactérias em uma dieta controle
com menor nivel de ferro poderia levar a uma menor produgdo de acidos organicos. Como
estes se acumulam no ambiente, a diminui¢do na produgdo, caso existente, seria notada em
um tempo maior de experimentagao.

O aumento significativo da producdo dos outros acidos organicos, inclusive
isovalérico, n-valérico e caproico, em dietas contendo prebiotico e 11 mg de sulfato
ferroso/L meio indica que FOS estimula grupos bacterianos mais adaptados para a
utilizacdo de ferro, os quais sofreriam ag¢ao inibitoria por Bifidobacterium longum, uma vez
que este aumento ndo € observado quando o B. longum ¢ incorporado simultdneamente
(simbiotico). No entanto, a producdo aparenta ser lenta pois uma diferenga significativa
somente ¢ notada com um tempo maior de fermentagao.

As dietas contendo amido (controle e probidtico) resultaram em menor produgdo de
acido propidnico, n-butirico e n-valérico (p<0,05) em meios com menor teor de ferro (11
mg de sulfato ferroso/L meio) (Tabelas 17, 18 e 19), indicando que grupos bacterianos
fermentadores de amido e produtores destes acidos também podem ser afetados pelo
conteudo de ferro (e,ou, sulfato) do meio. Entre os microrganismos destacam-se os do
género Clostridium: C. botulinum tipos A, B e F, que fermentam amido tendo como
produto final &cido acético, propidnico, isobutirico, butirico, isovalérico, valérico e
isocaproico; C. butyricum e C. perfringens tipos B e C, que fermentam amido com
produgdo de acidos acético e butirico, C. kluyveri, fermentador de etanol e acetato,
formando butirato e caproato (LEVETT, 1991, HIPPE et al., 1992, SMITH, 1992);
Eubacterium limosum, que produz acido isobutirico a partir de valina, e caproato e valerato
a partir de propionato e butirato, respectivamente, E. fenue, produtor de acidos isobutirico
e isovalérico, E. biforme, produtor de acido caproéico (ANDREESEN, 1992); Peptococcus
niger, que produtor de acido caprodico e butirato, Peptostreptococcus indolicus, Ps.
Asoccharolyticus, Ps. Prevotiik, Ps. Tetradius, produtores de acido butirico (EZAKI et al.,
1992) e Veillonella, que usa lactato como fonte de energia, produzindo propionato
(KOLENBRANDER et al., 1992).

A presenca de maiores concentragdes de propionato, butirato e lactato tem importantes

efeitos sobre o organismo. Aumento na produgdo de acidos propidnico e butirico esta
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associada a incremento na absor¢do de minerais, especialmente calcio (TRINIDAD et al.,
1996).

Trabalhos recentes (HARA et al., 1998, HARA et al., 1999) demostraram que AGCC
reduzem o colesterol sanguineo. Dentre os AGCC, o propionato ¢ o mais relacionado com
esta diminui¢do. Apos absorcao pela mucosa intestinal, esse acido orgénico ¢ conduzido ao
figado pelo sistema porta, onde inibe a agdo de enzimas, como a HMG CoA redutase
(Hidroximetilglutaril Coenzima A redutase), envolvidas na sintese de colesterol (CHENG &
LAI, 2000). A atividade de todas as enzimas lipogénicas hepaticas foi diminuida em
animais alimentados com FOS, provavelmente devido a um efeito regulador sobre a
expressdo génica. Esta modificagdo da regulagdo genética seria devido a mudangas
hormonais (insulina, proteina semelhante ao glucagon do tipo I e polipeptideos
insulinotropicos glicose-dependentes), estimuladas por metabdlitos da fermentacdo
bacteriana (especialmente propionato) (VAN LOO et al., 1999).

Os resultados obtidos sdo inconclusivos no sentido de determinar se os acidos sdo
originados das fermentagdes de FOS ou amido, ou derivados da utilizacdo de metabolitos
formados pela utilizagdo desses substratos, embora o alto incremento na concentracdo com
24 h de fermentagao suporta a segunda hipotese. Microrganismos produtores de acidos,
como Propionibacterium, produtores de acetato, propionato, isovalerato e lactato
(SCHAAL, 1992) ou Veillonella, produtores de propionato, podem ser estimulados por
metabolitos de fermentagdes anteriores, como por exemplo aminoéacidos produzidos por
bifidobactérias (SCARDOVI, 1986), utilizados por algumas espécies de
Propionibacterium. Além disso, lactato pode ser metabolizado por Propionibacterium sp.,
Veionella sp., Clostridium (produgdo de acetato e butirato) ou sulfato-redutores (Durant et
al., 1994; Macfarlane et al., 1994 citados por LE BLAY et al., 1999).

A Tabela 23 indica as equagdes ajustadas para tempo e nivel de ferro dos acidos

organicos pesquisados, nas diversas dietas.
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Tabela 23 — Equagoes ajustadas a concentragdo de diferentes acidos orgéanicos (mMol/uL)
em fungdo do nivel de ferro (mg/L) e tempo (h) em experimentos com

fermentagdo em culturas em série utilizando diversas dietas-teste.

Dieta Variavel Equacdes Ajustadas r

1 Acido D, =9=4,31618+0,261923"" T 0,7923
2 Acético D,=9=— 3,62392+ 1,87169" T — 0,0581678" T* 1,0000
3 D; =9 =4,62378 + 0,367270" T 0,8747
4 Dy =9 =4,61985+0,291208" T 0,7663
1 Acido D, =§=0,7563

2 propidnico D,=9=0,192383 + 0,0570264" T 0,7753
3 D;=9=-1,18618 +0,239485" T 0,9999
4 D, =9 =-0,532156 +0,152353"" T 0,9664
1 Acido D, =§=0,0161

2 isobutirico D,=y=0

3 D; =% =—0,381485 + 0,0535702"" T 0,9356
4 D4 = 5\/ =0

1 Acido D, =y =-1,12906 + 0,199374" T 0,9933
2 N-butirico D,=9=-0,508741+ 0,149003" T 0,9629
3 D; =% =0,893887—0,126371"" Fe + 0311377 T 0,6784
4 D=y =—1,74044 + 0,329605" T 0,9988
1 Acido D, =9 =0,162169 —0,0104704" Fe + 0,0132736 T 0,7153
2 isovalérico D,=3y=0

3 D; =9 =-0,357742 + 0,0502362"" T 0,9356
4 D,;=9=0

1 Acido D, =§=0,2067

2 N-valérico D,=9=0,254549 —0,00831513" Fe 0,6888
3 D; =y =-0,543013 + 0,0774526"" T 0,9417
4 Dy=9=—0,732221 + 0,0707417"" Fe — 0,00160071 " Fe 0,4891

ke

+0,0112905 T

1 Acido D, =§=0,1421
2 Caproico D, =9 =0,0429
3 D; =9 =—0,4601 + 0,0646098 " Fe 0,9720
4 D, =9 =0,0296

D; = Dieta controle; D)= dieta com probidtico (Bifidobacterium longum); D; = dieta com prebidtico
(Raftilose® P95); D, = dieta com simbidtico (B. longum + Raftilose® P95)

" significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.

" significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de F.

™" significativo ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste de F.

A produgdo de acidos organicos foi influenciada basicamente pelo tempo (Tabela 23),
enquanto o nivel de ferro influencia de forma seletiva e positiva a producdo de acido n-
valérico na dietas com simbiotico (p<0,10) e acido caproico (p<0,10) na dieta com

prebiotico e de forma negativa no caso de produgdo de acido isovalérico, em uma dieta

160



controle (p<0,10), acido n-butirico em dieta com prebiotico, e acido valérico na dieta com
probidtico (p<0,10).

As equacdes com valores de (a) negativo indicam que a producdo de 4cidos organicos
sO ¢ detectada algumas horas apos o inicio da fermentagdo (Tabela 23), para um
determinado nivel de ferro.

A producdo de maiores quantidades de acidos organicos em meio pobre de ferro e
suplementado apenas com FOS foi um resultado inesperado, o qual indica que, embora nao
tenham sido observadas grandes alteragdes nas popula¢des microbianas, pode ter ocorrido
um aumento do metabolismo celular, traduzido por maior produgéo de acidos graxos.

Resultados obtidos no meio com menor teor de sulfato ferroso (11 mg/L) indicam que
Raftilose® P95 estimularia grupos bacterianos que possuem algum mecanismo para
melhor utilizagdo deste mineral essencial ao crescimento celular. Dados encontrados por
KOT & BEZKOROVAINY (1993) e posteriormente comprovado por KOT et al. (1995)
indicam a presenca de um mecanismo de absor¢do de ferro em bifidobactérias, dependente
de energia e ativado apenas em meios pobres em ferro. Este mesmo processo pode explicar
a diminui¢do da populagdo de bifidobactérias (p<0,05) observada no meio controle com
baixo teor de ferro: a fermentagdo de amido por outros grupos bacterianos reduzem a
quantidade de substrato disponivel para as bifidobactérias, ¢ com isto diminui a
incorporagdo de ferro, mineral essencial para o seu crescimento (BEZKOROVAINY et al.,

1996).

4. Conclusoes

As intera¢des microbianas mostram-se extremamente complexas. A inclusdo de uma
fonte de energia ou alteragdo dos micronutrientes presentes no meio podem exercer efeitos
diretos ou indiretos no balago populacional.

As fermentagdes em série indicaram que o meio contendo menor teor de sulfato
ferroso e suplementado com FOS induz maiores alteragdes microbioldgicas e de producdo
de acidos organicos, com resultados significativos nas amostras colhidas no tempo 24 h de
experimentacdo. Um maior tempo experimental se faz necessario para verificar se as

alteracdes sdo permanentes.
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Efeito de Prebidtico (FOS) Associado a Diferentes Niveis de Ferro na
Modulacio de Microbiota Humana e Produciio de Acidos Organicos: Estudo

em Modelo Intestinal

1. Introducio

Atualmente existe uma tendéncia em se consumir alimentos adicionados com
vitaminas e minerais, no intuito de diminuir problemas de saide, como anemia,
osteoporose, aumentar a resisténcia a infecgoes.

No entanto, o organismo humano ¢ um ente simbiotico, com as bactérias do intestino
exercendo um papel fundamental na saude do hospedeiro. As interagdes microbianas
mostram-se extremamente complexas. A inclusdo de uma fonte de energia ou alteracdo dos
micronutrientes presentes no meio podem ter efeito no balango populacional. Esses efeitos
podem ser positivos, com o estimulo a um grupo potencialmente benéfico (FULLER,
1989; GIBSON & ROBERFROID, 1995) ou negativos, diretos ou indiretos como o efeito
supressor de metabolitos produzidos por um grupo ou cepa microbiana sobre outros
microrganismos (IBRAHIM & BEZKOROVAINY, 1993, CHEN et al., 1999). Todas estas
alteracdes se refletem na satide do hospedeiro.

No intuito de tentar individualizar o efeito de ferro, associado ou ndo com pré- e
probidticos, sobre a microbiota intestinal, foram realizados experimentos in vitro utilizando
microbiota humana. Nesses modelos, os resultados obtidos ndo levam em consideragdo a
interferéncia de fatores do hospedeiro como absorcdo de nutrientes, estresse fisico e,ou,
emocional, limitando-se ao efeito dos constituintes sobre a microbiota.

O modelo intestinal simula as condi¢des ambientais do célon sendo composto por 3
vasos interligados, cada um com diferente pH, representando os diferentes segmentos do
c6lon humano. O primeiro vaso de fermentagdo (pH 5,5 — 5,8) simula as condigdes do
colon ascendente, o segundo (pH 6,2 — 6,5) o colon transverso ¢ o terceiro (pH 6,7- 6,9) o
colon descendente (MACFARLANE et al., 1998).

Os resultados obtidos na experimentacdo com batch cultures indicaram maiores efeitos
de FOS sobre a microbiota humana. O objetivo desta experimentacdo foi avaliar a
influéncia de prebiotico (FOS) associados a dois niveis de ferro (50 e 150% dos niveis
recomendados na composicdo de meio de cultura) na microbiota colonica humana e na

producdo de 4cidos orgénicos utilizando modelos intestinais.
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2. Material e Métodos

Inicialmente utilizou-se o meio basal (Tabela 1). No primeiro dia (dia 0) procedeu-se a
inoculacdo dos meios (180 mL por vaso), com 100 mL de amostra fecal previamente
diluida a 20% em Tampao fosfato (PBS) pH 7,2, por vaso. Este meio foi mantido por 24 h
(dia 1) para diferencia¢do das populagdes, devido a diferenga de pH de cada vaso. Apos
este periodo, os recipientes foram interligados e conectada a fonte de alimentacdo
(MACFARLANE et al., 1998). O meio basal foi utilizado durante 11 dias, quando foi
trocado por um meio contendo Raftilose® P95 (FOS) (35/L) no lugar de amido. Este meio
experimental foi fornecido durante outros 11 dias. O calculo da quantidade de FOS
baseou-se no fluxo didrio, incorporando-se 5g de FOS ao modelo por dia. O primeiro vaso

tem capacidade de 280 mL, enquanto os outros dois apresentam capacidade de 300 mL.

Tabela 1 — Composicao do meio basal para fermentagdo em modelo intestinal

Ingredientes g/L
Amido 5
Agua peptonada 5
Triptona 5
Extrato de levedura 4.5
NaCl 4,5
KCl 4,5
Caseina 3
Pectina 2
Xilano 2
Arabinogalatano 2
NaHCO; 1,5
MgS0O,.7H,0 1,25
Goma guar 1
Inulina 1

L- Cisteina HCL 0,5
Mucina 4
Sais biliares N°3 0,4
K,HPO, 0,5
KH,PO, 0,5
CaCl,.6H,O 0,15
Tween 80 1 mL
Solu¢do de Resazurina 4 mL
Vitamina K1 10 uL
FeS0,4.7H,0 *

Adaptado de MACFARLANE et al., 1998.

* Varidvel segundo o meio: 11,0274 mg (baixo teor de sulfato ferroso) ou 33,0822 mg (alto teor de sulfato
ferroso).

OBS: o pH do meio ¢ ajustado no vaso de fermentagao.
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2.1. Contagem microbioldgica de bactérias anaerodbicas totais, Lactobacillus sp.,

Bifidobacterium sp. e enterobactérias

Amostras foram colhidas nos tempos 0, 1, 9, 11, 20 e 22 (dias), para determinagdo de
FISH, AGCC e determinagdes microbiologicas. O seguintes grupos bacterianos foram
determinados:

- Bactérias anaerdbicas totais: Agar Wilkins-Chalgren (Oxoid). Incubagdo em ambiente
anaerdbico a 37°C por 48 hs.

- Lactobacillus sp.: Agar Rogosa (82g/L - Oxoid) suplementado com 1,32 ml/L de acido
acético glacial. Incubagido em ambiente anaerobico a 37°C por até 5 dias.

- Enterobactérias: Agar Mac Conkey N°3 (Oxoid). Incubagio em ambiente aerobico a
37°C por 48 hs.

- Bifidobacterium spp.: Agar Beerens (Columbia agar sangue base (Oxoid), 44g/L;
glicose, 5g/L; agar técnico no3 (Oxoid), 5/L; L-cisteina HCI (Sigma), 0,5 g/L; acido
propibénico, 5 mL/L; pH ajustado para 5,0 — conforme protocolo interno do laboratério
de microbiologia (Food Microbial Science Unit, Universidade de Reading). Incubacdo

em ambiente anaerdbico a 37°C por até 5 dias.

2.2. Contagem total celular (DAPI), bacterdides, bifidobactérias, clostridios e

bactérias sulfato redutoras pelo método de FISH.

A hibridizacdo fluorescente in situ — FISH foi utilizada para determinagdo de
bifidobactérias, bacterdides, clostridios, bactérias sulfato redutoras e contagem celular
total. Empregou-se o protocolo interno do laboratorio de microbiologia (Food Microbial
Science Unit, Universidade de Reading), que consta de preparo da amostra, hibridizagéo,

cenxague € contagem.

2.2.1. Preparo da amostra

a) Colocaram-se 1125l de solugdo de paraformaldeido a 4%, previamente esterilizado a
frio (membrana Millipore 0,2um) e 375ul da amostra em tubos Eppendorfs de 1,5 mL,
em duplicata.

b) O tubo foi misturado (Vortex) e mantido a 4°C por pelo menos 4 horas.

c) Apos este periodo, os Eppendorfs foram centrifugados a 6000xg por 5min (centrifuga
Microcentaur, Sanyo Instruments, Sanyo Gallenkamp PLC, Holanda).
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d) O sobrenadante foi removido e o sedimento ressuspenso em 1mL de PBS filtrado

e) Os procedimento ¢) e d) foram repetidos

f) O tubo foi centrifugado novamente

g) Apos a terceira centrifugacdo, tentou-se remover a maior quantidade de sobrenadante
possivel e cuidadosamente ressuspendeu-se o sedimento em 150uL de PBS filtrado

h) Adicionaram-se 150uL de etanol 96% filtrado.

i) Misturou-se, com auxilio de Vortex e a amostra foi estocada a -20°C. As amostras

preparadas foram analisadas no periodo de 3 meses.

2.2.2. Hibridizacdo

a) Adicionaram-se 16pL da amostra (PBS/Etanol, -20°C) a 200uL de tampdo de
hibridizacdo com dodecil sulfato de soédio - SDS e 64ul de agua para HPLC filtrada.
Tanto o tampao quanto a d4gua encontravam-se a temperatura de hibridizagao.

b) A mistura foi mantida em estufa com a temperatura adequada de hibridizagio (50°C
para bifidobactérias e clostridios; 45°C para bacterdides), por pelo menos 5 minutos.

¢) Em um Eppendorf de 0,5mL adicionou-se a sonda (50ng/uL) e posteriormente a
mistura da amostra, respeitando uma propor¢ao de Sul sonda + 45 uL da amostra.
Misturou-se com auxilio de Vortex.

d) A mistura de hibridizagdo permaneceu em estufas (calor seco) por uma noite, nas
temperaturas adequadas para cada sonda (50°C para bifidobactérias e clostridios; 45°C
para bacteroides).

Sondas utilizadas (marcadas com Cy3 ou Cy5) (MWG Oligo, MGW-Biotech UK Ltd):

— Bifl64 5-CAT CCG GCA TTA CCA CCC-3" (bifidobactérias) (LANGENDIJK et
al., 1995)

— Bac303 5'-CCA ATG TGG GGG ACC TT-3" (bacteroides) (MANZ et al., 1996)

— Hisl50 5-TTA TGC GGT ATT AAT CT(CT) CCT TT-3" (clostridios e grupo
histolitico) (FRANKS et al., 1998)

— SRB687 5-TAC GGA TTT CAC TCCT -3’ (DEVEREUX et al., 1992)

A técnica para a determinacdo de bactérias sulfato redutoras (SRB) apresenta as
seguintes modificacdes: tampao de hibridizag¢ao acrescido de formamida (10%), tampao de
enxagiie com SDS (0,01%) e temperatura de hibridizacdo de 48°C. No caso especifico de

determinag@o de SRB, o tempo de hibridizagdo ¢ de no minimo 3 horas.
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2.2.3. Enxagiie

a) Adicionou-se aproximadamente 5 mL tampdo de hibridizagdo para enxagiie, pré-
aquecido e 20uL. de DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) (500ng/uL) em um tubo de
SmL (Sterilin).

b) A seguir foi adicionada a quantidade de mistura de hibridizagdo (entre 5 e 100uL, para
as sondas e 2 ou 3 para DAPI). O tubo foi mantido em estufa de hibridizagdo por pelo
menos 30 min. A mistura de hibridizagdo restante (com a sonda), foi recolocada na
estufa para o caso de ser necessario repetir o procedimento.

¢) O conteudo do tubo foi filtrado em membranas Millipore GTBP 0,2uL, utilizando-se
um sistema a vacuo. O tubo foi lavado com tampao de enxagiie, para retirar células que
possam ter ficado sedimentadas.

d) A membrana foi colocada sobre uma lamina, posteriormente foi adicionada uma gota
de reagente AntiFade (Qbiogene Molecular Cytogenetics, UK) e a laminula.

€) As laminas assim preparadas foram mantidas protegidas de luminosidade a 4°C até o

momento da contagem.

2.2.4. Contagem

a) As laminas foram retiradas da refrigeragao pelo menos 10 min. antes da contagem.

b) Foram colocadas no microscopio, com 6leo de imersdo e selecdo da lente adequada.

c) Para contar os microrganismos marcados foram utilizados filtro azul (DM400) para
DAPI e verde (DM510) para outras sondas.

d) Foram contados todos os microrganismos marcados que se encontravam dentro do
campo marcado em uma das objetivas do microscopio.

e) Em geral foram contados 15 campos por lamina. Quando a contagem era muito alta e
homogénea optou-se por contar apenas 10 campos. Como regra geral deve-se contar
pelo menos 300 células no total.

f) As laminas foram refrigeradas ou descartadas, dependendo se esta seria

posteriormente fotografada ou nao.
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2.2.5. Cdlculo das concentracoes
Para o calculo utilizou-se a seguinte equagao:
Log UFC/mL = Log (155,56*CC*4873.74*(1000/QU))

onde CC= média das contagens dos campos (por amostra) e QU = quantidade da amostra

utilizada para preparagdo da lamina.

2.3. Determinacio de Acidos Graxos de Cadeia Curta

A determinacdo de concentracdo de acidos graxos de cadeia curta foi feita
empregando-se cromatografia gasosa (PEREIRA et al., no prelo).

Utilizou-se sistema Hewlett Packard 5890 Series II, com software HP 3365 series IX
Chemostation APG-TPC, versao A.06.03, com coluna capilar de silica fundida Permabond
FFAP 0,25pum 25m x 0,32 mm (Macherey-Nagel, Alemanha). Como gas carreador
empregou-se hélio, a com um fluxo de 2,42 ml/min. As temperaturas do injetor e detector,
foram, respectivamente, 240°C (isoterma) e 250°C (isoterma), enquanto a temperatura
inicial da coluna foi de 140°C. A pressio inicial foi estabelecida em 40Kpa. Os parametros
de corrida foram um patamar inicial de 5 minutos a 140°C, com um aumento posterior de
20°C/ min até ser alcangada uma temperatura de 240°C, mantida por ulteriores 5 minutos.
As amostras foram analisadas utilizando um padrao interno (4cido 2-etilbutirico 99% de
pureza, densidade 0,924, peso molecular 116,16, na concentracio de 3,7 mMol,

correspondente a 470uL/L)

2.3.1. Preparo das amostras

a) As amostras foram centrifugadas a 6000xg por 5 min (centrifuga Microcentaur, Sanyo
Instruments, Sanyo Gallenkamp PLC, Holanda) para sedimentagdo de bactérias e
solidos.

b) Filtrou-se o sobrenadante usando-se filtro polysulfone 0,45um.

c¢) Adicionaram-se 200uL da amostra centrifugada e filtrada a 800uL de acetonitrilo
contendo 3,7mM de acido 2-etilbutirico (padrdo interno), previamente colocado em
tubos de 2mL. A mistura foi mantida refrigerada até o0 momento da analise (-20°C). Em

alguns casos houve precipitacdo, que se manteve no fundo do vidro. No momento da
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injecao foram tomados cuidados para evitar a aspiragdo e inje¢do desse precipitado.

2.3.2. Preparo dos padrdes externos de dcidos orgdnicos

Os 4acidos utilizados para preparar os padrdes, com suas caracteristicas estdo listados

na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas dos acidos utilizados para a preparacdo dos padrdes para

cromatografia gasosa.

Padroes Pureza (%) PM (g/mol) d (g/mL) Laboratdrio
Acético 99,5 60,05 1,05 Sigma
Propidnico 99,0 74,08 0,99 Sigma
N-butirico 99,0 88,11 0,964 Sigma
DL-latico 98,0 90,08 1,165 Sigma
N-valérico 99,0 102,14 0,938 Sigma
Isovalérico 98,0 102,14 0,925 Fluka
Isobutirico 99,5 88,11 0,948 Fluka
N-caproico 99,5 116,2 0,93 Sigma

a) Inicialmente foi preparado um padrdo-mde (mantido a —20°C), com que consistiu em
incorporar 200mM de cada acido a 1 L de acetonitrilo. Prepararam-se 20 mL deste
padrdo com os acidos acético (230uL), propidnico (302uL), n-butirico (370uL), DL-
latico (316uL), n-valérico (440ul), isovalérico (450uLl), isobutirico (374ul) e n-
caproico (502uL).

b) A partir do padrdo-mae prepararam-se os padrdes secundarios: 100, 50, 25, 5 e 2,5mM.

c) Os padrdes a serem injetados foram preparados a partir dos padrdes secundarios,
tratando-os como se fossem amostras: 200uL de padrio em 800uL de acetonitrilo
contendo padro interno.

d) Foram obtidos os seguintes padrdes: P1 (0,5mM), P2 (1mM), P3 (5mM), P4 (10 mM) e
P5 (20mM).

e) Estes padrdes foram utilizados para preparar a curva de calibragdo. O tempo de retengdo
esperado para cada acido esta citado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Tempo de retencdo estimado para as condi¢cdes previamente estipuladas, em

analise de acidos graxos de cadeia curta.

Acido Tempo de reten¢ado (min)
Acético 1,815
Propionico 2,179
Isobutirico 2,327
N-butirico 2,731
Isovalérico 3,061
N-valérico 3,770
2-etilbutirico (padrio interno) 4,039
N-caproico 5,355
L-latico 7,478
D-Latico 8,383

2.3.3. Calculo das concentragoes de dcidos orgdnicos

Injetou-se 1yl das amostras e padrdes. A integracao dos picos foi feita pelo sistema.

Nos casos onde o proprio programa nao fez os calculos, utilizou-se a seguinte formula,

Area do acido — m . massa acido +b

Area PI 3.7

Onde area PI = area do padrdo interno no cromatograma ¢ (m) ¢ (b) dependem de cada
acido (Tabela 4) sendo seus valores fornecidos pela Tabela de calibragdo. Uma vez obtido
o resultado da concentracdo dos 4cidos nas amostras (mMol), o valor foi multiplicado por
5 (diluicdo da amostra inicial), para a obtengdo das concentragcdes por 1pul da amostra

original.
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Tabela 4 — Valores dos coeficientes (m) e (b) necessarios para o calculo de concentragdo

dos acidos, obtidos a partir da curva de calibragao.

Acido m b Correlacdo
Acético 0,243714 0,052894 0,99834
Propidnico 0,362268 0,060735 0,99798
Isobutirico 0,478714 0,072752 0,99877
N-butirico 0,587180 0,118292 0,99916
Isovalérico 0,694132 0,083665 0,99892
N-valérico 0,720948 0,061354 0,99859
N-caproico 0,930519 0,071125 0,99808
L-latico 0,082158 0,021253 0,99253
D-Latico 0,192845 0,026038 0,99121

2.4. Analise estatistica

O experimento foi montado em um esquema fatorial de 2x2, sendo 2 niveis de sulfato
ferroso (FeSO4.7H,0) (baixo - 11,0274 mg/kg; alto - 33, 0822 mg/kg) e 2 tipos de
carboidratos (amido e Raftilose® P95), com 2 repeti¢des. Os diferentes parametros foram
analisados utilizando-se o teste t de Student com um nivel de significancia de até 10%,
utilizando-se o software SAEG (Sistema de Analise Estatistica, Universidade Federal de

Vigosa).

3. Resultados e discussao

3.1. Contagem celular total (DAPI), bacterdides, bifidobactérias, clostridios e
bactérias sulfato redutoras pelo método de FISH e contagem microbiolégica de

bactérias anaerobicas totais, Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. e enterobactérias.

Os resultados obtidos com os modelos intestinais foram analisados e interpretados
dentro dos diferentes pH, com cada recipiente sendo considerado como um segmento
intestinal independente. A Tabela 5 indica os resultados obtidos na contagem total (DAPI),
bacterdides (BAC), bifidobactérias (BIF), clostridios (CLOS) e bactérias sulfato redutores
(SRB) (Log UFC/g) no indculo inicial, com 24 horas de fermentacdo, apds incoporagao de
FOS (no 11 dia) e valores finais (22 dias), nos diferentes recipientes, em meio com baixo

teor de sulfato ferroso, enquanto a Tabela 6 indica os valores dos mesmos pardmetros para
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as repeti¢oes realizadas com meio contendo alto teor de sulfato ferroso.

As Figuras 1 e 2 indicam as variagdes observadas nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.

Na Figura 1 verifica-se um ligeiro aumento na quantidade total de células (DAPI) e
sulfato redutores ¢ diminui¢do na concentracdo de bacterdides, bifidobactérias e
clostridios, apos 11 dias de fermentagdo no recipiente que simula o colon transverso, em
dieta com baixo teor de sulfato ferroso em comparacdo com os valores iniciais. A
incorporagdo de FOS resulta em diminui¢do dos niveis de SRB, em todos os recipientes.

Em dieta contendo alto teor de sulfato ferroso verifica-se diminui¢do de
bifidobactérias, clostridios e SRB no co6lon ascendente ¢ manuten¢do de DAPI em todos os
recipientes, independente da incorporagdo de FOS. A suplementacdo de FOS resultou em
aumento de clostridios em todos os recipientes (Figura 2).

As comparagdes pelo teste de t, entre as alteragcdes encontradas nos diferentes grupos
bacterianos analisados pela técnica de FISH, com as dietas controle ou FOS, em meio com
baixo (11 mg FeSO./L meio) ou alto (33 mg FeSO4/L meio) teor de sulfato ferroso, para o
colon ascendente, transverso e descendente estdo indicadas respectivamente nas Tabelas 7,

8e9.

176



Tabela 5 - Contagem total (DAPI), bacteroides (BAC), bifidobactérias (BIF), clostridios
(CLOS) e bactérias sulfato redutores (SRB) (Log UFC/g) no ino6culo inicial,

com 24 horas de fermentacdo, apos incoporagdo de FOS (no 11 dia) e valores

finais (22 dias), nos diferentes segmentos de modelo intestinal, em meio com

baixo teor de sulfato ferroso (11 mg/L) . Média de 15 campos.

Colon ascendente DAPI A BAC A BIF A CLOS A SRB A
Indculo Inicial 1,29x10'" 8,32x10° 6,76x10° 1,32x107 1,17x10’
Indculo Inicial 1,51x10'" 6,03x10’ 2,51x108 1x107 3,89x10’
24 horas 7,41x10" 1,35x10" 1,55x10'" 4,68x10’ 5,13x10°
24 horas 4,17x10'" 4,68x10° 2,40x10° 1,74x108 3,39x108
Incorp. FOS 9,76x10" 0,11  3,59x10' 0,42  5,06x10° -0.49 7,34x10” 020 1,23x10° -0,62
Incorp. FOS 8,00x10'° 0,28 494x10° 0,02  1,73x10° -0,14 3.85x107 -0,66 1,76x10° 0,72
Final 5,15x10"° -0,28  2,92x10' -0,09 532x10° 0,02 4,90x10’ -0,18 3,07x10’ -0,60
Final 3,13x10"° 0,41 7,25x10° 0,17  4,41x10° 041 1,80x10° 0,67 2,92x10" -1,78
Colon transversal DAPI A BAC A BIF A CLOS A SRB A
Indculo Inicial 1,29x10" 8,32x10° 6,76x10° 1,32x107 1,17x10’
Indculo Inicial 1,51x10'" 6,03x10’ 2,51x108 1x10’ 3,89x10’
24 horas 7,24x10" 1,00x10" 1,70x10'° 1,29x108 3,80x108
24 horas 3,39x10" 4.47x10° 3,89x10° 6,03x10° 2,75x10°
Incorp. FOS 3,17x10"° -0,36  7,56*10° -0,12 4,43*10° -0,58 1,38*10° 0,03  4,13*10° 0,04
Incorp. FOS 6,28x10"° 0,27 591%10° 0,12 1,44%*10° -043 7,16%10" -0,93 1,50%*10° 0,74
Final 3,47x10" 0,04 1,57¥10'° 032  6,61%10° 0,17 3,59*10" -0,59 3,24*%107 -1,11
Final 2,66x10"° -0,37  5,34*10° -0,04 429%10° 047 4,34*10° 0,78  2,69%107 -1,75
Colon descendente] DAPI A BAC A BIF A CLOS A SRB A
Indculo Inicial 1,29x10'" 8,32x10° 6,76x10° 1,32x107 1,17x10’
Indculo Inicial 1,51x10'" 6,03x10’ 2,51x108 1x107 3,89x10’
24 horas 427x10'" 6,61x10° 1,35x10' 3,63x10’ 2x108
24 horas 3,31x10" 1,32x10" 3,80x10° 3,39x108 8,51x10°
Incorp. FOS 4,74x10"° 0,05 426x10° -0,19 9,62x10° -0,15 3,47x107 -0,02 2,28x10° 0,06
Incorp. FOS 3,13x10"° -0,02  9,75x10° -0,13 2,37x10° -021 1,88x10® -0,26 1,01x10° 0,08
Final 403x10"° -0,07  587x10° 0,14 6,78x10° 0,15 5,15x10" 0,17  1,88x10® -0,08
Final 5,44x10" 0,24 5,08x10° -028 1,97x10° -0,08 1,22x10° -0,19 5,61x10° -0,26

A = diferenga (Logio) entre os valores de incorporagdo de FOS (dia 11) e ap6s 24 horas de fermentagdo e

entre o valor final (22 dias) e o valor no inicio da incorporagao de FOS (dia 11).
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Tabela 6 - Contagem total (DAPI), bacteroides (BAC), bifidobactérias (BIF), clostridios
(CLOS) e bactérias sulfato redutores (SRB) (UFC/mL), no indculo inicial, com

24 horas de fermentacdo, apo6s incoporagdo de FOS (no 11 dia) e valores finais

(22 dias), nos diferentes segmento de modelo intestinal, em meio com alto teor

de sulfato ferroso (33 mg/L). Média de 15 campos.

Colon ascendente DAPI A BAC A BIF A CLOS A SRB A
Indculo Inicial 1,05x10" 6,17x10® 2,57x108 4,07x10° 1,51x107
Indculo Inicial 1,51x10'" 6,03x10’ 2,51x108 1x10’ 3,89x10’

24 horas 7,76x10"° 6,03x10° 1,95x10'" 8,32x107 3,80x10®

24 horas 6,03x10'° 5,01x10° 3,80x10° 2,51x10° 1,48x10°
Incorp. FOS 3,34x10"° -0,37  3,85x10° -0,19 2,64x10" 0,13  3,09x10" -0,43 5,78x10" -0,82
Incorp. FOS 1,06x10'"" 024  6,48x10° 0,11 2,20x10% -1,24  8,05x107 -1,49 221x107 -0,82
Final 3,22x10" 0,02 1,01x10° -0,58 1,91x10' -0,14 2,25x10° 0,86 3,93x107 -0,17
Final 431x10"° -039  2,73x10° -038 1,11x10° 0,70  1,45x10° 126 4,61x107 0,32
Colon transverso DAPI A BAC A BIF A CLOS A SRB A
Indculo Inicial 1,05x10"° 6,17x10° 2,57x10% 4,07x10° 1,51x10’
Indculo Inicial 1,51x10" 6,03x10’ 2,51x108 1x10’ 3,89x10’

24 horas 4,47x10'"° 7,08x10° 7,76%10° 5,13*%107 5,76%10°

24 horas 6,61%10'° 4,57%10° 3,55%10° 6,03*10° 1,95%10%
Incorp. FOS 3,06x10"° -0,16 1,76x10" 0,40 1,82x10" 037  4,15x10" -0,09 6,98x10" -0,92
Incorp. FOS 8,36x10'° 0,10  3,67x10° -0,10 8,33x10° -0,63 1,11x10% -0,73 2,69x10" -0,86
Final 3,13x10"° 0,01  1,39x10" -0,10 1,03x10' -0,25 6,31x10° 1,18 3,72x107 -0,27
Final 6,93x10'° -0,08 2.46x10° -0,17 1,37x10° 021  2,92x10° 1,42 5,07x107 0,28
Colon descendente | DAPI A BAC A BIF A CLOS A SRB A
Indculo Inicial 1,05x10" 6,17x10® 2,57x108 4,07x10° 1,51x107
Indculo Inicial 1,51x10" 6,03x10’ 2,51x108 1x10’ 3,89x10’

24 horas 7,08x10'° 1,26x10'" 1,32x10" 6,46x10’ 4.47x10%

24 horas 7,76x10"° 4,90x10° 3,98x10° 4.47x108 1,26x10°
Incorp. FOS 2,37x10"° -0,47  1,42x10" 0,05 1,65x10" 0,10  3,76x107 -0,23  1,34x10° -0,52
Incorp. FOS 6,97x10"° 0,05 4,45x10° -0,04 1,87x10° -0,33 5,57x107 -0,90 2,69x10” -0,67
Final 4,08x10"" 024  9,18x10° -0,19 1,16x10" -0,15 4,60x10° 1,09 4,68x107 -0,46
Final 3,89x10"° 0,25 2.88x10° -0,19 1,34x10° -0,15 126x10° 135 5,56x10" 0732

A = diferenga (Logio) entre os valores de incorporagdo de FOS (dia 11) e ap6s 24 horas de fermentagdo e

entre o valor final (22 dias) e o valor no inicio da incorporagao de FOS (dia 11).
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Figura 1 - Contagem celular total (DAPI), bacterdides, bifidobactérias, clostridios e
bactérias sulfato redutoras (Log UFC/mL), em meio com baixo teor de sulfato
ferroso (11mg FeSO4/L), no tempo inicial, com 24 horas de fermentacgdo, apos
incoporacdo de FOS (no 11 dia) e valores finais (22 dias), nos diferentes

segmentos de modelo intestinal.
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Figura 2 - Contagem celular total (DAPI), bacterdides, bifidobactérias, clostridios e
bactérias sulfato redutoras (Log UFC/mL), em meio com alto teor de sulfato
ferroso (33 mg FeSO4/L), no tempo inicial, com 24 horas de fermentacdo, apds
incoporagao de FOS (no 11 dia) e valores finais (22 dias), nos diferentes

segmentos de modelo intestinal.
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Tabela 7 — Diferenca entre as contagens finais e iniciais (Log UFC/g) de cada periodo
experimental da contagem celular total (DAPI), bacterdides (Bac),
bifidobactérias (Bif), clostridios (Clos) e sulfato redutores (SRB), no recipiente
representado o colon ascendente, na comparagdo entre dietas com baixo ou alto
teor de sulfato ferroso e sem ou com FOS, obtidas por meio da técnica de FISH.

Dietas DAPI Bac Bif Clos SRB
Baixo Fe 0,04* 0,22° -0,34% -0,14° 0,10°""
Baixo Fe + FOS -0,10° 0,10 0,10° -0,09° -0,37°
Alto Fe 0,07 0,14 0,56 0,99 -0,07°
Alto Fe + FOS -0,29° -0,57° 0,29° 0,54° -0,18°
Baixo Fe 0,04 0,22° -0,34° 0,14 0,10°
Alto Fe -0,07° -0,14° -0,56° -0,99° -0,07°
Baixo Fe + FOS -0,10% 0,10 0,10 -0,09° 0,37
Alto Fe + FOS -0,29° -0,57° 0,29 0,54 -0,18°

Dieta com baixo conteudo de ferro (11,0274 mg/L); Alto contetido de ferro (33,0822 mg/L),
FOS: Raftilose® P95.
Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de t,
para 10% de significancia.
:* significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de t.
**ﬁigniﬁcativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de t.

significativo ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste de t.

Tabela 8 — Diferenca entre as contagens finais e iniciais (Log UFC/ g) de cada periodo
experimental de Contagem celular total (DAPI), bacterdides (Bac),
bifidobactérias (Bif), clostridios (Clos) e sulfato redutores (SRB), no recipiente
representado o colon transverso, na comparagdo entre dietas contendo baixo ou
alto teor de sulfato ferroso e sem ou com FOS, obtidas por meio da técnica de

FISH.

Dieta DAPI Bac Bif Clos SRB

Baixo Fe 0,31° 0,18 0,55 -0,03" 0,20*
Baixo Fe + FOS 0,10° 0,15° 0,16° 0,13 -0,27°
Alto Fe -0,147 0,11 -0,13° -0,46" -0,05°
Alto Fe + FOS -0,57° -0,24° -0,05° 0,75° -0,14°
Baixo Fe 0,31 -0,18° -0,55° -0,03° 0,20°

Alto Fe 0,14° 0,11° -0,13° 0,467 -0,05°
Baixo Fe + FOS 0,10 0,15 0,16 0,13 -0,27°
Alto Fe + FOS -0,57° -0,24° -0,05° 0,75 0,147

Dieta com baixo conteudo de ferro (11,0274 mg/L); Alto contetido de ferro (33,0822 mg/L),
FOS: Raftilose® P95.

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de t,
para 10% de significancia.

" significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de t.

" significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de t.

o significativo ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste de t.
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Tabela 9 — Diferenca entre as contagens finais e iniciais (Log UFC/ g) de cada periodo
experimental de Contagem celular total (DAPI), bacterdides (Bac),
bifidobactérias (Bif), clostridios (Clos) e sulfato redutores (SRB), no recipiente
representado o colon descendente, na comparacao entre dietas contendo baixo

ou alto teor de sulfato ferroso e sem ou com FOS, obtidas por meio da técnica

de FISH.

Dietas DAPI Bac Bif Clos SRB
Baixo Fe 0,164 -0,43*" -0,42¢" 3,51 -1,60°
Baixo Fe + FOS 0,15° 0,57° 0,19° 0,37° -0,22°
Alto Fe 0,11 -0,09*" -0,19° 0,60 -0,28?
Alto Fe + FOS -0,24° -0,29° -0,23° 0,89° -0,08%
Baixo Fe -0,16° -0,43*" -0,42% 3,517 -1,60?
Alto Fe 0,11° -0,09° -0,19° -0,60? -0,28"
Baixo Fe + FOS 0,15 0,57 0,19 0,37 -0,22°
Alto Fe + FOS -0,24° -0,29° -0,23° 0,89° -0,08*

Dieta com baixo conteudo de ferro (11,0274 mg/L); Alto contetido de ferro (33,0822 mg/L),
FOS: Raftilose® P95.
Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo apresentam diferencga significativa pelo teste de t,
para 10% de significancia.
:* significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de t.
**éigniﬁcativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de t.

significativo ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste de t.

A incorporagdo de FOS resultou em aumento de bifidobactérias e lactobacilos,
independente do teor de sulfato ferroso inicial do meio, indicando que FOS igualaria as
condi¢des de crescimento. O fato de FOS aumentar a contagem desses grupos bacterianos
era esperado, pois experimentos anteriores (MITSUOKA, 1992; ROBERFROID et al.,
1998; HAVENAAR et al, 1999) foram consistentes em mostrar um aumento na
quantidade de bifidobactérias associado ou ndo com aumento de lactobacilos, quando ha
suplementagdo com prebidticos.

O pH do meio também influencia o efeito de FOS e ferro, pela selecdo de
microrganismos mais adaptados aos diferentes pHs, mas também porque pode solubilizar
parte de complexos minerais. No caso especifico do ferro, como estd sendo enfatizado,
esse mineral indispensavel a maioria dos microrganismos também pode ser potencialmente
danoso as células pois estd implicado na produgao substancias danosas como radicais livres
e peroxido de hidrogénio, ao participar da reacdo de Fenton (VONK et al., 1988). No
modelo intestinal deve-se considerar que, ao serem interligados, os vasos de fermentagdo

apresentarao alteragoes nos constituintes do meio, simulando o célon, como diminui¢do da
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concentracdo do substrato inicial, que ¢ parcialmente fermentado nos primeiros
recipientes, e formagao de metabolitos que passam de um para outro. O efeito diferenciado
pode ser visto especialmente com relacdo aos dados obtidos em no ultimo recipiente,
representando o colon descendente.

Em pH mais acido ha uma maior solubilidade do sulfato ferroso. Isto implica em maior
quantidade de ferro livre no meio, mas também maior quantidade de sulfato, que pode
exercer acdo sobre os microrganismos. Em meios com menor teor de sulfato ferroso
observa-se um decréscimo menor de clostridios. Isto pode ser devido a formacdo de
esporos em meio adverso, que diminuiria a a¢do de potenciais bacteriocinas presentes. Pelo
método microbiologico observa-se um aumento de bifidobactérias em meio com alto teor
de sulfato ferroso, o que pode indicar uma maior disponibilidade do mineral para o
crescimento.

A contagem total bacteriana (DAPI) mostrou-se estavel, independente do meio ou pH,
indicando um sistema onde o maximo de concentragdo populacional foi alcancado, o
mesmo observado com relagdo a contagem de anaerdbios totais (agar WC). Esta
estabilidade ja foi observada no experimento anterior (capitulo anterior).

Em meio contendo alto teor de sulfato ferroso que ao ser suplementado com FOS
resultou em diminuicdo da contagem total (p<0,10), juntamente com diminuicdo de
bacteroides e aumento de clostridios em todos os pHs. Os eventos podem estar associados
(aumento de clostridios levando a uma diminui¢do de bacterdides) ou serem
independentes, com o FOS estimulando grupos que produziriam antibiose, como por
exemplo bifidobactérias Exemplos de antibiose foram obtidos em experimentacdes
realizadas por GIBSON & WANG (1994), os quais observaram que algumas cepas de B.
infantis secretam substancias antimicrobianas, as quais atuam sobre C. perfringens e E.
coli em pH 7,0 ou 5,3, com efeito inibitorio estendido para Bacteroides fragilis, enquanto
outras 8 cepas de bifidobactérias mostraram-se capazes de secretar substincias
bacteriostaticas ou bactericidas, sendo que estas substincias nao estariam relacionadas com
a presenca de acetato ou lactato.

Embora o principal grupo bacteriano que fermenta os FOS seja o das bifidobactérias
(exceto B. bifidum), algumas espécies de lactobacilos como L. acidophilus e L. casei
também podem utilizd-los como substrato (KAPLAN & HUTKINS, 2000), além de
existirem evidéncias de que Klebisiella pneumoniae, S. aureus e S. epidermidis,
Enterococcus faecalis e E. faecium, Bacteroides vulgatus, B. thetaiotaomicron, B. ovatus e
B. fragilis, Lactobacillus acidophilus e Clostridium spp. (principalmente C. butyricum)
também podem utiliza-lo (O’SULLIVAN, 1996; ROBERFROID et al., 1998,
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HAVENAAR et al., 1999). Os resultados obtidos com os modelos intestinais indicaram
que FOS, em meios com alto conteido de ferro, pode estimular o crescimento de
clostridios, fato que pode ter importancia para a area médica, pois muitas espécies de
clostridios, como C. perfringens, C. botulinicum, C. difficile entre outros, estdo
relacionados com doengas intestinais (BROOKS et al., 1995). Outros trabalhos devem ser
realizados nesta area para determinar quais espécies podem utilizar FOS, de modo a
verificar a importancia na ecologia microbiana intestinal deste fato.

Observou-se que a adicdo de FOS a meios pobres em ferro reduziu (p<0,05) a
concentragdo de bactérias sulfato-redutoras (SRB), bactérias que estdo sendo associadas a
colite ulcerativa. A biodisponibilidade de sulfato modula o crescimento in vitro de SRB,
pois estas apresentam como caracteristica a utilizacdo de sulfato como receptor nas reacoes
de oxiredugdo, com tendo H,S como produto final do metabolismo (GIBSON et al., 1991).
A diminui¢do de SRB pela incorporacdo de FOS pode ser resultado de antibiose (menos
provavel, pois ndo foi observada em ambientes com alto teor de sulfato ferroso), de uma
estimulacdo de grupos bacterianos que também utilizem sulfato ferroso, em uma
competicao nutricional ou mesmo a uma menor producdo de acidos graxos de cadeia curta,
que normalmente sdo utilizados como fonte de energia por bactérias deste grupo (WILLIS
et al., 1997). O efeito inibitério ndo foi observado em dietas contendo alto teor de sulfato
ferroso nem no ultimo segmento do modelo intestinal (cdlon descendente).

A incorporacdo de FOS ao meio com baixo teor de sulfato ferroso resultou em aumento
significativo de todas as populagdes estudadas (inclusive DAPI), exceto de SRB, no colon
descendente (Tabela 9). No meio contendo alto teor de sulfato ferroso observa-se que a
incorporagdo de FOS resultou em diminui¢do da contagem total (p<0,10) e bacterdides
(p<0,05) e aumento de clostridios (p<0,05), conforme citado anteriormente, enquanto a
populacdo de bifidobactérias manteve-se estavel. Nesse segmento ha uma menor
dissociagdo de ferro, além de possivel diminuicdo no teor desse mineral no meio devido a
sua utilizacdo por microrganismos nos vasos de fermentacao anteriores.

Embora exista evidéncia de que bacteroides possam fermentar FOS (ROBERFROID et
al., 1998), os resultados encontrados estdo de acordo com os apresentados por RAO
(1999), onde a suplementacdo com FOS derivado de chicoria levou a diminuicdo
significativa de bacterdides.

No colon descendente verificou-se que a dieta com alto teor de sulfato ferroso resultou
em uma diminui¢cdo menos acentuada de todos os grupos avaliados, mas em um aumento
na contagem bacteriana total, indicando o aumento de outros grupos ndo contemplados
pela técnica de FISH em detrimento das populagdes analisadas.
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A técnica de FISH ¢ utilizada para grupos com maior representatividade, devido as
diluigdes empregadas para permitir uma melhor contagem populacional. Assim,
juntamente com as andlises de hibridizacdo foram realizadas analises microbioldgicas por
plaqueamento.

As Tabelas 10 e 11 mostram os resultados das contagens de anaérobios totais,
enterobactérias, bifidobactérias e lactobacilos (UFC/mL) no inéculo inicial, com 24 h de
fermentagdo, apds incoporacdo de FOS (no 11 dia) e valores finais (22 dias), nos diferentes
recipientes, em meio com baixo e alto teor de sulfato ferroso, respectivamente.

A Figura 3 sumariza os resultados indicados na Tabela 10, enquanto a Figura 4
sumariza os dados da Tabela 11. Nas dietas com baixo teor de sulfato ferroso verifica-se
uma diminuicdo acentuada do nivel de enterobactérias, em todos os recipientes. A
incorporagdo de FOS recupera os niveis deste grupo populacional, além de promover
aumento da contagem de lactobacilos, mais acentuada no coélon transverso (Figura 3). As
dietas com alto teor de sulfato ferroso levaram a uma diminui¢do de bifidobactérias (em
todos os recipientes), lactobacilos e anaerobios totais (colon transverso), mas a populagio
de enterobacterias permaneceu estavel. A incorporagdo de FOS resultou em um aumento
na populagao de bifidobactérias e lactobacilos em todos os recipientes (Figura 4).

As comparagdes pelo teste de t, entre as alteragdes encontradas nos diferentes grupos
bacterianos, com as dietas controle ou FOS, em meio com baixo (11 mg FeSO4/L meio)
ou alto (33 mg FeSO4/L meio) teor de sulfato ferroso, para diferentes segmentos intestinais
representados no modelo intestinal, estdo indicadas respectivamente nas Tabelas 12, 13 e

14.
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Tabela 10 - Contagem anaérobios totais, enterobactérias, bifidobactérias e lactobacilos

(UFC/mL) no inéculo inicial, com 24 horas de fermentagdo, apds incoporagdo

de FOS (no 11 dia) e valores finais (22 dias), nos diferentes segmentos de

modelo intestinal, em meio com baixo teor de sulfato ferroso (11 mg/L) . Média

de triplicata.

i Anaerobios ) ) ) )
Coblon ascendente rotai Enterobacteria A Bifidobacteria A Lactobacilos A
otais
Indculo Inicial 1,5x10" 3,47x10° 1,56x10° 2,62x10"
Inéculo Inicial 3,13x10° 2,27x10° 7,50x10° 3,20x10*
24 horas 4,22x10° 7,00x10* 1,23x10° 1,55x10*
24 horas 1,13x10° 2,00x10* 1,72x10° 5,00x10?
Incorp. FOS 5,61x10° -0,88 1x10° -4,85 7.26x10° =223 4,07x10* 0,42
Incorp. FOS 1,50x10° 0,12 1,00x10"  -3,30 1,00x10° 0,77  9,67x10* 0,29
Final 2,10x107 -1,43 8.84x10° 5,95 1,46x107 0,30 1,13x10° 1,45
Final 1,63x10° 2,04 1,22x10° 5,08 1,02x107 1,01 1,90x10° 3,29
i Anaerobios ) ) ) )
Coélon transverso totai Enterobacteria A Bifidobacteria A Lactobacilos A
otais
Inéculo Inicial 1,5x10" 3,47x10° 1,56x10° 2,62x10"
Indculo Inicial 3,13x10° 2,27x10° 7,50x10° 3,20x10"
24 horas 4,17x10° 4,55x107 5,67x10° 7,38x10*
24 horas 3,33x10° 1,17x10* 7,33x10* 1,03x10*
Incorp. FOS 9,77x10" -1,63 1,20x10*>  -5,58 7,27x10°  -1,89  3,01x10* -0,39
Incorp. FOS 7,37x10° 1,34 5,00x10°  -0,37 1,48x10° 1,30  7,50x10° -1,14
Final 1,84x107 -0,72 3,06x10° 3,40 1,52x107 0,32 3,08x10° 0,01
Final 1,08x10° 2,17 1,30x10° 2,42 1,59x10° 2,03  3,04x10° 3,61
Anaerobios ) ) ) )
Colon descendente totai Enterobacteria A Bifidobacteria A Lactobacilos A
otais
Inéculo Inicial 1,5x10" 3,47x10° 1,56x10° 2,62x10"
Indculo Inicial 3,13x10° 2,27x10° 7,50x10° 3,20x10"
24 horas 3,95x10° 3,52x10° 9,63x10° 9,00x10°
24 horas 7,00x10° 2,48x10° 9,00x10* 4,50x10°
Incorp. FOS 7,11x107 -1,74 4,58x10°  -2,88 494x10° 229  1,73x10* 0,28
Incorp. FOS 3,20x10" 1,66 7,50x10°  -1,52 1,33x10° 1,17 1,00x10°  -0,65
Final 3,43x107 -0,32 1,02x10° 1,35 2,11x107 0,63 1,03x10° 0,77
Final 2,13x107 -0,18 3,32x10° 1,65 1,82x10° 0,14  1,09x10° 3,04

A = diferenga (Logo) entre os valores de incorporagdo de FOS (dia 11) e ap6s 24 horas de fermentagdo e

entre o valor final (22 dias) e o valor no inicio da incorporagdo de FOS (dia 11).
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Tabela 11 - Contagem anaérobios totais, enterobactérias, bifidobactérias e lactobacilos (UFC/mL)

no inéculo inicial, com 24 horas de fermentagdo, apds incoporacdo de FOS (no 11

dia) e valores finais (22 dias), nos diferentes segmentos de modelo intestinal, em

meio com alto teor de sulfato ferroso (33 mg/L). Média de triplicata.

Anaerobios . . . .
Colon ascendente ot A Enterobacteria A Bifidobacteria A Lactobacilos A
otais
Inéculo Inicial 2,47x10° 6,67x10° 427x10° 3,02x10"
Inéculo Inicial 3,13x10° 2,27x10° 7,50x10° 3,20x10*
24 horas 3,67x10° 5,00x10° 1,52x10° 3,00x10!
24 horas 1,38x10° 3,33x10* 1,10x10° 1,67x10°
Incorp. FOS 1,04x10%  -0,55 5,33x10* 1,03 6,02x10" 2,60 6,71x10° 4,35
Incorp. FOS 1,08x10° 2,89 9,75x10* 0,47 1,13x10° 0,01 3,00x10"  -1,74
Final 5,75x10"  -0,26 6,42x10° 1,08 3,99x107  -0,18 2,19x10" 1,51
Final 2,67x107  -1,61 1,89x10° 0,29 2,68x10° 1,38 3,26x10° 4,04
Anaerobios . . . .
Colon transverso totai A Enterobacteria A Bifidobacteria A Lactobacilos A
otais
Inéculo Inicial 2,47x10° 6,67x10° 427x10% 3,02x10'
Inéculo Inicial 3,13x10° 2,27x10° 7,50x10° 3,20x10*
24 horas 1,98x108 3,33x10° 3,07x10° 3,00x10!
24 horas 1,33x10° 2,5x10* 1,57x10° 1,67x10°
Incorp. FOS 3,91x107  -0,71 1,25x10* 0,57 2,58x107 1,93 1,39x10° 4,67
Incorp. FOS 234x10° 3,24 7.42x10* 047 2,05x10° 0,12 3,00x10'  -1,74
Final 5,66x10" 0,16 8,08x10* 0,81 2,06x10"  -0,10 1,01x10” 0,86
Final 8,11x10%  -0,46 3,78x10° 0,71 7,18x10° 1,54 3,90x10° 4,11
Anaerobios ) ) ) )
Colon descendente totai A Enterobacteria A Bifidobacteria A Lactobacilos A
otais
Inéculo Inicial 2,47x10° 6,67x10° 427x10% 3,02x10!
Indculo Inicial 3,13x10° 2,27x10° 7,50x10° 3,20x10*
24 horas 2,90x10’ 8,33x10° 1,98x10° 3,00x10'
24 horas 7,67x10° 4,17x10* 2,28x10° 6,67x10?
Incorp. FOS 1,10x10° 0,58 8,33x10° 0,00 3,86x10" 2,29 2,54x10° 4,93
Incorp. FOS 4,59x10" 1,78 5,09x10° 2,09 9,00x10* -0,40  3,00x10" -1,35
Final 1,87x107  -0,77 2,33x10* 0,45 1,71x10"  -0,35 9,63x10° 0,58
Final 7,81x10% 1,23 8,17x10°  -0,79 8,67x10° 1,98 2,38x10° 3,90

A = diferenga (Logio) entre os valores de incorporagdo de FOS (dia 11) e ap6s 24 horas de fermentagdo e

entre o valor final (22 dias) e o valor no inicio da incorporag@o de FOS (dia 11).
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Figura 3 - Contagem por plaqueamento de anaerobios totais, bifidobactérias, lactobacilos e
enterobactérias (Log UFC/mL), em meio com baixo teor de sulfato ferroso (11
mg FeSO4/L), no tempo inicial, com 24 horas de fermentacdo, apos

incoporagao de FOS (no 11 dia) e valores finais (22 dias), nos diferentes

segmentos de modelo intestinal.
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Figura 4 - Contagem por plaqueamento de anaerobios totais, bifidobactérias, lactobacilos e
enterobactérias (Log UFC/mL), em meio com alto teor de sulfato ferroso (33
mg FeSO4/L), no tempo inicial, com 24 horas de fermentacdo, apos

incoporagao de FOS (no 11 dia) e valores finais (22 dias), nos diferentes
segmentos de modelo intestinal.
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Tabela 12 — Diferenca entre as contagens finais e iniciais (Log UFC/ g), de cada periodo
experimental de anaerdbios totais (WC), bifidobactérias (Bif), lactobacilos
(Lac) e enterobactérias (MC), no pH 5,5, representado o colon ascendente, na
comparagdo entre dietas com baixo ou alto teor de sulfato ferroso e sem ou

com FOS, obtidas por meio de plaqueamento microbiologico.

Dieta WwC Bif Lac MC
Baixo Fe -0,39° 0,78 0,18 4,07
Baixo Fe + FOS 0,42° 0,80° 1,86 5,43°
Alto Fe 0,32° 1,13% 1,22° 0,67°
Alto Fe + FOS -1,00? 0,46 2,96° 0,49°
Baixo Fe -0,39° 0,78 0,18° 4,07
Alto Fe 0,32° 1,13° 1,227 0,67°
Baixo Fe + FOS 0,42° 0,80° 1,86" 5,43*"
Alto Fe + FOS -1,00? 0,46° 2,96° 0,49°

Dieta com baixo contetdo de ferro (11,0274 mg/L); Alto contedo de ferro (33,0822 mg/L),
FOS: Raftilose® P95.

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de t, para 10% de
significancia.

" significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de t.

" significativo ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste de t.

Tabela 13 — Diferencga entre as contagens finais e iniciais (Log UFC/ g) de anaerdbios
totais (WC), bifidobactérias (Bif), lactobacilos (Lac) e enterobactérias
(MC), no recipiente representado o colon transverso, na comparagdo entre
dieta com baixo ou alto teor de sulfato ferroso e sem ou com FOS, obtidas

por meio de plaqueamento microbiologico.

Dieta WwC Bif Lac MC
Baixo Fe -0,19° -0,30° -0,88" 4,02
Baixo Fe + FOS 0,31° 0,80° 1,28° 5,27°
Alto Fe 0,60° 0,70 1,35° 0,47
Alto Fe + FOS -0,53° 0,41° 2,77 0,67°
Baixo Fe -0,19° -0,30° -0,88" 4,02
Alto Fe 0,60° 0,70 1,35° 0,47°
Baixo Fe + FOS 0,31° 0,80° 1,28° 5,27%
Alto Fe + FOS -0,53° 0,41° 2,77° 0,67°

Dieta com baixo conteido de ferro (11,0274 mg/L); Alto contedo de ferro (33,0822 mg/L),
FOS: Raftilose® P95.

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de t, para 10% de
significancia.

" significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de t.
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Tabela 14 — Diferenga entre as contagens finais e iniciais (Log UFC/ g) de anaerobios
totais (WC), bifidobactérias (Bif), lactobacilos (Lac) e enterobactérias (MC),
no recipiente representado o colon transverso, na comparagao entre dieta com
baixo ou alto teor de sulfato ferroso e sem ou com FOS, obtidas por meio de

plaqueamento microbiologico.

Diecta WC Bif Lac MC
Baixo Fe -0,26° -0,59° -0,23* 2,23%
Baixo Fe + FOS 0,18 0,37 1,21° 1,51°
Alto Fe 0,53% 0,87° 1,57° 0,50°
Alto Fe + FOS -0,01° 0,73% 2,79° -0,36°
Baixo Fe -0,26* -0,59° -0,23* 2,23
Alto Fe 0,53" 0,87 1,57 0,50°
Baixo Fe + FOS 0,18 0,37 1,21° 1,517
Alto Fe + FOS -0,01? 0,73* 2,79° -0,36°

Dieta com baixo conteido de ferro (11,0274 mg/L); Alto conteido de ferro (33,0822 mg/L),
FOS: Raftilose® P95.

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de t, para 10% de
significéncia.

™ significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de t.

O grupo das enterobactérias diminuiu (p<0,01) durante o periodo de suplementacio de
dietas controle com baixo teor de sulfato ferroso, independente do pH do meio. A posterior
incorporagdo de FOS resultou em crescimento do grupo das enterobactérias indicando que
a Raftilose® P95 ¢ utilizada por este grupo bacteriano (Hartermink et al., 1997, citados por
LE BLAY et al,, 1999), ou que os grupos que utilizam FOS produzem metabdlitos que
favorecem o crescimento de enterobactérias, em um efeito indireto. Embora os dados
indiquem uma diferenca acentuada entre meio pobre em ferro + FOS e meio rico em ferro
+ FOS, estes dados se referem a diferenca entre a populagdo inicial e a final, ¢ indicam
que, em meio rico em ferro existe uma estabilidade na populacdo de enterobactérias. A
incorporagdo de FOS a meios pobres em ferro eleva a populag@o aos niveis iniciais (Tabela
10), sugerindo uma melhor utilizacdo da fonte de ferro presente no meio e propiciando o
crescimento bacteriano. O fato de ferro ser necessario ao grupo de enterobactérias foi
demonstrado por KOCHAN et al. (1977).

Verifica-se que os valores de enterobactérias em meio com baixo ou alto teor de sulfato
ferroso sdo semelhantes apos a incorporacdo de FOS (Tabelas 10 e 11) atingindo cerca de
10° UFC/g. O crescimento nas dietas com alto teor de sulfato ferroso é menor, j4 que os

niveis iniciais encontram-se proximos aos valores finais (Figura 4), enquanto na dieta com
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baixo teor de sulfato ferroso as populagdes iniciais sdo muito baixas sendo maior a
diferenca entre a contagem antes e apos a incorporacdo de FOS (Figura 3).

Como citado anteriormente, a viruléncia de varios patdogenos depende da
biodisponibilidade de ferro. Esta importancia pode ser evidenciada pelo fato de muitos
microrganismos secretarem sideroforos, substancias quelantes e sequestrantes de ferro,
disponibilizando-o para a célula ou grupo bacteriano. Até o presente, a producdo de
sider6foros so6 foi encontradas em bactérias gram-negativas. Um exemplo classico da
importancia do ferro foi o estudo realizado em 1977 por KOCHAN et al. Os pesquisadores
trabalharam com injecdo de ferro e cepas ndo virulentas de E. coli. Os resultados
mostraram uma potencializacdo da viruléncia da cepa, com a mortalidade em ratos
passando de 20 para 80% com a injecao de ferro, indicando que a viruléncia de uma cepa
pode estar ligada a capacidade da célula em obter ferro do ambiente.

O aumento de populacdes que possam indisponibilizar ferro para potenciais patdogenos
seria de grande beneficio para o hospedeiro. O conceito de que o hospedeiro pode
apresentar habilidades nativas ou adquiridas para restringir a utilizagdo de ferro ou outros
nutrientes essenciais por microrganismos nocivos foi batizado de imunidade nutricional
por KOCHAN et al. (1977).

Diversas pesquisas sobre a utilizagdo de ferro por microrganismos foram realizadas
pelo grupo do Dr. BEZKOROVAINY, que publicaram artigos sobre a incorporacdo de
ferro por bifidobactérias. Foi demonstrada a absor¢do de ferro do meio e seu acimulo por
algumas espécies de bifidobactérias. A indisponibilizacdo de ferro para outros
microrganismos foi sugerido como mais um dos beneficios das bifidobactérias.

O acumulo de ferro por B. thermophilum depende do conteido de mineral no meio no
qual as células estdo crescendo. Este acumulo seria bifisico, com uma 1° fase rapida
(ligagdo na superficie da célula) seguida por uma 2° fase mais lenta, indicando que a célula
de bifidobactéria poderia conter ferroxidase, que converte ferro reduzido para a forma
oxidada na presenca de O,. A ferroxidase aparenta ser muito mais ativa em pH 6,5 do que
5,0 (KOT et al., 1994). O conteudo de ferro tende a ser maior em células que cresceram em
meios pobres e com o ferro apresentado na forma ferrosa e o0 mecanismo para transporte de
ferro aparenta ser induzido por baixas concentracdes de ferro no meio. Bifidobactérias
aparentemente ndo produzem sideroforos (KOT & BEZKOROVAINY, 1991), e o
mecanismo de interiorizacdo aparenta ser um processo dependente de energia (KOT &
BEZKOROVAINY, 1993), o que foi comprovado posteriormente em um trabalho onde se
demonstrou que a auséncia de glicose levou a um acumulo muito lento de ferro (KOT et
al., 1995).
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A absorcdo de ferro também pode ser mediada por ferro-redutase (ativada por O, e
H,0,) e ¢é acentuada em ambientes com menor teor de sulfato ferroso. Ao mesmo tempo
que este mineral ¢ indispensavel para o crescimento bacteriano, altas concentragdes sdo
toxicas para a célula. O mecanismo desenvolvido pela bifidobactérias para evitar danos
celulares esta relacionado com a transformacgdo de Fe™ em Fe(OH)s, indcuo para a célula,
o qual ¢ precipitado e permite maiores depodsitos do mineral e a sobrevivéncia em
ambientes com maior teor de ferro (KOT et al., 1994). Trabalhos posteriores indicaram que
lactobacilos também acumulam ferro por meio de mecanismo aparentemente semelhante
ao das bifidobactérias, com ac¢do de uma ferroxidase, o que os coloca como potenciais
agentes benéficos no fenomeno da imunidade nutricional (KOT et al., 1995).

Embora tenha sido demonstrado que as bifidobactérias necessitam de ferro para o seu
crescimento (Bezkorovainy e Topouzian, 1983 citados por BEZKOROVAINY et al.,
1996), deve-se enfatizar a capacidade das bifidobactérias em incorporar uma quantidade de
ferro muito superior a necessaria para o seu crescimento. Esse processo indisponibilizaria o
mineral para microrganismos patogénicos ou putrefativos. O mecanismo utilizado para esta
incorporagdo englobaria o uso de radicais livres produzidos por peroxido de hidrogénio e
ferro (reagdo de Fenton), os quais alterariam a superficie da bifidobactéria, levando a um
aumento na ligacao da superficie celular com Fe(OH);. O lactato produzido no lume
também pode servir como agente seqiiestrante (BEZKOROVAINY & KOT, 1998)
podendo ser um fator importante na prevengdo de cancer de colon em individuos que
recebem probidticos como suplementos. O ferro catalizaria a formagdo de mediadores
sensiveis a oxidagdo, incluindo citocinas e eicosanoides, muitos dos quais sdo quimiotateis
para os neutrofilos. A persisténcia de ferro no lumen pode estar associada a
biomineralizagdo, fibrose e cancer, pois o ferro exerce papel fundamenal na reagio
inflamatoria dos neutroéfilos (GHIO et al., 1997).

Os dados indicam que meio pobre em ferro (sem FOS), ao chegarem ao cdlon
descendente, resultam em decréscimo acentuado da populacdo de bacterdides (p<0,05),
bifidobactérias (p<0,05), enterobactérias (p<0,01), clostridios, SRB e lactobacilos. No
entanto, enquanto a incorpora¢do de FOS em outros ambientes (cOlon ascendente e
transverso) iguala as condi¢des dos meios, no célon descendente observa-se que o efeito de
FOS ¢ mais acentuado, com aumento de DAPI (p<0,01), bacterdides (p<0,01) e
bifidobactérias (p<0,01), quando comparado com alto teor de sulfato ferroso acrescido de
FOS. A excec¢ao ¢ o grupo dos lactobacilos, que apresentaram maior crescimento em meios
com alto teor de sulfato ferroso e FOS, indicando que este grupo, além de potencialmente
utilizar a Raftilose® P95, também ¢é favorecido por maiores concentragdes de ferro no
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meio (Tabela 14).

Analisando o resultado de diversos trabalhos, ROBERFROID et al. (1998) concluiram
ndo haver correlagdo entre o efeito de diferentes doses de frutanos sobre o aumento de
bifidobactérias, mas que o numero inicial de bifidobactérias fecais, independente da dose
do prebiodtico, seria mais importante para a obtencdo dos aumentos verificados nas
contagens desse grupo bacteriano, indicando que FOS exerceria maior efeito quando os
niveis iniciais de bifidobactérias sdo menores. Alcancado um certo nivel populacional, a

incorporagdo de FOS traria poucos beneficios em uma microbiota estavel.

3.2. Producao de acidos graxos de cadeia curta.

A modulagdo da producdo de acidos graxos de cadeia curta em meios com baixo (11
mg FeSO4/L) ou alto (33 mg FeSO4/L) teor de sulfato ferroso esta indicada nas Tabelas
15a,b e 16a,b.

As comparagdes pelo teste de t, entre as alteragcdes encontradas na producdo dos
diferentes acidos organicos, com as dietas controle ou FOS, em meio com baixo (11 mg
FeSO4/L meio) ou alto (33 mg FeSO4/L meio) teor de sulfato ferroso, para os diferentes
recipientes, representando o colon ascendente, transverso e descendente, estdo indicadas

respectivamente nas Tabelas 17, 18 ¢ 19.
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Tabela 15a — Concentracdo de acidos acético, propionico, isobutirico e n-butirico(mMol/pL) no

indculo inicial, com 24 horas de fermentacdo, nos dias 9 e 11 (estabilidade sem

FOS) e valores finais, dias 20 e 22 (9 e 11 apos incorporagdo de FOS), nos

diferentes segmentos de modelo intestinal, meio com baixo teor de sulfato ferroso

(11 mg/L)
Colon ascendente acetico A propionico A isobutirico A n-butirico A
Inéculo inicial 4,67 3,88 0,00 10,79
Inéculo inicial 4,68 3,32 0,00 5,57
24 horas 8,23 7,83 0,00 18,46
24 horas 17,33 32,33 0,31 32,93
Dia 9 7,76 -0,47 11,44 3,61 0,00 0,00 23,64 5,18
Dia 9 7,26 -10,07 6,70 -25,63 0,33 0,02 15,77 -17,16
Dia 11 11,18 2,95 10,91 3,08 0,00 0,00 24,88 6,42
Dia 11 7,83 -9,50 7,01 -25,32 0,00 -0,31 25,24 -7,69
Dia 20 19,82 8,64 17,66 6,75 0,65 0,65 43,41 18,53
Dia 20 20,82 12,99 17,64 10,63 0,83 0,83 46,85 21,61
Dia 22 25,22 14,04 16,95 6,04 0,20 0,20 46,27 21,39
Dia 22 20,43 12,60 16,24 9,23 0,39 0,39 51,19 25,95
Colon transverso acetico A propionico A isobutirico A n-butirico A
Indculo inicial 4,67 3,88 0,00 10,79
Inéculo inicial 4,68 3,32 0,00 5,57
24 horas 4,80 4,54 0,00 12,11
24 horas 10,30 10,80 0,00 18,68
Dia 9 7,93 3,13 8,74 4,20 0,00 0,00 22,99 10,88
Dia 9 8,02 -2,28 7,99 -2,81 0,00 0,00 23,80 5,12
Dia 11 10,16 5,36 12,53 7,99 2,99 2,99 23,00 10,89
Dia 11 9,54 -0,76 9,77 -1,03 0,81 0,81 33,39 14,71
Dia 20 22,70 12,54 18,11 5,58 0,44 -2,55 58,36 35,36
Dia 20 21,98 12,44 17,88 8,11 1,66 0,85 54,37 20,98
Dia 22 30,06 19,90 19,55 7,02 1,58 -1,41 56,18 33,18
Dia 22 11,72 2,18 9,89 0,12 3,36 2,55 36,13 2,74
Colon descendente| acetico A propionico A isobutirico A n-butirico A
Inéculo inicial 4,67 3,88 0,00 10,79
In6culo inicial 4,68 3,32 0,00 5,57
24 horas 8,13 7,63 0,00 15,80
24 horas 11,53 12,43 0,59 19,27
Dia 9 29,18 21,05 25,65 18,02 1,87 1,87 37,92 22,12
Dia 9 12,23 0,70 12,19 -0,24 1,19 0,60 33,41 14,14
Dia 11 11,20 3,07 13,56 5,93 1,89 1,89 27,79 11,99
Dia 11 10,56 -0,97 10,82 -1,61 1,56 0,97 36,11 16,84
Dia 20 38,73 27,53 25,89 12,33 4,15 2,26 67,19 39,40
Dia 20 20,67 10,11 17,66 6,84 4,75 3,19 58,05 21,94
Dia 22 44,82 33,62 33,09 19,53 5,79 3,90 82,71 54,92
Dia 22 13,34 2,78 9,83 -0,99 3,38 1,82 36,55 0,44

A = diferenga (mMol/pL) entre os valores dos dias 9 e 24 horas, 11 e 24 horas; 20 e 11 dias; e 22 e 11 dias.
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Tabela 15b — Concentracdo de acidos isovalérico, n-valérico, caproico, L-lactico e D-lactico
(mMol/ pL) no indculo inicial, com 24 horas de fermentagdo, nos dias 9 e 11
(estabilidade sem FOS) e valores finais, dias 20 e 22 (9 e 11 apds incorporagdo de
FOS), nos diferentes segmentos de modelo intestinal, meio com baixo teor de sulfato

ferroso (11 mg/L).

Colon ascendente |isovalerico A n-valerico A caproico A l-lactico A d-lactico A
Inoculo inicial 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
Inéculo inicial 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

24 horas 1,16 4,59 0,00 0,00 0,00

24 horas 2,10 4,53 0,59 0,00 0,00

Dia 9 0,00 -1,16 4,11 -0,48 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia9 1,03 -1,07 2,74 -1,79 0,27 -0,32 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 11 0,00 -1,16 2,71 -1,88 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 11 0,25 -1,85 0,91 -3,62 0,00 -0,59 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 20 1,65 1,65 3,93 1,22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 20 2,04 1,79 2,26 1,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,89 0,39
Dia 22 1,15 1,15 4,38 1,67 0,02 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 22 2,57 2,32 1,80 0,89 0,00 0,00 0,00 0,00 0,36 0,36
Colon transverso |isovalerico A n-valerico A caproico A l-lactico A d-lactico A
Inéculo inicial 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
Inoculo inicial 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

24 horas 0,18 3,46 0,00 10,29 3,39

24 horas 1,22 2,53 0,29 0,00 0,00

Dia 9 2,06 1,88 3,86 0,40 0,00 0,00 0,00 -10,29 0,00 -3,39
Dia 9 1,44 0,22 1,00 -1,53 0,21  -0,08 0,00 0,00 0,77 0,77
Dia 11 5,56 5,38 9,70 6,24 0,21 0,21 0,00 -10,29 0,00 -3,39
Dia 11 3,83 2,61 1,30 -1,23 0,00 -0,29 0,00 0,00 1,22 1,22
Dia 20 3,33 -2,23 5,97 -3,73 0,00 -0,21 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 20 4,39 0,56 2,69 1,39 0,16 0,16 0,00 0,00 2,58 1,36
Dia 22 3,01 -2,55 5,72 -3,98 0,68 047 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 22 5,45 1,62 2,05 0,75 2,76 2,76 0,00 0,00 5,53 4,31
Colon descendente|isovalerico A n-valerico A caproico A l-lactico A d-lactico A
Inoculo inicial 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
Inoculo inicial 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

24 horas 1,88 2,99 0,00 0,00 0,00

24 horas 2,39 2,51 0,18 0,00 0,00

Dia 9 2,75 0,87 4,66 1,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 9 3,02 0,63 1,64 -0,87 0,00 -0,18 0,00 0,00 1,92 1,92
Dia 11 2,67 0,79 4,49 1,5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 11 4,10 1,71 1,05 -1,46 0,00 -0,18 0,00 0,00 9,09 9,09
Dia 20 6,20 3,53 8,25 3,76 0,75 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 20 3,83 -0,27 8,06 7,01 2,08 2,08 0,00 0,00 41,60 32,51
Dia 22 7,37 4,70 10,01 5,52 0,73 0,73 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 22 5,62 1,52 5,02 3,97 1,86 1,86 0,00 0,00 15,78 6,69

A = diferenga (mMol/uL) entre os valores dos dias 9 e 24 horas, 11 e 24 horas; 20 e 11 dias; e 22 e 11 dias.
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Tabela 16a — Concentracdo de acidos acético, propidnico, isobutirico e n-butirico(mMol/ pL) no
indculo inicial, com 24 horas de fermentagdo, nos dias 9 e 11 (estabilidade sem FOS)
e valores finais, dias 20 e 22 (9 e 11 apds incorporacdo de FOS), nos diferentes

segmentos de modelo intestinal, meio com alto teor de sulfato ferroso (33 mg/L)

Colon ascendente | acetico A propionico A isobutirico A n-butirico A
Inoculo inicial 5,28 4,31 0,00 7,10

Inéculo inicial 4,68 3,32 0,00 5,57

24 horas 20,39 15,21 0,00 34,2

24 horas 33,61 24,74 0,71 44,58

Dia 9 7,87  -12,52 3,16 -12,05 0,00 0,00 26,59 -7,61
Dia 9 32,09 -1,52 21,78 -2,96 19,25 18,54 54,41 9,83
Dia 11 12,98 -7,41 9,77 -5,44 2,43 2,43 28,95 -5,25
Dia 11 13,35 -20,26 11,80 -12,94 0,00 -0,71 24,87 -19,71
Dia 20 109,36 96,38 34,95 25,18 4,82 2,39 68,01 39,06
Dia 20 21,25 7,90 18,65 6,85 0,91 0,91 44,24 19,37
Dia 22 49,25 36,27 11,21 1,44 0,57 -1,86 24,51 -4,44
Dia 22 22,49 9,14 24,15 12,35 1,08 1,08 34,75 9,88
Célon transverso | acetico A propionico A isobutirico A n-butirico A
Inoculo inicial 5,28 431 0,00 7,10

Inoculo inicial 4,68 3,32 0,00 5,57

24 horas 7,92 6,83 0,00 18,00

24 horas 20,77 17,9 0,93 33,83

Dia 9 5,80 2,12 3,17 -3,66 0,27 0,27 28,54 10,54
Dia 9 11,83 -8,94 9,34 -8,56 0,00 -0,93 29,01 -4,82
Dia 11 10,41 2,49 4,23 -2,60 0,00 0,00 28,17 10,17
Dia 11 13,1 -7,67 12,61 -5,29 0,00 -0,93 29,62 -4,21
Dia 20 58,96 48,55 24,17 19,94 5,43 5,43 57,48 29,31
Dia 20 21,58 8,48 20,17 7,56 0,90 0,90 38,10 8,48
Dia 22 16,58 6,17 14,72 10,49 1,27 1,27 31,94 3,77
Dia 22 26,81 13,71 22,34 9,73 2,67 2,67 44,09 14,47
Colon descendente| acetico A propionico A isobutirico A n-butirico A
Inéculo inicial 5,28 431 0,00 7,10

Indculo inicial 4,68 3,32 0,00 5,57

24 horas 8,04 7,64 0,00 17,71

24 horas 24,19 20,82 2,54 32,34

Dia 9 17,01 8,97 9,51 1,87 4,00 4,00 39,45 21,74
Dia9 25,81 1,62 20,08 -0,74 2,00 -0,54 51,07 18,73
Dia 11 82,13 74,09 36,67 29,03 8,23 8,23 77,34 59,63
Dia 11 14,04  -10,15 13,93 -6,89 0,15 -2,39 30,86 -1,48
Dia 20 51,04  -31,09 19,56  -17,11 4,8 -3,43 51,05 -26,29
Dia 20 23,02 8,98 21,05 7,12 2,14 1,99 39,28 8,42
Dia 22 57,11 -25,02 20,98  -15,69 4,11 -4,12 45,63 -31,71
Dia 22 24,58 10,54 22,63 8,70 1,85 1,70 40,19 9,33

A = diferenga (mMol/puL) entre os valores dos dias 9 e 24 horas, 11 e 24 horas; 20 e 11 dias; e 22 e 11 dias.
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Tabela 16b — Concentracdo de acidos isovalérico, n-valérico, caproico, L-lactico e D-lactico
(mMol/ pL) no indculo inicial, com 24 horas de fermentagdo, nos dias 9 e 11
(estabilidade sem FOS) e valores finais, dias 20 e 22 (9 e 11 apds incorporagdo de
FOS), nos diferentes segmentos de modelo intestinal, meio com alto teor de sulfato

ferroso (33 mg/L).

Colon ascendente |isovalerico A n-valerico A caproico A l-lactico A d-lactico A
Inéculo inicial 0,00 0,49 0,00 0,00 0,00

Inéculo inicial 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

24 horas 0,00 1,40 1,16 0,00 1,26

24 horas 2,64 427 0,10 0,00 0,00

Dia 9 0,03 0,03 0,33 -1,07 045 -0,71 0,00 0,00 0,00 -1,26
Dia9 4,04 1,40 5,42 1,15 0,53 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 11 5,87 5,87 8,87 7,47 1,90 0,74 0,00 0,00 0,00 -1,26
Dia 11 0,77 -1,87 1,63 -2,64 0,00 -0,10 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 20 4,21 -1,66 7,64 -1,23 2,77 0,87 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 20 4,02 3,25 2,17 0,54 0,33 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 22 15,30 9,43 3,35 -5,52 1,10  -0,80 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 22 1,61 0,84 0,67 -0,96 0,00 0,00 0,00 0,00 1,92 1,92
Colon transverso |isovalerico A n-valerico A caproico A l-lactico A d-lactico A
Inéculo inicial 0,00 0,49 0,00 0,00 0,00

Inoculo inicial 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

24 horas 0,00 1,38 0,00 5,83 5,48

24 horas 2,92 4,77 1,12 0,00 0,00

Dia 9 491 491 4,75 3,37 0,01 0,01 0,00 -5,83 0,62 -4,86
Dia 9 0,72 -2,20 3,38 -1,39 0,34  -0,78 1,59 1,59 5,84 5,84
Dia 11 0,00 0,00 0,63 -0,75 0,52 0,52 0,00 -5,83 0,00 -5,48
Dia 11 1,21 -1,71 1,45 -3,32 0,00 -1,12 0,00 0,00 2,63 2,63
Dia 20 6,06 6,06 7,12 6,49 2,01 1,49 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 20 2,79 1,58 2,54 1,09 0,04 0,04 0,81 0,81 3,28 0,65
Dia 22 2,53 2,53 2,35 1,72 0,25 -0,27 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 22 6,59 5,38 3,59 2,14 0,11 0,11 0,00 0,00 2,34 -0,29
Colon descendente|isovalerico A n-valerico A caproico A l-lactico A d-lactico A
Inoculo inicial 0,00 0,49 0,00 0,00 0,00

Inoculo inicial 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

24 horas 1,22 2,51 0,00 0,00 4,59

24 horas 4,11 4,58 0,50 0,00 0,00

Dia 9 7,41 6,19 8,72 6,21 1,29 1,29 0,00 0,00 9,20 4,61
Dia 9 4,02 -0,09 3,11 -1,47 0,81 0,31 0,00 0,00 598 598
Dia 11 10,54 9,32 11,25 8,74 1,18 1,18 0,00 0,00 0,00 -4,59
Dia 11 2,30 -1,81 1,66 -2,92 0,00  -0,50 0,00 0,00 2,62 2,62
Dia 20 8,57 -1,97 7,81 -3,44 1,09  -0,09 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 20 4,90 2,60 3,16 1,50 0,08 0,08 0,00 0,00 9,21 6,59
Dia 22 7,03 -3,51 7,60 -3,65 2,04 0,86 0,00 0,00 0,00 0,00
Dia 22 3,69 1,39 4,44 2,78 0,13 0,13 0,00 0,00 0,00 -2,62

A = diferenga (mMol/uL) entre os valores dos dias 9 e 24 horas, 11 e 24 horas; 20 e 11 dias; e 22 e 11 dias.
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Tabela 17 — Concentragdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Diferenga entre a concentragdo final e inicial (mMol/puL) de AGCC no

segmento representado o colon ascendente na comparagao entre dietas contendo baixo e alto teor de sulfato ferroso sem e com FOS.

Dieta Acético  Propionico Isobutirico n-Butirico Isovalérico n-Valérico  Caprdico = D-Lactato  L-Lactato
Baixo Fe 3,83% 5,42° 0,08" 14,20 0,32 2,59° 0,68 0 0
Alto Fe 11,60 7,812 5,42° 27.37° 2,68° 3,82° 0,72 0 0
Baixo Fe 3,83%" 5,424 0,08"" 14,20* 0,32%"" 2,59% 0,68 0o°

Baixo Fe + FOS 12,07° 8,16° 0,52° 21,87° 1,73° 1,28° 0,05 0,31 0
Alto Fe 11,60 7,81° 5,42° 27,37 2,68° 3,82 0,72 0?

Alto Fe + FOS 37,42° 11,46 0,63° 15,97 2,96° -1,79° 0,10 0,48°

Baixo Fe + FOS 12,07 8,16° 0,52° 21,87 1,73 1,28" 0,05 0,31

Alto Fe + FOS 37,42° 11,46 0,63° 15,97 2,96 -1,79° 0,10° 0,48°

Dieta com baixo contetido de ferro (11,0274 mg/L); Alto contetido de ferro (33,0822 mg/L), FOS : Raftilose® P95.

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de t, para 10% de significéncia.
: significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de t.

™ significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de t.

™" significativo ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste de t.
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Tabela 18 — Concentragdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Diferenga entre a concentracdo final e inicial (mMol/pL) de AGCC no
segmento representado o colon transverso na comparagdo entre dietas contendo baixo e alto teor de sulfato ferroso sem e com
FOS.

Dieta Acético Propionico  Isobutirico  n-Butirico  Isovalérico n-Valérico  Caproico = D-Lactato  L-Lactato

Baixo Fe 4,24° 6,16 0,95° 17,61% 3,22° 3,94° 0,10° 0,50? 0

Alto Fe 531% 3,52° 0,07 22,50% 1,71% 2,31° 0,22° 2,27° 0

Baixo Fe 4,24 6,16 0,95° 17,61° 3,20" 3,94" 0,10° 0,50°

Baixo Fe + FOS 11,77° 521° -0,1387" 23,06 -0,65" 1,39 0,80° 1,42°

Alto Fe 531° 3,52 0,067 22,50 1,71 2,31° 0,22° 2,27

Alto Fe + FOS 19,23 11,93 2,5682° 14,01° 3,89° 2,86 0,34° 0,09°

Baixo Fe + FOS 11,77 521" -0,1387"" 23,06 0,65 1,39 0,80° 1,42°

Alto Fe + FOS 19,23 11,93° 2,5682° 14,01° 3,89° 2,86° 0,34° 0,09°

Dieta com baixo contetdo de ferro (11,0274 mg/L); Alto contetido de ferro (33,0822 mg/L), FOS : Raftilose® P95.

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, nao apresentam diferenga significativa pelo teste de t, para 10% de significancia.
" significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de t.

™ significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de t.

" significativo ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste de t.
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Tabela 19 — Concentragdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC). Diferenca entre a concentragdo final e inicial (mMol/uL) de AGCC no

segmento representado o célon descendente, na comparagdo entre dietas contendo baixo e alto teor de sulfato ferroso, sem e

com FOS.
Dieta Acético  Propidnico Isobutirico n-Butirico Isovalérico n-Valérico  Caprdico = D-Lactato  L-Lactato
Baixo Fe 11,12 11,95 1,63° 25,63%"" 3,14 2,94° 0" 2,26° 0?
Alto Fe 29,77° 16,23° 3,60° 43 34° 6,07° 5,94 0,82° 4.45° 0,40°
Baixo Fe 11,12 11,95 1,63" 25,63° 3,14 2,94 0" 2,26°
Baixo Fe + FOS 18,51° 9,43? 2,79° 29,17° 2,37° 5,07° 1,35° 9,80°
Alto Fe 29,77% 16,23 3,60 43 34" 6,07 5,94 0,827 4.45° 0,40°
Alto Fe + FOS 9,15° -425° -0,96° -10,06° -0,37° -0,6996° 0,25° 0,99° 0,20°
Baixo Fe + FOS 18,51 943%™ 2,79" 29,17* 2,37 5,07 1,35 9,80° 0?

Alto Fe + FOS 9,15° 425° -0,96° -10,06° -0,37° -0,70° 0,25° 0,99° 0,20°

Dieta com baixo contetdo de ferro (11,0274 mg/L); Alto contetido de ferro (33,0822 mg/L), FOS : Raftilose® P95.

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, nao apresentam diferenga significativa pelo teste de t, para 10% de significancia.
" significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de t.

™ significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de t.

" significativo ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste de t.
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A producdo de acidos organicos em meio suplementado com FOS foi inferior aos
encontrados por VELAZQUEZ et al. (2000) (22,7 mg/mL + 1,2 de acetato ¢ 9,8 mg/mL +
0,7 de propionato). O unico valor proximo refere-se a producdo de butirato com 24h (6,0
mg/mL + 0,4) em meio com FOS. Esta diferenga pode ser devida a quantidade de inicial de
inoculo fecal utilizado (1% contra 1,7%), mas também ao fato de da produgdo in vitro de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) depender da composi¢do microbiana do indculo e
da capacidade em utilizar o substrato oferecido, além da observag@o da presenca de acidos
organicos no tempo 0 h (4,4 mg/mL + 1,5 de acetato, 1,5 mg/mL + 0,1 de propionato ¢
0,06 mg/mL + 0,02 de butirato).

Os dados obtidos mostram que tanto o teor de sulfato ferroso quanto as condig¢des
ambientais (segmento intestinal) podem influenciar na producao de acidos organicos. Meio
pobre em ferro resultou na producdo de menores quantidades de AGCC, quando
comparados com o meio com maior teor de sulfato ferroso. No segmento mais distal (c6lon
descendente) a concentragdo encontrada, embora menor que a do meio com alto teor, foi
superior a encontrada nos outros segmentos. Os valores negativos indicam concentragao
inferior a apresentada na fase de suplementagdo de dieta sem FOS.

Por outro lado, a incorporagdo de FOS estimulou a produ¢ao de quase todos os AGCC
avaliados, em diferentes graus, dependendo do teor de sulfato ferroso do meio. A producao
foi maior no no colon ascendente, com pH menor mas também maior suprimento de
nutrientes. Em meios sem FOS, a quantidade de AGCC foi superior no célon descendente,
sendo observado, inclusive, que, nesse segmento, a incorporagdo de FOS no meio contendo
alto teor de sulfato ferroso resultou em uma diminui¢do na produgdo dos acidos acético,
propidnico, butirico e lactico. Esse resultado sugere uma interagdo negativa entre as
populagdes bacterianas, com diminui¢do dos grupos responsaveis pela produgdo dos acidos
graxos, €,0u, a diminui¢ao do metabolismo bacteriano.

A produgdo de acetato seria originada principalmente pela fermentagao de carboidratos
por bactérias glicoliticas e por bifidobactérias pela via da frutose-6-fosfato fosfocetolase,
enquanto a principal origem de propionato seria a fixacdo de CO, por bactérias gram-
negativas (Bacterdides) (VELAZQUEZ et al., 2000). Os principais grupos produtores de
acido acético sdo Bacteroides, Bifidobacteria, FEubacteria, Lactobacilli, Clostridia,
Peptococci, Veillonella, Peptostreptococci, Propionibacteria, Fusobacteria e Butyrivibri,
enquanto acido propidnico ¢ produzido principalmente por Bacterdides, Propionibacteria e
Veillonella (GIBSON, 1999).

Considerando os principais acidos graxos (acético, propidnico, butirico e lactico),
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verifica-se que o teor de sulfato ferroso exerce diferenga significativa na producdo de
butirato (p<0,10), no célon ascendente e descendente, enquanto a incorporagdo de FOS aos
meios acentua a diferenga de producdo de acidos propidnico (p<0,05) no cédlon transverso e
descendente, além de acético e n-butirico em pH mais elevado (6,8). No recipiente que
simula o colon transverso, que apresenta pH 6,2, comega a haver formacao de acido latico
(ainda que pouca) em todas as dietas experimentais, indicando que um pH mais alto
favorece o crescimento e desenvolvimento dos grupos de bactérias do acido latico. As
concentragdes de acido latico ainda maiores encontrados em pH 6,8 (célon descendente)
reforcam a idéia de que pH mais altos beneficiam as bactérias produtoras de acido latico.

A incorporacdo de FOS resultou na producdo de D-lactato no coélon ascendente
(pH 5,5), reforgando a hipotese de que Raftilose® P95 estimula o grupo de bactérias do
acido latico independente do teor de ferro da dieta (Tabela 17).

Houve um aumento acentuado na produgdo de acetato, propionato, n-butirato e D-
Lactato). no co6lon descendente. A dieta contendo maior teor de sulfato ferroso apresentou
maiores concentragdes de todos os acidos graxos e inclusive produgdo de L-lactato, quando
comparada com a dieta de menor teor de sulfato ferroso.

Os modelos intestinais confirmaram os dados obtidos em culturas em série relativa a
producdo de acido butirico: a incorporacdo de FOS em meio com baixo nivel de ferro
aumenta a producdo desse acido.

O butirato ¢ a principal fonte de energia das células epiteliais da mucosa colonica,
sendo um dos responsaveis pela manutencdo da integridade da mucosa, reparo de colites
ulcerativas e proliferagdo de colondcitos; estimula o transporte de eletrolitos no colon,
resultando em maior absor¢ao de ions e fluidos, prevenindo diarréia, além de atuar na
modulacdo do metabolismo de acidos nucléicos, com efeito principalmente na regulacdo da
expressdo génica e crescimento. Baixas concentracdes deste dcido reduzem a sintese de
DNA e suprimem a proliferacdo de varios tipos celulares. O butirato inibe a agdo enzima
histona deacetilase no nucleo celular, permitindo que ocorra a hiperacetilacdo de proteinas
histonas. Esta hiperacetilagdo leva a abertura da estrutura do DNA, facilitando o acesso de
enzimas que reparam danos no DNA (CUMMINGS & MACFARLANE, 1991;
TOOPING, 1996). Assim, o butirato suprime certos eventos moleculares chaves
responsaveis pela formacdo de clones das células displasicas (YOUNG, 1996).
FLICKINGER et al. (2000) concluiram que FOS ¢ um substrato para a rapida produgdo de
butirato, embora segundo CUMMINGS & MACFARLANE (1991) a melhor fonte para

testar a produgdo de butirato seja o amido. LE BLAY et al. (1999) também observaram
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aumento na producdo cecal de butirato com a ingestdo de FOS por ratos.

O butirato pode ser produzido por certos microrganismos como Clostridium,
Butyrivibrium, Peptostreptococci e especialmente Fusobacterium e Eubacterium
(GIBSON, 1999, VELAZQUEZ et al., 2000), formados por meio de rea¢des de troca entre
acetato livre e a acetil-S coenzima A, utilizada para formar butirato, em uma reagdo de
condensac¢do de unidades acetil (MILLER & WOLIN, 1996). Esta hipotese ¢ reforcada por
observagdes que mostram que o enxofre tem papel essencial na promogdo de fermentacao
de carboidratos complexos e produgcdo de n-butirato no rumem (WHANGER &
MATRONE, 1965, 1966). Assim, meios com maior quantidade de sulfato ferroso (fonte de
ferro utilizada nesta experimentagdo) seriam mais propicios a formagao de butirato.

Em ambiente com alto conteudo de ferro ha maior produgdo de quase todos os acidos
organicos, quando comparado com meios com menor teor de sulfato ferroso (sem FOS). A
incorporagdo de FOS a meios com baixo teor de sulfato ferroso resultou em produgdo de
AGCC semelhante ao de ambiente com alto teor de sulfato ferroso.

DJOUZI & ANDRIEUX (1997) observaram aumento na produ¢do de butirato quando
trabalharam com FOS, galactooligosacarideos (GOS) e transgalactooligosacarideos (TOS),
sugerindo que outras bactérias, como Clostridium, Eubacterium ou Peptostreptococcus,
produtoras de butirato, estariam envolvidas no metabolismo de FOS e TOS, tanto pela
fermentagdo dos substratos quanto pela utilizagdo de metabolitos produzidos por
bifidobactérias. Os pesquisadores sugeriram que o aumento na produgdo de propionato
poderia estar relacionado a habilidade de hidrolise de GOS por Bacteroides.

As diferengas no conteudo de ferro dos meios parecem afetar mais a produgdo de
outros acidos graxos, como isovalérico, assim como a incorporagdo de FOS altera a
produgdo de isovalérico, n-valérico e caprdico (em dietas com baixo teor de sulfato
ferroso) e isobutirico, isovalérico e caprdico em dietas com alto teor de sulfato ferroso.

Verifica-se um aumento acentuado na produgdo de acido acético (p<0,01) e de lactato
(p<0,10), em meios com baixo teor de sulfato ferroso adicionado com FOS (célon
ascendente), o que condiz com o aumento observado no grupo de bifidobactérias (Tabelas
5 e 10). Cepas de B. longum ATCC 15707, quando crescidas em leite, apresentam uma
produgdo de acetato: lactato da ordem de 1,6:1, enquanto outras cepas e géneros de
bifidobactérias apresentaram propor¢do variavel, de 0,4: 1,0 (B. bifidum ATCC 11147)
a 3,1:1,0 (B. infantis ATCC 27920) (DESJARDINS & ROY, 1990), indicando que,
dependendo das espécie de bifidobactérias presentes em cada amostra, poderia haver maior

ou menor producao de acidos graxos, ainda que houvesse um mesmo grau de estimulagdo e
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crescimento bacteriano.

Os resultados apresentados na Tabelas 15b e 16b estdo de acordo com as observacdes
realizadas por KOT & BEZKOROVAINY (1993). Estes pesquisadores observaram que
um aumento na producdo de lactato e na absor¢do de ferro pela célula em pH 6,5 do que
em pH 5,5, exceto quando o meio contém pouco ferro. Em meios com menor teor de
sulfato ferroso, a absor¢do ¢ maior em pH 5,0 do que 6,5. Se glicose for excluida do meio
ocorre pouca absor¢do de ferro, indicando que o mecanismo de incorporagdo de ferro ¢é
dependente de energia, além de pouca produgdo de lactato (KOT & BEZKOROVAINY,
1993).

4. Conclusoes

O teor de sulfato ferroso de uma dieta influencia alguns grupos microbianos,
notadamente o grupo das enterobacterias, que diminuiu em meios com baixos niveis de
ferro e bifidobactérias, que aumentam em meios com alto teor de sulfato ferroso. O efeito
da incorporagdo de FOS sobre a microbiota humana e producdo de acidos organicos
depende do teor de sulfato ferroso e do segmento intestinal avaliado e a sua incorporacgdo
em dietas com baixo teor de sulfato ferroso resulta na diminui¢do dos niveis de bactérias
sulfato redutoras e aumento da populacdo de enterobactérias, enquanto a incorporacdo em
dietas com alto teor de sulfato ferroso resulta em um aumento de clostridios,
bifidobactérias e lactobacilos.

A incorporacdo de FOS resultou em aumento de bifidobactérias e lactobacilos,
independente do teor de sulfato ferroso inicial do meio, indicando que FOS igualaria as
condi¢des de crescimento destes grupos.

Os dados obtidos mostram que tanto o teor de sulfato ferroso quanto as condigdes dos
segmentos intestinais podem influenciar na produgao de acidos organicos. Meio pobre em
ferro resultou na producao de menores quantidades de AGCC, quando comparados com o
meio com maior teor de sulfato ferroso. A incorporacdo de FOS estimulou a producdo de
quase todos os AGCC avaliados, em diferentes graus, dependendo do teor de sulfato
ferroso do meio, € com maior produgdo no colon ascendente.

A formacdo de 4cido latico indica que pH mais elevado favorece o crescimento e
desenvolvimento dos grupos de bactérias do acido latico, enquanto a producao de D-lactato
em no colon ascendente (pH 5,5) apos a incorporagdao de FOS reforga a hipotese de que
Raftilose® P95 estimula o grupo de bactérias do acido latico independente do teor de
sulfato ferroso da dieta.

205



Dietas contendo maiores teores de ferro apresentaram maiores concentracdes de todos
os acidos graxos e inclusive producdo de L-lactato, enquanto a incorpora¢do de FOS em
meio com baixo teor de sulfato ferroso aumentou a producao de acido butirico e resultou
em producdo de AGCC semelhante ao de ambiente com alto teor de sulfato ferroso.

O pH do ambiente influencia o efeito de ferro e FOS sobre a microbiota intestinal. O
efeito pode ser devido a uma maior quantidade de ferro disponivel, o que pode ser benéfico
para alguns grupos bacterianos mas, se em altas quantidades, toxico para outros.

Os experimentos realizados sao indicativos de que a concentragdo mineral presente em
uma dieta poderia vir a influenciar a saude do hospedeiro, ndo apenas devido a

biodisponibilidade per si, mas também por influenciar na ecologia microbiana.
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RESUMO E CONCLUSOES

O crescimento do setor de alimentos conhecidos como funcionais os quais, além da fungao
nutritiva, proporcionam beneficios adicionais a saide do consumidor, tem sido traduzido por
maior oferta de alimentos enriquecidos com vitaminas e minerais e de alimentos contendo
probiodticos e prebidticos.

A observacdo do aumento da biodisponibilidade de minerais, principalmente calcio, ferro e
magnésio, pelo consumo de probioticos e prebiodticos € recente. Os mecanismos envolvidos ndo
sdo completamente conhecidos, mas incluem alteragcdes na ecologia microbiana e na histologia
intestinal, além de producgdo de acidos graxos de cadeia curta que, pela redugdo do pH intestinal
e formacdo de complexos com baixo peso molecular, como acetato de calcio, facilitariam a
absor¢do dos minerais.

Ao mesmo tempo, 0s minerais apresentam interagdes entre si, como inibi¢do da absorcdo de
ferro pelo calcio, além de poderem atuar sobre o desenvolvimento da microbiota e sua utilizagdo
das fontes de energia presente.

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito do prebidtico, prebidtico e
simbidtico na biodisponibilidade de calcio, ferro e magnésio em modelo animal bem como a
possivel interferéncia desses produtos e do ferro na microbiota e na histologia intestinal.
Pretendeu-se, ainda, avaliar a interacdo do célcio com ferro e magnésio na presenca de
prebiotico. Foram analisados os efeitos de diferentes niveis de sulfato ferroso sobre a microbiota
colonica humana, sua producdo de acidos graxos e utilizagdo de FOS, em estudos in vitro.

Para atingir os objetivos propostos, a tese foi dividida em 4 experimentos, sendo 2
ensaios bioldgicos (in vivo) desenvolvidos no Brasil e dois ensaios in vitro, realizados na
Inglaterra.

A primeira experimentagdo avaliou o efeito de dietas contendo prebidtico (Raftilose® P95 -
FOS), probiotico (Bifidobacterium longum) e simbidtico na absor¢do de ferro; na mucosa
intestinal e na modulagdo da microbiota cecal e colonica de ratos anémicos enquanto a segunda
experimentacdo in vivo avaliou o efeito de dietas contendo prebiotico (FOS) na
biodisponibilidade de ferro, calcio e magnésio em animais submetidos a dietas deficientes em
ferro; além da interagdo calcio-ferro e calcio-magnésio.

Os experimentos in vitro avaliaram a influéncia de prebidtico (FOS), probiotico

(Bifidobacterium longum) e simbiotico associados a diferentes concentracdes de ferro na
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microbiota colonica humana e na produgdo de acidos organicos; primeiramente em fermentagoes
em série e posteriormente em modelo intestinal.

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusdes:

A suplementagdo de ratos anémicos com pré-, pro- e simbidtico pode ter significancia
bioldgica, pois resultou em uma tendéncia da recuperacdo dos niveis de hemoglobina.

A utilizagio de 3% a 5% de Raftilose™ P95 mostrou efeitos colaterais, com o aparecimento
de diarréia nos animais, indicando que as doses de prebidticos a serem incorporadas devem ser
cuidadosamente estudadas, dependendo do tipo de prebiotico a ser administrado.

A suplementacdo com FOS (1%) nfo afetou a biodisponibilidade de ferro em animais
submetidos a dietas deficientes em ferro, porém aumentou a absor¢ao de magnésio e calcio;

Houve interacdo negativa entre calcio e ferro e entre calcio e magnésio, porém o aumento
de calcio na dieta ndo resultou em aumento do teor de calcio no fémur;

As fermentagdes em série indicaram que o meio contendo menor teor de sulfato ferroso e
suplementado com FOS induz maiores alteragdes microbioldgicas e na producdo de acidos
organicos.

O teor de ferro das dietas influenciou a contagem de enterobactérias, com uma diminuigdo
acentuada nos meios contendo menor quantidade de ferro; e de bifidobactérias, que aumentaram
em meios com alto teor de ferro.

Enterobactérias de origem humana foram estimuladas pela incorporagdo de FOS,
principalmente nas dietas com baixo teor de ferro, indicando que o grupo utiliza este substrato.

O efeito da incorporacdo de FOS sobre a microbiota humana e produgdo de acidos
organicos depende do teor de ferro e do pH do meio.

O crecimento de bactérias do acido lactico ¢ favorecido por pH mais neutros (acima de 6,0),
e a incorporagdo de FOS em pH mais &cidos favoreceu o este grupo bacteriano, independente do
teor de ferro da dieta;

Os experimentos realizados durante esta tese constituem um indicativo de que a
concentracdo mineral presente em uma dieta poderia vir a influenciar a saude do hospedeiro, ndo
apenas devido a biodisponibilidade per si, mas também por poder influenciar a ecologia
microbiana, uma vez que alguns minerais, como o ferro, sdo indispensaveis ao crescimento dos
microorganismos. A ingestdo de elementos que possam vir a aumentar a biodisponibilidade dos
minerais normalmente presentes, em vez de ingestdo de suplementos minerais seria uma
alternativa para melhorar o estado nutricional do hospedeiro sem no entanto alterar o balango da

microbiana intestinal. Embora existam substincias prebidticas nos alimentos normalmente
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consumidos, como na cenoura, chicoria e outros, a quantidade ¢ insuficiente para alterar de
forma significativa a microbiota do hospedeiro. A utilizacdo de alimentos formulados com
prebidticos seria mais eficiente na modulagdo microbiana. Novos estudos sdo necessarios para
verificar o grau de interagdo entre os diversos grupos microbianos e concentragdes de minerais €
também inferir sobre os efeitos de possiveis alteragcdes na satide do hospedeiro.

A utilizacdo de FOS e probiodticos estd sendo estudada, como no presente caso, para
verificar se poderiam levar a um aumento de biodisponibilidade de minerais. Os resultados
podem vir a diferir com a utilizacdo de outras espécies e/ou outros tipos de probidticos, ou
mesmo dependendo da fonte alimentar de ferro utilizada, indicando a necessidade de novos

estudos na area.
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ANEXO 1 - Dados analiticos do prebiético utilizado (Raftilose® P95)

19

RAFTILOSE’P95
Product Sheet

Release : 11/99

Description

RAFTILOSE®P95  ® is a powder containing mainly oligofructose produced by partial enzymatic
' hydrolysis of chicory inulin; _ ;
* is a food ingredient composed of oligofructose, fructose, glucose and sucrose
oligofructose * is a mixture of oligosaccharides which are composed of fructose units linked *
: together by (2-1)linkages. Part of these molecules are terminated by a glucose
unit. The total nuinber of fructose or glucose units (= Degree of Polymerisation
or DP) of oligofructose ranges mainly between 2 and 8,

All values expressed on dry matter,
Analytical Methods ; see our Technical Brochures,

oligofructose = 932 %
glucose + fructose + sucrose  <6.8%

Dry Matter (d.m.) 97+1.5% . i
Carbohydrate content  >99.59% : I

Ash (sulphated) <02% 4
Heavy Metals <02mg/ kg * ﬂ

E

y

PH (50°Brix) .5.0-7.0 ' _ |

. = o= .

All values expressed on dry matter. : |
Analytical Methods : see our Technical Brochures.

Mesophilic bacteria - tofal count  max. 1000/ g
- " yeasts max.20/g
moulds  max. 20/g
Thermophilic aercbic bacteria  max. 1000/ g
Enterobacteriaceae  absentinlg
Bacillus cereus  max. 100/g
Staphilococcus aureus  absent in 1 g
Escherichiacoli ~ absentinlg
Clostridium perfringens  absent in 1 g ]
Clostridium botulinum  absentin1g |
Salmonella  absentin25g g
Shigella  absentin10g

doc.A3-04"11/99

ORAFT] Active Food Ingradients
Aandoreniraat 1 83300 TENEN BELGIUM Tel. +22(0]16 801 301 Fax +32(0]14 801 308

Email: afi@orofti.com

- | o
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o ‘-‘ .- o

RAFTILOSE®P95 PRODUCT SHEET _

All values are average values expressed per 100 g commercial product.

Carbohydrates - 5(97")
: 5

Dietary Fibre? 92
Protein  N.D.
Fat ND.
Vitamins and Minerals ~ Negligeable

gluten ND.

lactose  N.D.

l\rmkxmut/egg components  N.D.
Seed/soy components - N.D.
Insecticides, pesticides N.D.
Nuts, nut components N.D.

Caloric value ¥ 158 kecal /662 kJ Other allergens  N.D.

Broteinheite ¥ 04 .

N.D. = Not Detectable
1) including dietary fibre
2) measured by AOAC Method 997.08

3) based on a caloric value of 1.5 keal/g for pure ahgoﬁ-udose Tobe adaplnd to local regulations.

4) in accordance with German regulations.

Enzymatic activity  N.D.
. Folate ND.

i

Aspect

fine white po\;"der

Behaviour  hygroscopic

Taste

Solubility in water
Wettability in water
Dispersability in water
Properties and Applications
Particle Sizes

Density

. Labelling - Ingredients List
Safety

Packaging

EU Customs Tariff Code

" Optimal storage conditions
Maximum durability
Transport conditions

Irradiation .,
GMO

Kosher
Halal
Plant origin

Produced by
Represented by

.

slightly sweet, without aitertaste

>750 g/1

Excellent. .

Excellent. May require stirring.
See our Technical Brochures.
See document “Particle Sizes”.
Approx. 600 =70 g/1

oligofructose, tmcto—ohgosaochandes

Safe. Not toxic. Niot dangerous.

Excessive consumption may cause laxative effects.
Is, like other fine powders, when mixed with air and
ignited, capable of causing an explosion.

Paper bags on pallets, see 'Packaging Sheet Powders'
17029099

Cool and dry, in its original airtight packaging.

See packaging (minimum 18 months upon delivery)
Accurdmg to document "Transport Conditions'

Not irradiated

Not oommmng GMOs or GMO-derived compom:ms Not

produced using GMO-based tedmology
Certified, Orthodox Union

See our Halal document

Suitable for vegetarians & vegans

ORAFTI - address on front side

doc.AZ-04"11/99

To the beat ol our Knowledge, this information i reliable but should not be considered a8 a warranty of any kind.

Specifications might be subiect o change without notice.




ANEXO 2 — Composicio dos meios de cultura utilizados

Agua peptonada reduzida estéril (diluiciio inicial das fezes dos animais):

PePtona ...cccuveeviieiciiecee e 1,0g
NACT oo 80¢g
TWeEen 80 ...oooiiiiiiiiiiieee e 1,0g
L-cisteina HCLH20 ...cooooiiiiiiiieee e, 0,5¢g
GLCEIOl i 10,0 g
Agua destilada ..........ooovevoeveeeeeeeeeeeeeeean, 1000 mL
pH final:

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Agua para diluicio de fezes

KH2PO4 ..................................................................... 4,5 g
NaHPO4 i 6,0g
L-cisteina HCLH2O ...ooovviiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeen 0,5¢g
TWeeN 80....coiiiiiiiiieeiieee e 0,5¢g
Agua destilada ..........ooovevoeveeeeeeeeeeeeeeeean 1000 mL

Ajustar para pH 6,8.

* adicionar na forma de solugdo 5% esterilizada a frio, no meio pronto (esterilizado e frio)

Meio TPY (SCARDOVI et al., 1986)

Tripticase (BBL) ...cooovevciiiriiieiieeeeeee e 10,0 g
Phytona (BBL) ....cccoeeeiiiiiiiecieeeee e 50¢g
GLICOSE weoeiieiiieiieeee ettt 50¢g
Extrato de levedura (Difco) ......ccocoevevveeviieicieeciiens 25¢g
TWeEEN 80 ...oiiuiiiiiiiiiii e 1,0g
Cisteina hidrocloridrica .........cccecvevivevienienieeieeienee, 0,5¢g
KzHPO4 ..................................................................... 2,0 g
MgC126H20 .............................................................. 0,5 g
ZIISO4.7H20 ........................................................... 0,25 g
CACL) it 0,15¢g
FECL3 ittt 0,03 ¢g
AGAT .. 150¢g
Agua destilada...........o.coooeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeians 1000 mL

pH final do meio ¢ de 6,5, depois de autoclavado a 121°C por 15 min.

SCARDOVI, V. Genus Bifidobacterium. In: SNEATH, P.H.A. et al. (Ed.) Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology. Williams & Wilkins: Baltimore. v.1, p.1418-

1434, 1986.
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Agar LAMVAB (HARTEMINK et al., 1997).

Solugdo A:

Caldo MRS ... 104,4 g/L

Cisteina hidrocloridrica™ ...........ccccooevviiiiiincieennnnns 0,5 g/L

Verde de Bromocresol ..........cccoeevevevvieeieeenneeennn, 0,05 g/L

pH final do meio ¢ de 5,0 + 0,1, usando HCI 4M, antes de autoclavar.
Solucao B:

AQAT oo 40,0 g/L

As solugdes A e B sdo esterilizadas a 121°C por 15 minutos.

Solugdo C:
Vancomicina Hidrocloridrica .............. 2 mg/mL em agua

Esta solugdo deve ser mantida entre 0 e 4°C e permanece estavel por pelo menos 3 meses.

Esterilizar a frio, usando, filtro 0,2 pm

Preparar cada solucdo em separado. As solucdes A e B se preparam em partes iguais.

A solucdo A deve preparar-se da seguinte maneira: colocar aproximadamente 800 ml
de agua destilada em agitacdo, adicionar primeiro o caldo MRS, esperar sua completa
dissolucdo, logo adicionar a Cisteina-HC1 dissoluta em 50 ml de agua e por ultimo o
verde de bromocresol. Ajustar o pH do meio a 5,0 + 0,1 com HCI 4M e completar até
1000 ml. Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Resfriar a temperatura
ambiente.

A solucdo B se prepara, adicionando-se o agar a 1000 ml de agua destilada, esquentar
para sua completa dissolucao, esterilizar a 121°C por 15 minutos. Resfriar em banho de
agua até 50°C.

Preparar a solucao C, adicionando a quantidade de miligramas que se precisem para o
volume a preparar, pode-se estocar em refrigeracdo de 0 a 4°C até trés meses.
Esterilizar por filtragdo e ter pronta para seu uso.

O preparo do meio envolve a esterilizacdo de volumes iguais das solucdes A e B.
Depois de resfriadas as solugoes, adicionar 10 ml da solugdo C para cada 500 ml da
solucdo A.

Depois da completa dissolugdo, adicionar a solugdo B (mesmo volume da sol. A) a
mistura solu¢do A-C.

Homogeneizar bem e adicionar 20 ml aproximadamente por placa de petri. A
concentracdo final de vancomicina fica de 20 mg/ml

Esperar sua completa solidificagcdo, fazer prova de esterilidade e estocar em
refrigeragdo.

Composicao final do meio (para 1 L):

Caldo MRS ... 522¢g
Cisteina hidrocloridrica® ...........cccccooevvevieneenrienenn, 025¢g
Verde de Bromocresol ..........ccccoeeveevciveenieenineenne, 0,025 g
AQAT oo 20,0 g
Vancomicina Hidrocloridrica .............ccecceevinennenne. 20 mg
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Agar Raffinose-Bifidobacterium (RB) (HARTEMINK et al., 1996).

D () Rafinose .....cceeevieiieiieiieieceeee e 75¢g
Caseinato de SOAI0 .......cceevveeveeecvieriierieeee et 50¢g
Extrato de levedura ........cccoovvviviiiciieie e, 50¢g
Cloridrato de 1itio .....cccceevvveviieeiiecie e 30g
Propionato de s0dio ........cccceviieiiiniiieieeee 150¢g
Cisteina hidrocloridrica .........ccocoeeeieniieieeiieieee, 0,5¢g
Tioglicolato de SO0 .......cceevieviieiieieieeeeeee 0,5¢g
Sol. 1% Parpura de bromocresol ..........cccceceevuenneeee. 15 mL
SolUGEAO de SAIS ...veeveviieriieeiie et 40 mL
Agar bacterioldgico n.1 (OXOID) ...........ccccoveene. 180 g
Agua destilada ...........cooooeveveeeeieeeeen g.s.p. 1000 mL
Composicao de sais:

MINSO4 ittt aees 02g
CACL) it 02¢g
KoHPOY oo 1,0g
KHoPO4 oo 1,0g
NAHC O3 v 10,0 g
NACT e e 20g
Agua destilada ..........ooooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeean 1000 mL

— Preparar a solucdo de sais na ordem como se indica na tabela acima. Armazenar em
refrigeracdo até o momento do uso.

— Colocar em agita¢do aproximadamente 800 ml de dgua

— Adicionar de primeiro a D(+) Rafinose, quando se dissolver completamente, adicionar
o caseinato de sodio, logo o extrato de levedura, cloreto de litio, propionato de sodio,
esperar a completa dissolu¢cdo de cada um dos reativos adicionados.

— Dissolver em 50 ml de agua destilada os 0,5 g de L-cisteina HC] e logo adicionam-se
ao meio que se esta preparando

— Logo adicionar o tioglicolato de sodio, esperar sua completa dissolugdo e adicionar os
15 ml de plrpura de bromocresol preparada a 1%

— Adicionar os 40 ml da solugdo de sais previamente preparada.

— Medir o pH do meio, o qual deve estar em 6,7 £ 0,1, ajustar com NaOH 4N.

— Adicionar a quantidade de dgua restante

— Por ultimo adicionar o 4gar, esquentar para sua completa dissolucao.

— Esterilizar a 121°C por 20 minutos.

— Esperar resfriar o meio até uma temperatura de 50°C e adicionar aproximadamente 20
ml por placa de petri.

— Esperar sua completa solidificagdo, voltar as placas e armazenar

— Armazenar sob refrigeragao.

HARTEMINK, R., KOK, B.J., WEENK, G.H., ROMBOUTS, F.M. Raffinose-
Bifidobacterium (RB) agar, a new selective medium for Bifidobacteria. J. Microbiol.
Meth., v.27, n.1, p.33-43, 1996.

HARTEMINK, R., DOMENECH, V.R., ROMBOUTS, F.M. LAMVAB — a new selective
medium for the isolation of lactobacilli from faeces. J. Microbiol. Meth., v.29, n.2,
p.77-84, 1997.
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REAGENTES UTILIZADOS NO REINO UNIDO

1. Agua peptonada
Agua peptonada (OX0id).........oceveeeeveeeeeeeeeeeeeenen 7,5g/L
L-cisteina HCI (Sigma) ........ccovvvevreeerieeniieerveeesereens 0,5g/L

Ajustar o pH para 7,0 e autoclavar.

2. Agar Beerens (Bifidobacteria)

Agar Columbia Base Sangue (Ox0id) ........ccoo........ 44 g/
GLICOSE .eoeiieiiieiieeie ettt 5,0 g/lL
Agar t6enico N°3 ..o 5,0 g/L
L-cisteina HCI (SigmMa) .......cccevveverieneniencniinieenn 0,5g/L

Misturar os ingredientes e levar & ebulicdo sob vapor (3/4 — 1 hora). Nao autoclavar.
Resfriar para 55°C. Adicionar 5 mL/L de acido propidnico, misturar e ajustar o pH para
5,0, usando NaOH. Plaquear.

Este 4gar deve ser usado nas proximas 48 horas.
3. Agar rogosa (contagem de Lactobacilli)

Agar 10gosa (OX0id) .......co.covvvevreeeeeeeeeeeeeeeeene, 82 g/LL

Dissolver em vapor (ndo esterilizar). Normalmente necessita 2 hora para 500 mL e % - 1
hora para 1 L. Nao devem ser vistos grumos do agar.

Adicionar 1,32 mL/L de acido acético glacial e levar a ebuligdo por outros 2-3 minutos (em
vapor). Resfriar e plaquear.

4. Agar sangue

Agar Columbia base Sangue (0x0id) ..........ccco........ 44 g/L
Sangue de cavalo ........ccoecveiiiiiieii e 50 mL/L
L-cisteina HCI (Sigma).......cccecvveeveeciienienieeie e, 0,5g/L
5. BHI Suplementado

BHI .o 37,0 g/L
Extrato de levedura .........ccceevviveiiiiiiieieciee e, 5,0 g/lL
Solugdo de Resazurina...........ccccveeeeecvveeeeccnneeeeennneen. 4 mL/L
L-Cisteina HCI .......cocooviiviieiiiice e 0,5 g/lL
Solucao de Vit. K ...oooiiiiiiieeeeeeeeee 0,2 ml/L
Solucdo de Hemina..........cccocooevviieeeineeieeieeeene, 10 mL/L
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6. Solucao de Resazurina

Dissolver 25 mg de resazurina em 100 mL de agua destilada.

7. Solucao de Vit. K

Dissolver 0,15 mL de Vit.K em 30 mL de ethanol. Descartar apos 1 més. Manter a 4°C no
escuro.

8. Solucao de Hemina

Dissolver 50 mg de Hemin em 1 mL de NaOH 1M. Completar at¢ 100 mL com agua ultra
pura (grau HPLC). Esterilizar.

Solucoes utilizadas em FISH

1. PBS

Utilizar os tabletes pré-fabricados (1/100mL)ou,

NACT ... 8g/L
@) OO 0,2g/L
NaQHPO4.2H20 ...................................................... 1 ,44g/L
KHz PO4 .................................................................. 0,24g/L

Ajustar o pH para 7.4 e filtrar em membrana 0.2pm

2. Paraformaldeido a 4% (50ml)

Adicinar 2g de paraformaldeido a 30ml de agua ultrapura.
Adicionar 100l de NaOH 1N e aquecer levemente até¢ completa dissolucao.
Adicionar 100ul de HCI 1IN

Adicionar 16.6ml de 3xPBS (PBS 3 vezes concentrado: utilizar a receita para PBS
triplicando a quantidade dos componentes).

Ajustar o pH para 7,2
Completar o volume para 50 mL (baldo volumétrico), utilizando agua ultrapura (grau
HPLC).

Filtrar em membrana 0,2um e estocar a 40C. Deve ser usado nos proximos 3 dias.
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3. Tampao de Hibridizacao (com SDS)

Tris-HCL oo, 40mM
NACT e e 1.8M

Adicionar 2ml de uma solugdo de SDS (Dodecil sulfato de s6dio) a 10% para cada 100ml
de tampao

Ajustar o pH para 7,2. Filtrar em membrana 0,2um e manter em estufa de hibridizagao.

4. Tampao de Hibridizacao (sem SDS) — para enxague

TLIS-HCL o 20mM
NACL e 0,9M

Ajustar o pH para 7,2. Filtrar em membrana 0,2pum e manter em estufa de hibridizacao

5. Tampao de hibridizacao para bactérias sulfato redutoras (SRB)

TIIS oo e 20mM
NACT e 0,9M
S s 0,01%
Formamide ........cccoooivviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 10%

Ajustar o pH para 7,2. Filtrar em membrana 0,2um e manter em estufa de hibridizag@o

6. Tampao de enxigue para SRB

Tris-HCL o, 20mM
NACT e e e e e e e e 0,386M
] B 1 T 0,01%

Ajustar o pH para 7,2. Filtrar em membrana 0,2um e manter em estufa de hibridizagao
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ANEXO 3 - Dosagem do teor de ferro de dietas experimentais.

Toda a vidraria utilizada para determinagdo dos teores de ferro (baldes volumétricos, funis,
tubos de digestao, becker, pipetas) deve ser colocadas em imersao em solucdo de HCI 20%
por pelo menos 24 horas, para descontaminacdo. Apos este tempo deve ser enxaguada em

agua deionizada e seca em estufa.

Pesa-se 1,0 grama de cada dieta experimental, em papel de seda, e coloca-se em tubo
digestor junto com 5 mL de mistura nitroperclorica (3 + 1 v/v), e mantido sob aquecimento
(150°C). Juntamente com as amostras utiliza-se um branco (apenas papel de seda). O
processo deve ser seguido para evitar que ocorra evaporacao total do liquido. Caso o

volume diminua, acrescentar, aos poucos, 1 mL da mistura.

Quando a mistura ficar transparente considerar-se-a que a digestdo foi completada. Deixar
secar (que permaneca aproximadamente 1 mL de liquido no tubo digestor) e diluir em agua
deionizada. A leitura serd feita em espectrofotometro de absorgdo atomica (A = 248,33 nm,

chama de ar/acetileno).
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ANEXO 4 — Composi¢ao das misturas mineral e vitaminica para a dieta AIN-93G

Composicao da mistura mineral para dieta AIN-93G

Ingredientes g/kg da mistura
Carbonato de calcio anidro (40,04%) 357
Fosfato de potassio monobasico (22,76% P, 23,73% K) 196,00
Citrato de potassio, tri-potassio, monohidrato (36,16% K) 70,78
Cloreto de sodio (39,34% Na, 60,66% Cl) 74,00
Sulfato de potassio (44, 87% K, 18,39% S) 46,60
Oxido de magnésio (60,32% Mg) 24,00
Citrato de ferro (16,5% Fe) 6,06
Carbonato de zinco (52,14% Zn) 1,65
Carbonato de manganés (47, 79% Mn) 0,63
Carbonato de cobre (57,47% Cu) 0,30
lodato de potassio (59,3% I) 0,01
Selenato de sodio anidro (41,79% Se) 0,01025
Paramolibdato de amonio 4 hidrato (54,34% Mo) 0,00795
Meta silicato de sddio 9 hidrato (9,88% Si) 1,45
Sulfato de cromo e potassio 12 hidrato (10,42% Cr) 0,275
Cloreto de litio (16,38% Li) 0,0174
Acido bérico (17,5% B) 0,0815
Fluoreto de sodio (45,24% F) 0,0635
Carbonato de niquel (45% Ni) 0,0318
Vanadato de amoénio (43,55% V) 0,0066
Sacarose 221,026
Composi¢do da mistura de vitaminas (AIN-93G)

Ingredientes g/kg da mistura
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de calcio 1,600
Piridoxina-HC1 0,700
Tiamina-HCI 0,600
Riboflavina 0,600
Acido folico 0,200
D-biotina 0,020
Vitamina B12 (cianocobalamina: 0,1% em manitol) 2,500
Vitamina E (all-rac-A-acetato de tocoferila: 500 Ul/g) 15,000
Vitamina A (all-trans-palitato de retinil: 500.000 Ul/g) 0,800
Vitamina D (colecalciferol: 400.000 Ul/g) 0,250
Vitamina K filoquinona) 0,075
Sacarose 974,655

Fonte: REEVES et al., 1993.

REEVES, P.G.; NIELSEN, F.H.; FAHEY, G.C. AIN-93 purified diets for laboratory
rodents: final report of the American Institute of Nutrition Ad Hoc Writing Committee
on the reformulation of the AIN-76A rodent diet. J. Nutr., v.123, n.11, p.1939-1951,
1993.
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ANEXO 5 — Tabelas de analise de variincia

Efeito de Prebiotico (FOS), probiético (Bifidobacterium longum) e simbiotico (FOS +
B. longum) na biodisponibilidade de ferro, histologia intestinal e modulacio de alguns

grupos microbianos em ratos

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia das variaveis ganho de peso (GP), nivel de
hemoglobina (HB), ganho de hemoglobina (GHB) e peso do ceco (P Ceco) de
animais alimentados com dietas controle ou com prebidtico, probidtico ou

simbidtico e 3 niveis de ferro (6, 12 e 24 mg ferro/kg)

Q.M.
FV. G.L. GP HB GHB P Ceco
D 3 98,52778"  0,9072754™ 3,264533™ 42,85357
Fe 2 196,6250™  52,11158%* 55,98166** 2,113539*%
DxFe 6 639,6944™  2,054142™ 2,042032" 0,3706537™
Residuo 84 339,5893 2,396985 2,845775 0,6943327
C.V.(%) 12,36 13,22 58,70 22,09

" ngo significativo a 5%, pelo teste de F
* significativo a 5%, pelo teste de F
** significativo a 1%, pelo teste de F

Tabela 2 — Resumo da analise de variancia das varidveis superficie de absor¢do e
comprimento de vilosidades do ileo de animais alimentados com dietas controle
ou com prebiodtico, probidtico ou simbidtico com 24 mg ferro/kg ou dieta

controle isenta de ferro.

Q.M.
F.V. G.L. Superficie Absor¢do Comprimento de Vilosidades
D 4 12950,65™ 145,2399™
Residuo 35 23600,60 123,8386
C.V.(%) 25,23 22,28

" nfo significativo a 5%, pelo teste de F
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Tabela 3 — Resumo da analise de varidncia das variaveis aerdbios totais (Aerob. Tot.),

bifidobactérias (BIF), coliformes (COL) e anaerdbios totais (Anaerob. Tot.) de

contagens da microbiota cecal de animais alimentados com dietas controle ou

com prebidtico, probiodtico ou simbiotico e diferentes niveis de ferro (6, 12 e 24

mg/kg)
QM

FV GL Aerob. Tot. BIF COL Anaerob. Tot.

D 3 4,430596 3,120029° 3,546592" 1,460720"

Fe 2 0,2794941™ 0,4377189" 2,530097™ 1,117840™
DxFe 6 0,8853831™ 0,6812643" 1,186978™ 0,4073749"
Residuo 60  0,4900736 0,5773825 1,226872 0,5103623
CV (%) 9,17 10,44 34,88 8,64

" ngo significativo a 5%, pelo teste de F
* significativo a 5%, pelo teste de F
** significativo a 1%, pelo teste de F

Tabela 4 — Resumo da anélise de variancia das variaveis aerdbios totais (Aerob. Tot.),

bifidobactérias (BIF), coliformes (COL) e anaerobios totais (Anaerob. Tot.) de

contagens da microbiota colonica de animais alimentados com dietas controle

ou com prebiotico, probidtico ou simbiotico e diferentes niveis de ferro (6, 12 e

24 mg/kg)
QM

FV GL Aerob. Tot. BIF COL Anaerob. Tot.

D 3 2,151220" 1,116819™ 0,3029141™ 0,1225695™

Fe 2 0,9738057" 0,6319726™ 2,977948" 0,1677515™
DxFe 6 1,657554" 0,8364649™ 2,003175" 0,5770826""
Residuo 60  0,4615965 0,5393590 1,656038 0,2984620
CV (%) 8,35 9,40 27,30 6,28

" nfo significativo a 5%, pelo teste de F
* significativo a 5%, pelo teste de F
** significativo a 1%, pelo teste de F
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Efeito de prebidtico na biodisponibilidade de ferro, cilcio e magnésio em ratos.

Tabela 5 — Resumo da analise de variancia das variaveis ganho de peso (GP) e consumo
alimentar (CA) de animais alimentados com dietas controle ou prebiotico e

diferentes niveis de calcio (2,5, 5,0 e 10,0 g/kg)

QM.
F.V. G.L. GP CA

D 1 209,0667™ 16,84318™

Ca 2 246,1167™ 153,6826™

D x Ca 2 169,3167™ 533,3057™

Testemunha vs fatorial 1 134,8666™ 20,06062™

Residuo 63 132,9842 531,7239

C.V.(%) 7,71 6,31

" ngo significativo a 5%, pelo teste de F

Tabela 6 — Resumo da analise de varidncia das varidveis nivel de hemoglobina (HB),
hematocrito (HT) e teores de calcio e magnésio no osso de animais alimentados

com dietas controle ou prebidtico e diferentes niveis de calcio (2,5, 5,0 ¢ 10,0

g/kg).
Q.M.

F.V. G.L. HB HT Caélcio Magnésio
D 1 0,6303756™ 98,81667™ 109,2059™ 0,01133088™

Ca 2 42,89436"" 342,9497" 176,9872™ 2,249065""
D x Ca 2 0,6699351™ 11,51667™ 159,9336™ 0,04707501™
Testemunha 1 296,029564" 1716,192597"" 226,4704" 0,3452831"

vs fatorial
Residuo 63 1,301243 30,19049 127,1632 0,04009464
C.V.(%) 13,45 15,28 12,79 14,26

" nfo significativo a 5%, pelo teste de F
** significativo a 1%, pelo teste de F
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Efeito de Prebidtico (FOS), Bifidobacterium longum e simbiético (FOS + B. longum) e

de diferentes niveis de ferro na modulacio da microbiota humana e na producao

de acidos organicos: estudos in vitro.

Tabela 7 — Resumo da andlise de varidncia das variaveis contagem celular total (DAPI),
bifidobactérias (BIF), bacterdéides (BAC) e clostridios (CLOS) de amostras

obtidas em fermentacdo em série, com dietas controle, prebiodtico, probidtico ou

simbidtico e diferentes niveis de sulfato ferroso (11, 22 e 33 mg/L) e analisadas

pela técnica de hibridizagdo fluorescente in situ (FISH).

Q.M.
F.V. G.L. DAPI BIF BAC CLOS
D 3 0,05307978 ™ 0,3664618"™ 0,4204136"™ 0,8540471"
Fe 2 0,07687286 ™ 0,2171121"™ 0,1969822" 0,270072 "
D x Fe 6 0,04219748 ™ 0,1418695"™ 0,1306691™ 0,632502™
Residuo a 1 0,03311657 0,1740306 0,2811059 2,580989
T 2 0,1461530%** 0,4889753** 3,725857** 0,7109478 ™
TxD 6 0,007544771"™ 0,03555256™ 0,07865176*** 0,2274369 ™
T x Fe 4 0,009400078"™ 0,03056495™ 0,07011894%*** 0,3785618"™
TxDx 12 0,004937382"™ 0,0295589 " 0,01198377™ 0,0787541™
Fe
Residuo 24 0,0198938 0,04791369 0,03165649 0,4295356
C.V.(%) 52,65 35,04 105,68 65,16

" nfo significativo a 5%, pelo teste de F
** significativo a 1%, pelo teste de F
*** significativo a 10% pelo teste de F

Tabela 8 — Resumo da analise de variancia das variaveis concentracdo de acidos acético,

propidnico e isobutirico de amostras obtidas em fermentacdo em série, com

dietas controle, prebidtico, probidtico ou simbidtico e diferentes niveis de
sulfato ferroso (11, 22 e 33 mg/L).

Q.M.
F.V. G.L. Acético Propionico Isobutirico
D 3 17,25495™ 5,043511™ 0,4323026 ™
Fe 2 23,56779 "™ 0,682677"™ 0,4929604 ™
D x Fe 6 13,06357™ 1,742733 ™ 0,4323026 ™
Residuo a 12 76,32607 3,749011 0,4474671
T 2 222,2439%* 38,31141%** 0,4247204 ™
TxD 6 7,268043 ™ 4,683045%* 0,4550493 ™
T x Fe 4 25,88511* 1,498914%** 0,4247204 ™
Tx DxFe 12 10,0807 ™ 2,934257"™ 0,4550494 ™
Residuo 24 6,136323 2,101429 0,4474671
C.V.(%) 30,36 114,47 808,43

" ndo significativo a 5%, pelo teste de F

* significativo a 5%, pelo teste de F
** significativo a 1%, pelo teste de F
**%* significativo a 10% pelo teste de F
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Tabela 9 — Resumo da analise de variancia das variaveis concentragdo de acidos n-butirico,

isovalérico, n-valérico e caproico de amostras obtidas em fermentagdo em série,

com dietas controle, prebiotico, probidtico ou simbidtico e diferentes niveis de

sulfato ferroso (11, 22 e 33 mg/L).

QM.
F.V. G.L. n-butirico Isovalérico n-valérico caprodico
D 3 5,362719™ 0,3490032™ 0,6246694 ™ 0,4729574"™
Fe 2 3,03635™ 0,5820321"™ 1,050728 ™ 1,105188™
D x Fe 6 5,460154 0,3567789™ 0,6738768 ™ 0,5432428 ™
Residuo a 12 3,044126 0,4017103 0,9130922 0,7065746
T 2 142,8139** 0,6133066 ™ 1,639754™ 0,5481467 ™
TxD 6 5,097349™ 0,3530728 ™ 0,7898406 ™ 0,7613382 ™
T x Fe 4 1,074446™ 0,4894671"™ 0,4310749™ 0,4576271 ™
TxD x Fe 12 6,042928 ™ 0,3718478 ™ 0,9090944 ™ 0,7885799 ™
Residuo 24 5,513628 0,4172162 0,8604994 0,7065745
C.V.(%) 123,74 647,33 459,18 565,61

" ngo significativo a 5%, pelo teste de F
** significativo a 1%, pelo teste de F

227



ANEXO 6 - DADOS BRUTOS DOS EXPERIMENTOS

1. Efeito de Prebiotico (FOS), probidtico (Bifidobacterium longum) e simbidtico (FOS + B. longum) na biodisponibilidade de ferro, histologia
intestinal e modulacio de alguns grupos microbianos em ratos.

' Hemoglobina ~ Hemoglobina Ganho ' Dicta Hemoglobina ~ Hemoglobina Ganho '
Dieta Rep. Consumo (g) ganho de (g/dL) (g/dL) Hemoglobina Rep.  Consumo (g) ganho de (g/dL) (g/dL) Hemoglobina
peso (g) (inicio reple¢do)  (fim replecdo) (g/dL) peso (g) (inicio repleg¢do)  (fim replecdo) (g/dL)
Controle 1 226,00 166 742 9,70 2,28 Prebiotico 1 218,44 119 8,52 11,41 2,89
6 mg Fe/Kg 2 226,00 132 9,49 11,52 2,03 6 mg Fe/Kg 2 226,00 142 8,18 11,10 2,92
3 226,00 134 9,75 10,04 0,29 3 224,16 159 7,50 10,15 2,65
4 226,00 120 9,36 10,95 1,59 4 216,78 129 9,28 10,42 1,14
5 221,80 158 8,26 8,29 0,03 5 223,63 141 8,69 10,30 1,62
6 226,00 167 8,64 10,53 1,89 6 219,31 136 7,33 9,62 2,29
7 224,45 163 7,46 9,16 1,71 7 226,00 131 12,29 14,52 2,24
8 222,68 153 13,22 8,29 -4,93 8 222,01 177 9,62 11,79 2,17
Controle 1 226,00 161 8,56 12,43 3,87 Prebidtico 1 226,00 172 7,50 11,18 3,68
12 mg Fe/Kg 2 222,53 157 9,32 11,67 2,35 12 mg Fe/Kg 2 221,36 126 8,18 9,24 1,06
3 226,00 162 8,22 12,28 4,06 3 226,00 140 7,29 11,71 4,42
4 226,00 167 737 11,67 4,30 4 226,00 182 9,28 13,04 3,76
5 221,27 178 9,58 10,53 0,96 5 226,00 177 8,73 12,78 4,05
6 226,00 137 8,64 10,46 1,81 6 226,00 174 9,66 11,75 2,09
7 226,00 129 13,05 11,44 -1,61 7 225,72 160 8,52 10,91 2,40
8 226,00 175 7,46 12,21 4,75 8 226,00 173 11,99 13,31 1,32
Controle 1 217,82 154 8,22 11,33 3,11 Prebidtico 1 209,09 155 7,50 11,90 4,40
24mgFe/Kg 2 200,76 83 12,75 14,07 1,31 24 mg Fe/Kg 2 226,00 136 8,52 13,00 4,49
3 226,00 175 7,33 12,93 5,60 3 226,00 164 8,14 12,97 4,83
4 226,00 132 9,28 12,62 3,34 4 220,51 154 7,20 6,08 -1,12
5 226,00 160 7,46 13,50 6,04 5 226,00 121 11,61 15,59 3,98
6 226,00 147 8,52 11,29 2,78 6 226,00 168 8,77 14,33 5,56
7 226,00 151 9,62 14,41 4,79 7 226,00 153 9,66 10,34 0,68
8 215,12 165 8,69 12,89 4,20 8 147,00 105 928 14,45 5,17
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Hemoglobina Hemoglobina Ganho Hemoglobina ~ Hemoglobina Ganho
Dieta Rep. Consumo (g) ganho de (g/dL) (g/dL) Hemoglobina Dieta Rep.  Consumo (g) ganho de (g/dL) (g/dL) Hemoglobina
peso (g) (inicio reple¢do)  (fim replegdo) (g/dL) peso (g) (inicio replecdo)  (fim replegdo) (g/dL)

Probidtico 1 193,88 159 7,58 8,97 1,39 Simbidtico 1 218,22 131 8,39 11,22 2,83
6mgFe/Kg 2 226,00 155 8,09 10,49 2,40 6 mg Fe/Kg 2 226,00 145 6,69 8,17 1,48
3 226,00 165 8,47 9,96 1,49 3 226,00 154 9,15 9,85 0,70

4 226,00 151 7,16 10,04 2,38 4 208,64 147 7,63 8,56 0,93

5 226,00 118 9,24 10,30 1,07 5 226,00 152 9,75 11,94 2,19

6 223,65 136 8,77 11,03 2,26 6 220,31 162 8,94 10,46 1,52

7 224,60 133 9,70 11,22 1,51 7 223,05 143 797 10,95 2,98

8 219,37 172 11,31 12,43 1,12 3 212,62 134 10,68 11,60 0,92

Probidtico 1 226,00 128 10,51 13,76 3,26 Simbidtico 1 226,00 147 7,97 13,61 5,65
12mgFe/Kg 2 226,00 158 7,58 12,59 5,00 12mg Fe/Kg 2 226,00 142 7,63 11,44 3,82
3 226,00 137 8,77 12,89 4,12 3 210,62 134 6,99 10,80 3,81

4 207,06 121 9,45 8,94 -0,51 4 223,99 117 10,00 11,75 1,75

5 226,00 179 7,03 11,37 4,33 5 225,80 125 10,76 12,66 1,90

6 226,00 154 8,01 11,14 3,13 6 225,87 166 9,19 10,91 1,72

7 226,00 138 9,24 10,30 1,07 7 226,00 130 8,86 12,85 4,00

8 226,00 149 8,47 10,46 1,98 8 224,20 143 8,43 10,53 2,10

Probidtico 1 226,00 137 7,63 11,18 3,55 Simbidtico 1 225,72 161 8,94 13,23 4,29
24mgFe/Kg 2 226,00 169 10,51 12,02 1,51 24 mg Fe/Kg 2 226,00 155 7,67 12,36 4,69
3 226,00 155 7,03 14,83 7,80 3 226,00 117 9,15 15,10 5,94

4 223,92 147 8,43 13,57 5,14 4 226,00 142 797 13,95 5,99

5 226,00 154 9,96 15,59 5,63 5 226,00 165 10,04 13,35 3,30

6 224,51 149 8,81 15,36 6,55 6 226,00 171 6,65 13,84 7,19

7 226,00 160 8,01 11,67 3,66 7 226,00 156 8,39 9,92 1,53

8 226,00 161 9,19 14,11 4,91 8 226,00 172 10,59 14,79 4,20

Legenda: Controle: AIN-93G; Prebidtico: FOS (Raftilose™ P95); Probiético: B. longum; Simbiotico: FOS + B. longum
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Altura vilosidade (um) superficie de absor¢ao (um)
Dieta rep 1 2 3 4 5 6 7  média 1 2 média
Controle 1 5847 6432 58,59 65,02 54,44 63,50 60,72 829,98 768,85 799,42
24mgFe/Kg 2 45,25 43,10 39,41 51,98 51,09 47,27 46,35 669,34 789,27 729,31
3 71,63 75,06 66,96 41,99 41,74 41,94 56,56 849,21 596,15 722,68
4 60,47 56,40 61,59 66,92 61,92 58,62 60,99 820,42 728,40 774,41
5 28,85 32,00 25,65 39,71 37,83 33,97 33,00 543,33 509,01 526,17
6 55,52 56,74 58,30 52,64 46,66 51,19 53,51 722,97 590,54 656,76
7 66,75 70,38 70,93 58,58 62,60 63,09 65,39 692,04 462,07 577,05
8 67,88 50,75 49,06 31,50 35,49 26,97 43,61 498,16 359,81 428,99
Probidtico 1 5528 55,04 58,19 57,16 55,34 45,48 54,42 771,10 727,73 749,42
24mgFe/Kg 2 48,20 63,48 48,54 63,14 53,49 54,02 55,14 621,63 558,02 589,83
3 47,65 43,07 38,74 42,83 46,54 4524 44,01 393,62 577,65 485,63
4 37,71 37,51 32,42 31,18 29,43 35,88 34,02 366,25 476,17 421,21
5 46,53 51,54 48,28 69,29 71,17 69,84 59,44 746,61 908,34 827,47
6 4891 43,68 49,72 36,28 37,10 29,29 40,83 470,73 470,02 470,38
7 74,71 70,19 61,58 78,78 77,13 90,71 75,52 580,45 1486,21  1033,33
8 31,02 30,98 31,34 27,10 25,63 26,30 28,73 399,30 362,71 381,01
Prebiotico 1 48,85 49,71 38,57 34,14 33,45 38,08 40,47 404,31 483,66 443,99
24mgFe/Kg 2 46,34 40,71 41,00 51,68 54,67 51,34 47,62 354,09 445,65 399,87
3 4522 46,72 51,21 48,12 46,65 44,15 47,01 509,84 503,17 506,50
4 67,67 53,82 53,29 60,88 57,08 58,61 58,56 665,71 736,68 701,20
5 3932 45,21 40,37 42,27 42,31 42,53 42,00 702,60 718,94 710,77
6 37,76 37,42 40,62 39,54 44,33 44,54 40,70 539,45 455,32 497,39
7 36,77 37,51 41,23 39,84 42,90 41,31 39,93 597,37 843,31 720,34
8 39,11 36,56 39,12 32,61 30,23 31,54 34,86 509,53 362,37 435,95
Simbidtico 1 77,27 74,27 73,28 61,11 72,20 69,58 71,28 649,45 745,75 697,60
24mgFe/Kg 2 34,85 42,25 33,71 37,85 37,87 44,97 38,58 460,45 528,15 494,30
3 33,18 28,76 34,35 39,75 41,06 38,93 36,00 327,59 601,43 464,51
4 54,49 5836 60,24 54,48 60,37 61,26 58,20 762,03 609,11 685,57
5 63,40 58,89 59,59 59,12 53,46 48,52 57,16 662,98 674,26 668,62
6 39,39 40,73 40,58 32,85 34,32 29,43 36,22 460,78 383,80 422,29
7 43,16 33,03 45,49 48,12 33,43 29,20 42,24 39,24 657,03 691,91 674,47
8 46,84 43,63 41,71 75,40 73,15 56,43 56,19 453,11 696,91 575,01
Controle 1 6499 70,85 72,64 51,15 55,45 56,62 61,95 702,69 478,60 590,64
Isento 2 53,78 57,56 59,41 36,19 38,40 47,53 48,81 568,11 547,41 557,76
Ferro 3 46,14 51,88 49,66 49,12 52,55 46,48 49,31 480,10 467,32 473,71
4 62,97 64,75 67,36 67,02 68,10 65,19 65,90 639,91 646,73 643,32
5 52,770 50,64 50,46 43,33 4321 43,32 47,28 498,64 537,66 518,15
6 59,46 56,64 61,75 57,66 57,15 59,40 58,68 772,84 705,74 739,29
7 44,06 45,57 45,60 66,06 68,09 57,47 54,47 495,47 862,74 679,11
8 55,73 57,68 49,85 57,92 57,95 53,13 55,38 900,52 866,56 883,54

Legenda: Controle: AIN-93G; Prebidtico: FOS (Raftilose™ P95); Probiotico: B. longum; Simbidtico: FOS + B. longum.
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Contagem da microbiota cecal murina (Log UfC/g)

Contagem da microbiota colonica murina (Log UfC/g)

Dieta Rep. Aerobios  Escherichia  Anaerdbios Bifidobactérias Dieta Rep. Aerobios Escherichia Anaerdbios  Bifidobactérias
Controle 1 8,402924 5,302142 8,51083 7,91276 Controle 1 8,038487  5,661387 8,410281  8,095563
6 mg Fe/Kg 2 7,623093 3,999844 8,043206 6,543912 6 mg Fe/Kg 2 8,508185  5,322592 8,398114  7,399781
3 8,385523 4,78078 9,158892 8,694943 3 8,357252  4,900123 8,46681  8,377244
4 8,548261 6,151546 8,573289 7,419214 4 8,528036  4,783308 8,651421  8,293598
5 7,472656 2,542508 9,31441 7,468997 5 7,69776  3,174882 9,262426  8,463429
6 8,81758 3,468846 8,828328 8,304376 6 9,204142 5,03388 9,280488 8,79296

média 8,41993775 5,450182 8,919675 8,145057 média 8,0644506 5,184934 8,919593 8,396836
Controle 1 7,250303 1,698853 7,698853 7,314803 Controle 1 7,699274  3,783833 7,910439  7,206449
12 mg Fe/Kg 2 8,185922 4,670499 9,021654 7,578185 12 mg Fe/Kg 2 8,020506 6,03571 8,73468  7,570574
3 6,976982 3,606713 7,874319 6,278012 3 7,339893  5,937101 7,862772  6,728073
4 7,715535 4,601591 8,727885 7,841516 4 8,017033  3,841985 8,802774  8,102091
5 8,595703 4,632025 8,651769 7,943039 5 8,793891  5,492861 8,842017  8,251347
6 8,618273 3,69815 9,585205 7,892664 6 8,731242  4,499597 9,421771  8,321806

média 8,23974135 4,364004 9,000481 7,692607 média 8,38065 5,584814 8,890997 7,980243
Controle 1 7,719339 1,3 8,277934 7,356162 Controle 1 7,259925  1,992753 8,327207  7,381919
24 mg Fe/Kg 2 8,381314 3.3 8,325633 7,569256 24 mg Fe/Kg 2 9,106738  4,157516 9,177992  8,175125
3 8,435709 3,445909 9,003073 7,907236 3 9,181807  4,561324 9,402266  8,018702
4 8,200149 3,413725 8,48871 8,112695 4 8,343424  4,561377 8,674417  8,125115
5 8,720306 2,174999 9,352054 8,611691 5 8951794  4,335176 9,19141  8,541142
6 7,693629 2,739387 8,423906 6,266196 6 7,996613  5,055145 8,969879  7,979424

média 8,33540308 3,130232 8,848317 8,055 média 8,827299 4,569153 9,079386 8,153597
Probiotico 1 8,361617 4,787821 8,773463 8,243223 Probiético 1 9,201044  6,416585 9,248704  8,571155
6 mg Fe/ Kg 2 8,075352 3,113748 8,172991 7,38092 6 mg Fe/ Kg 2 6,282932  1,981902 6,680872  5,157994
3 5,122642 3,430154 5,69776 5,39673 3 8,730167  6,121744 8,75696 8,10873
4 8,543209 3,84733 8,647501 8,383853 4 8,856076  5,386328 8,954174  8,531829
5 8,197815 3,963351 8,517106 6,565411 5 8,9646  3,530944 8,90333  §8,282443

6 8,133659 3,768796 8,352372 8,136773 6 7,874822  1,981902 7,978362 7,1909
média 8,21838689 4,163568 8,462682 7,986829 média 8,806459 5,843048 8,839336 8,242431

Legenda: Controle: AIN-93G; Prebiotico: FOS (Raftilose™ P95); Probiético: B. longum; Simbidtico: FOS + B. longum
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Contagem da microbiota cecal murina (Log UFC/g)

Contagem da microbiota colonica murina (Log UFC/g)

Dieta Rep. Aerobios  Escherichia Anaerobios Bifidobactérias Dieta Rep. Aerobios Escherichia Anaerdbios  Bifidobactérias
Probittico 1 8,073987 3,188772  8,320659 7,991876 Probittico 1 8,742808  6,269821 8,960864  8,497024
12 mg Fe/ Kg 2 7,762725 3,145425  8,243574 7,499671 12 mg Fe/ Kg 2 7,987711 4,61096 8,449359  7,686681
3 8,414153 2,39712 8,489841 7,165018 3 8,713241  4,741014 8,928485  7,331388
4 7,095778 2,299898  7,890963 7,193383 4 7,725069  2,407005 8,243329  7,414753
5 8,279543 2,397588  8,223663 8,185757 5 8,098215  3,968368 8,904458 8,5981
6 8,270087 4,876192  8,365601 7,797586 6 8,267138  6,192577 8,563498  7,787688
média 8,13832797  4,118576  8,290258 7,797151 média 8,501569 5,768985 8,751674 8,160273
Probiotico 1 8,607522 2,476653 8,83838 8,106741 Probiotico 1 9,332438  6,071882 9,646404  8,885644
24 mg Fe/ Kg 2 7,821339 2,776669  8,320737 7,978521 24 mg Fe/ Kg 2 8,827612  5,301597 9,363115  8,717216
3 7,757797 4,219543  7,811042 7,07731 3 9,1766  6,088818 9,245973  8,219795
4 8,065779 1,999453  9,058259 7,791845 4 8,436386 4,6991 9,252701  8,719486
5 8,5451 5,303436  9,299147 8,723631 5 8,014739  2,690457 8,054069  7,541715
6 8,980312 4,456698 8,00068 8,254048 6 8,801468  4,548211 8,750063  7,327366
média 8,51220698  4,615088  8,847304 8,22428 média 8,948887 5,652089 9,261829 8,530644
Prebidtico 1 7,428504 5202871  8,490813 6,840736 Prebidtico 1 7,878686  6,453278 8,795565  7,420748
6 mg Fe/ Kg 2 7,978443 1,99844 8,470465 7,824515 6 mg Fe/ Kg 2 8,705406 4,82929 8,806512 8,28028
3 6,527162 1,998245  7,253518 6,542313 3 9,201044  6,416585 9,248704  8,571155
4 7,263636 2,176091  8,638489 6,973128 4 8,530731  6,416602 8,598827  7,771373
5 8,120496 3,986694  8,293284 7,892016 5 8,601219  6,156283 8,705803  7,944894
6 7,934801 3,572822  7,990016 7,201551 6 7,99822  5,369177 8,724237  7,469783
média 7,78023676  4,460716  8,352878 7,478247 média 8,70042 6,212799 8,872441 8,106187
Prebidtico 1 6,820904 2,777214  6,844161 5,953306 Prebidtico 1 5951081  5,739341 8,661695  7,873784
12 mg Fe/ Kg 2 6,773424 3,288942  8,917985 7,166225 12 mg Fe/ Kg 2 6,696826  5,043179 9,121707  7,049008
3 6,476301 1,69815 8,679062 5,865467 3 6,448619  4,974573 8,680382 5,448619
4 6,053747 2,396691  6,572783 6,547755 4 6,945975  3,687098 7,56216  6,574716
5 7,915552 3,297654  7,963101 7,880042 5 8,26021  5,009411 8,576358  7,738513
6 5,283634 2,77175 7,070967 5,090509 6 6,092386  1,981902 6,765027  6,162967
média 7,21837274  2,955746  8,374096 7,203273 média 7,524621 5,156663 8,650097 7,386894

Legenda: Controle: AIN-93G; Prebiotico: FOS (Raftilose™ P95); Probiético: B. longum; Simbidtico: FOS + B. longum
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Contagem da microbiota cecal murina (Log UFC/g) Contagem da microbiota colonica murina (Log UFC/g)

Dieta Rep. Aerobios  Escherichia Anaerdbios Bifidobactérias Dieta Rep. Aerobios Escherichia  Anaerdbios  Bifidobactérias

Prebidtico 1 6,258057 1,60124 7,666633 5,844278 Prebidtico 1 7,355163  3,640088 9,093237 6,463997
24 mg Fe/ Kg 2 6,427978 2,902934  8,664486 7,742569 24 mg Fe/ Kg 2 8,371674  4,168303 8,744923 7,919157
3 6,523368 2,738686 9,22104 6,722599 3 7,35745  5,058304 8,947545 7,964205
4 7,365835 1,299509 7,738842 6,4756 4 7,669024  4,536398 8,364321 7,426899
5 7,869353 2,97492 8,283878 7,820019 5 8,151361  4,395486 8,410007 7,900636
6 8,252938 3,348643  8,781791 8,256532 6 8,185533  4,11721 8,707035 7,957688

média 7,67532295  2,883005 8,70242 7,71439 média 8,015932 4,535319 8,787614 7,795885
Simbidtico 1 6,95151 3,622937  6,874749 6,278441 Simbidtico 1 8,268962  6,971412 8,510167 8,156646
6 mg Fe/ Kg 2 7,097395 1,697721  8,823203 7,15104 6 mg Fe/ Kg 2 8,796088  2,678817 9,251689 8,299993
3 6,060424 2,698697  8,091393 6,052805 3 7,555699  5,10721 8,400538 7,058805
4 7,152917 1,698072  5,999102 5,698072 4 7,950535  4,787587 9,422777 8,119286
5 7,236486 2,39638 8,10053 6,950263 5 7,387265  5,347091 8,343248 7,383762
6 7,459143 4,002567  7,794125 7,274707 6 7,159437  6,483948 9,193186 7,92723

média 7,14013491  3,400964  8,215635 6,879171 média 8,210888 6,329826 9,053604 7,996208
Simbiético 1 8,343697 5,269002  8,843111 8,213829 Simbiético 1 9,175232  6,127863 9,388307 8,776205
12 mg Fe/ Kg 2 7,088851 4,085306  6,697916 6,299976 12 mg Fe/ Kg 2 7,762878  5,563924 8,680119 8,124444
3 6,994426 1,69776 8,885563 6,843888 3 7,071777  2,836248 8,877641 6,137278
4 8,435631 2,776825  8,353742 7,955562 4 8,950248  4,549902 9,330059 8,86721
5 7,707176 2,812093  7,606635 6,751229 5 8,67847  5,268487 8,600631 8,170712
6 7,762273 1,698189  7,770071 7,134352 6 8,925989  5,050928 8,969455 8,490952

média 8,01721066  4,521353 8,47598 7,6723 média 8,7992 5,532091 9,075997 8,506572
Simbidtico 1 6,98402 1,299509  8,615442 6,874554 Simbidtico 1 8,292759  2,689615 8,060683 8,358001
24 mg Fe/ Kg 2 6,956102 2,874514  8,725773 7,234982 24 mg Fe/ Kg 2 6,382737  3,382737 7,978233 6,41616
3 7,506153 2,300678  7,711456 6,295215 3 8,165939  5,708756 8,155616 7,562127
4 7,813297 2,395991  8,677024 7,67884 4 8,472843  3,171813 9,107992 8,228718
5 6,791533 5,601201  8,601201 6,314061 5 7,995956  6,804095 9,168058 8,270183
6 8,35583 1,696866  8,348144 7,31908 6 8,014739  2,690457 8,054069 7,541715

média 7,76454249  4,824426  8,542679 7,209908 média 8,148582 6,059792 8,729876 8,039777

Legenda: Controle: AIN-93G; Prebiotico: FOS (Raftilose® P95); Probiético: B. longum; Simbidtico: FOS + B. longum
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2. Efeito de FOS e niveis de calcio sobre ganho de peso, consumo, hemoglobina,
hematécrito, teor de calcio e ferro nos ossos de ratos alimentados com dietas deficientes em
ferro.

. Hemoglobina Hematécrito mg Caosso mg Mg 0sso Ganho de
Dieta  Rep. (g/%lL) (%) g (@ g (gg) Consumo (g) Peso (2)
1 1 6,89 38 100,47 1,52 400,37 166
1 2 9,50 34 80,48 1,50 394,88 156
1 3 8,77 36 60,55 1,51 343,30 144
1 4 7,74 38 95,15 1,76 377,36 158
1 5 9,31 34 84,71 1,99 401,88 155
1 6 8,00 35 95,05 1,92 409,14 159
1 7 9,57 41 78,99 1,60 404,96 153
1 8 9,04 39 98,93 1,68 395,81 152
1 9 10,91 41 69,56 1,77 409,33 151
1 10 8,85 38 72,35 1,27 352,44 142
2 1 7,70 32 99,00 1,96 355,21 147
2 2 7,39 31 71,93 1,59 350,49 150
2 3 8,08 37 82,90 1,37 393,41 167
2 4 9,50 39 53,20 1,37 419,07 164
2 5 7,20 35 84,09 1,88 389,07 154
2 6 9,00 40 101,04 1,47 391,36 149
2 7 10,38 40 103,10 1,93 391,51 153
2 8 9,65 41 84,02 1,74 406,61 156
2 9 8,12 39 84,23 1,47 374,11 150
2 10 7,08 28 82,85 1,41 319,75 131
3 1 7,58 40 87,85 1,65 355,44 135
3 2 7,01 34 99,19 1,50 415,03 178
3 3 7,58 40 99,00 1,78 387,52 145
3 4 8,42 37 89,73 1,37 385,96 151
3 5 8,20 35 76,67 1,39 391,53 159
3 6 7,43 33 74,81 1,31 386,05 148
3 7 8,88 35 95,58 1,83 372,81 140
3 8 9,69 35 97,46 1,75 295,04 98
3 9 8,62 43 88,50 1,10 322,11 135
3 10 8,77 38 99,75 1,39 407,53 157
4 1 9,19 32 90,63 1,35 372,59 150
4 2 5,51 24 78,59 1,45 365,54 148
4 3 9,50 34 101,20 1,77 374,74 139
4 4 9,11 32 61,75 1,34 383,08 147
4 5 10,15 54 84,12 1,41 427,10 155
4 6 6,40 37 105,21 1,74 362,22 150
4 7 7,97 34 83,72 1,37 418,72 149
4 8 9,08 29 89,92 1,09 361,91 146
4 9 7,97 35 112,56 1,85 336,35 139
4 10 9,46 36 81,61 1,46 392,82 150
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Dieta  Rep. Hel?go/%lﬁ;)ma Hem(z:;oo)crlto mg Ca o0sso (g) mg I\E[gg) 9850 Consumo (€3] (i::;::(zgd)e
5 1 6,55 25 85,17 0,95 362,47 143
5 2 5,71 31 84,68 1,04 387,53 147
5 3 6,70 34 75,09 0,88 397,56 149
5 4 6,09 26 84,53 1,01 374,32 152
5 5 5,48 32 77,87 0,87 336,36 126
5 6 6,36 28 84,43 1,05 381,98 130
5 7 7,97 30 76,65 0,77 370,43 134
5 8 4,98 23 100,26 0,96 403,41 159
5 9 4,60 50 90,14 1,04 358,54 147
5 10 7,05 34 79,03 0,70 400,40 146
6 1 5,17 26 101,81 1,18 351,52 131
6 2 4,75 20 100,06 1,36 395,94 152
6 3 5,77 27 92,79 1,07 350,64 139
6 4 4,86 28 96,21 1,13 394,99 158
6 5 6,97 35 87,11 1,05 407,54 164
6 6 4,71 20 90,24 1,08 392,69 161
6 7 7,43 34 86,22 0,84 420,29 166
6 8 6,17 28 94,11 1,05 391,49 141
6 9 7,08 30 92,29 0,86 358,88 145
6 10 4,75 23 87,07 1,05 393,92 162
7 1 13,06 36 98,16 1,50 389,11 138
7 2 13,94 55 102,33 1,77 386,25 152
7 3 14,21 46 83,26 1,49 361,59 161
7 4 14,13 55 85,76 1,36 353,71 140
7 5 14,17 48 107,32 1,80 406,07 160
7 6 14,67 49 77,11 1,83 400,58 162
7 7 11,11 47 90,30 1,55 386,58 150
7 8 14,97 52 82,92 1,40 372,71 144
7 9 12,91 48 96,39 1,58 389,37 162
7 10 11,99 45 102,23 1,49 403,72 161

Legenda: Dietas (1) Controle + 0,25% célcio; (2) Controle + 0,25% calcio + FOS; (3) Controle + 0,50% célcio; (4)
Controle + 0,50% calcio + FOS; (5) Controle + 1,00% calcio; (6) Controle + 1,00% calcio + FOS;
(7) AIN-93G; dieta controle= dieta com 14 mg Fe/Kg; Rep.= repetigao.
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3. jEfeito de prebiotico (FOS), Bifidobacterium longum (B. longum) e simbiotico (FOS + B. longum) na contagem celular total, (DAPI),

bacteroides (BAC), Bifidobacteria (BIF) e clostridia (CLOS), em amostras obtidas em fermentacdes em série, utilizando meios com teores de

sulfato ferroso de 11, 22 e 33 mg/L. Valores referentes a cada repeticio.

Primeira Repeti¢o (Log UFC/mL)
Controle DAPI  BAC BIF CLOS Controle DAPI BAC BIF CLOS Controle DAPI BAC BIF CLOS
11 ppm FeSO, 22 ppm FeSO,4 33 ppm FeSO,
TO 10.14 7.97 9.26 7.84 t0 10.30 9.13 9.43 6.79 t0 10.32 927 9.40 7.47
TS5 1033 8.11 9.81 9.47 t5 1037 860 975 896 t5 10.48 9.09 9.96 8.69
T10 1028 800 972 955 t10 1039 928 992 919 t10 10.53 9.92 9.74 8.94
T24 1026 938 979 917 24 1035 973 1022 ggs 24 10.64 10.13 10.17 8.21
Probidtico DAPI BAC  BIF CLOS Probidtico | DAPI BAC  BIF  CLOS Probidtico | DAPI BAC BIF CLOS
11 ppm FeSO, 22 ppm FeSO, 33 ppm FeSO,
TO 10.28 930 9.39 7.53 t0 10.29 9.11 9.48 7.03 t0 10.37 928 9.40 7.49
TS 1036  9.02 981 8.82 t5 1039 861 989 934 t5 10.43 9.14 9.81 8.39
T10 1054 934 974 891 t10 1056 977 969 925 t10 10.45 9.79 9.98 8.90
T24 1039 981 1007 899 t24 1067  9.62 1010 870 24 10.59 10.27 10.16 8.82
Prebidtico DAPI BAC  BIF CLOS Prebidtico | DAPI BAC  BIF CLOS Prebidtico DAPI BAC BIF CLOS
11 ppm FeSO, 22 ppm FeSO,4 33 ppm FeSO,
TO 10.36 933 942 771 t0 10.31 937 9.45 7.44 t0 10.33 9.5 9.46 7.59
TS 1043 921 1005 892 t5 1042 9.0 1022 g7g t5 10.45 9.06 10.12 8.64
T10 1050  9.61  10.01 94 t10 1046 952 992 940 t10 10.60 9.68 10.13 9.14
T24 1048 958 10.10 958 t24 1052 9.67 1018 g4 124 10.61 9.68 10.02 9.88
Simbidtico | DAPI BAC  BIF  CLOS Simbidtico | DAPI BAC  BIF CLOS Simbidtico | DAPI BAC BIF CLOS
11 ppm FeSO, 22 ppm FeSO, 33 ppm FeSO,
TO 10.25 9.34 9.40 7.73 t0 10.38 9.33 9.46 7.68 t0 10.36 9.25 9.47 7.39
TS5 1043  9.10 1007 g9 t5 1029 9.01 997 875 t5 10.57 9.09 10.06 8.76
T10 1060 951 1010 932 t10 1056 934 974 895 t10 10.56 9.64 10.09 9.40
T24 1053 987 1019 938 24 1055 982 999 875 24 10.56 9.75 10.04 9.76
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Segunda repeticio

(Log UFC/mL)

Controle DAPI BAC BIF CLOS Controle | hApr BAC BIF CLOS Controle DAPI  BAC BIF CLOS
11 ppm FeSO, 22 ppm FeSO, 33 ppm FeSO,
t0 10.24 9.03 9.20 757 t0 1022 915 9.11 7.64 t0 10.20 8.99 9.05 7.47
t5 1014 803 908 742 t5 1023 859 946  gg2 t5 10.33 8.78 9.71 7.83
t10 1025 836 908  g13 t10 1027  9.01 946 747 t10 10.29 9.44 9.76 7.49
24 1037 843 85l 9.23 t24 1046 954 993 7.60 t24 10.48 9.86 10.08 8.44
Probiotico DAPI BAC  BIF  CLOS Probiotico | pAPI BAC  BIF CLOS Probiotico DAPI BAC BIF CLOS
11 ppm FeSO, 22 ppm FeSO, 33 ppm FeSO,
t0 10.34 8.97 9.24 7.68 t0 10.40 9.24 9.26 8.52 t0 9.99 9.14 9.15 7.59
t5 1030 9.02 946 889 t5 10.89  9.50 9.68 891 t5 10.40 9.02 9.63 8.13
t10 1032 966 975 730 t10 10.77 10.05 10.17 727 t10 10.37 9.74 9.96 7.42
24 1057 9.79 10.04  7.49 24 1092 1021 1039  7.53 24 10.58 9.88 10.22 7.64
Prebiotico DAPI BAC  BIF CLOS Prebidtico | DAPI BAC  BIF CLOS Prebiotico DAPI BAC BIF CLOS
11 ppm FeSO, 22 ppm FeSO, 33 ppm FeSO,
t0 1030  9.09  9.07  7.49 t0 1028  9.10 9.04 744 t0 10.20 9.07 9.13 7.51
t5 1042 882 942 898 t5 10.18 864 953 913 t5 10.60 8.57 9.67 9.13
t10 1048  9.11 992 826 t10 1048 925 1017 g77 t10 10.59 9.14 10.14 8.54
124 1069 938 1007 779 24 10.70 936 1013 749 24 10.75 9.37 10.14 7.65
Simbidtico | DAPI BAC  BIF  CLOS Simbidtico | DAPI BAC  BIF CLOS Simbidtico | DAPI BAC BIF CLOS
11 ppm FeSO, 22 ppm FeSO, 33 ppm FeSO,
t0 10.50 937 9.35 8.55 t0 10.26 9.09 9.03 7.53 t0 10.32 9.14 9.17 7.49
t5 1082 953 1018 g39 t5 1026 862 937 910 t5 10.31 8.91 9.75 9.25
t10 1065 951 1028 797 t10 1048 9.1 1017 gg0 t10 10.69 9.29 10.11 8.53
t24 1065 9.88 1031 742 124 1060 932 1003 7353 t24 10.65 9.47 10.43 7.81

237



Concentragdo de acido isobutirico (mMol/ pL) dos recipientes contendo dietas controle, com probidtico, com
prebidtico ou com simbidtico e com niveis de 11, 22 e 33 mg de sulfato ferroso/ L. Amostras de batch culture.

Recipiente A | mMol/uL A Recipiente E | mMol/uL A Recipiente I | mMol/pL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 5 0,00 0,00 5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00

t10 0,29 0,29 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00

Recipiente B | mMol/uL A Recipiente F | mMol/uL A Recipiente J | mMol/uL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 5 0,00 0,00 5 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00

Recipiente C | mMol/uL A Recipiente G | mMol/uL A Recipiente K | mMol/pL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 5 0,00 0,00 5 0,00 0,00

t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
24 5,67 5,67 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00

Recipiente D | mMol/pL A Recipiente H | mMol/uL A Recipiente L | mMol/puL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 5 0,00 0,00 5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00

Legenda: Recipientes (A) baixo teor de sulfato ferroso (11mg/L) + controle; (B) baixo teor de sulfato ferroso + probiotico; (C) baixo teor de
sulfato ferroso + prebiotico; (D) baixo teor de sulfato ferroso + simbidtico; (E) teor normal de ferro (22mg/L) + controle; (F) teor normal de ferro
+ probidtico; (G) teor normal de ferro + prebiotico; (H) teor normal de ferro + simbidtico; (I) alto teor de sulfato ferroso (33mg/L) + controle; (J)
alto teor de sulfato ferroso + probiodtico; (K) alto teor de sulfato ferroso + prebiotico; (L) alto teor de sulfato ferroso + simbiotico; A = Diferenca
com relagdo ao tempo 0, da respectiva repetigao.
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Concentragdo de acido isovalérico (mMol/ puL) dos recipientes contendo dietas controle, com probiodtico, com
prebidtico ou com simbidtico e com niveis de 11, 22 e 33 mg de sulfato ferroso/ L. Amostras de batch culture.

Recipiente A | mMol/pL A Recipiente E | mMol/pL A Recipiente 1 mMol/uL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00

t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,36 0,36 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
24 1,02 1,02 24 0,48 0,48 24 1,02 1,02
24 0,00 0,00 24 0,48 0,48 24 1,02 1,02

Recipiente B | mMol/uL A Recipiente F mMol/uL A Recipiente J mMol/uL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 5 0,00 0,00

t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00

Recipiente C | mMol/pL A Recipiente G | mMol/pL A Recipiente K | mMol/uL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 5 0,00 0,00

t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
24 5,32 5,32 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00

Recipiente D | mMol/pL A Recipiente H | mMol/pL A Recipiente L mMol/pL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00

t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00

Legenda: Recipientes (A) baixo teor de sulfato ferroso (11mg/L) + controle; (B) baixo teor de sulfato ferroso + probiotico; (C) baixo teor de
sulfato ferroso + prebiotico; (D) baixo teor de sulfato ferroso + simbidtico; (E) teor normal de ferro (22mg/L) + controle; (F) teor normal de ferro
+ probidtico; (G) teor normal de ferro + prebiotico; (H) teor normal de ferro + simbidtico; (I) alto teor de sulfato ferroso (33mg/L) + controle; (J)
alto teor de sulfato ferroso + probiodtico; (K) alto teor de sulfato ferroso + prebiotico; (L) alto teor de sulfato ferroso + simbiotico; A = Diferenca
com relagdo ao tempo 0, da respectiva repetigao.
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Concentragdo de acido n-valérico (mMol/ pL) dos recipientes contendo dietas controle, com probidtico, com
prebidtico ou com simbidtico e com niveis de 11, 22 e 33 mg de sulfato ferroso/ L. Amostras de batch culture.

Recipiente A | mMol/uL A Recipiente E  mMol/uL A Recipiente I | mMol/uL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 1,67 1,67 t10 0,03 0,03 t10 0,53 0,53
t24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
t24 0,00 0,00 t24 1,48 1,48 24 0,00 0,00

Recipiente B | mMol/uL A Recipiente F  mMol/uL A Recipiente J | mMol/uL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,79 0,79 t10 0,00 0,00 t10 0,09 0,09
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
24 0,40 0,40 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00

Recipiente C | mMol/uL A Recipiente G mMol/pL A Recipiente K | mMol/pL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,12 0,12 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
t24 7,42 7,42 24 0,81 0,81 24 0,00 0,00

Recipiente D | mMol/uL A Recipiente H ~ mMol/pL A Recipiente L | mMol/uL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,02 0,02
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
t24 0,00 0,00 24 1,18 1,18 24 0,00 0,00

Legenda: Recipientes (A) baixo teor de sulfato ferroso (11mg/L) + controle; (B) baixo teor de sulfato ferroso + probiotico; (C) baixo teor de
sulfato ferroso + prebiotico; (D) baixo teor de sulfato ferroso + simbidtico; (E) teor normal de ferro (22mg/L) + controle; (F) teor normal de ferro
+ probiotico; (G) teor normal de ferro + prebiotico; (H) teor normal de ferro + simbidtico; (I) alto teor de sulfato ferroso (33mg/L) + controle; (J)
alto teor de sulfato ferroso + probiodtico; (K) alto teor de sulfato ferroso + prebiotico; (L) alto teor de sulfato ferroso + simbiotico; A = Diferenga

com relagdo ao tempo 0, da respectiva repetigao.
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Concentragdo de acido caproico (mMol/ pL) dos recipientes contendo dietas controle, com probidtico, com
prebidtico ou com simbidtico e com niveis de 11, 22 e 33 mg de sulfato ferroso/ L. Amostras de batch culture.

Recipiente A | mMol/uL A Recipiente E  mMol/uL A Recipiente I | mMol/uL A
t0 0,00 - t0 0,00 - TO 0,06 -
t0 0,00 - t0 0,00 - TO 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 TS 0,00 -0,06
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 TS 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 2,07 2,07 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
t24 0,00 0,00 t24 0,48 0,48 24 0,00 0,00

Recipiente B | mMol/uL A Recipiente F  mMol/uL A Recipiente J | mMol/uL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,08 0,08 t5 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
24 0,69 0,69 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00

Recipiente C | mMol/uL A Recipiente G mMol/pL A Recipiente K | mMol/pL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
t24 6,75 6,75 24 0,09 0,09 24 0,00 0,00

Recipiente D | mMol/uL A Recipiente H ~ mMol/pL A Recipiente L | mMol/uL A
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t0 0,00 - t0 0,00 - t0 0,00 -
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00 t5 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00
t10 0,00 0,00 t10 0,00 0,00 t10 0,53 0,53
24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00
t24 0,00 0,00 24 0,00 0,00 24 0,00 0,00

Legenda: Recipientes (A) baixo teor de sulfato ferroso (11mg/L) + controle; (B) baixo teor de sulfato ferroso + probiotico; (C) baixo teor de
sulfato ferroso + prebidtico; (D) baixo teor de sulfato ferroso + simbiotico; (E) teor normal de ferro (22mg/L) + controle; (F) teor normal de ferro
+ probiotico; (G) teor normal de ferro + prebidtico; (H) teor normal de ferro + simbiotico; (I) alto teor de sulfato ferroso (33mg/L) + controle; (J)
alto teor de sulfato ferroso + probidtico; (K) alto teor de sulfato ferroso + prebiotico; (L) alto teor de sulfato ferroso + simbiotico; A = Diferenca

com relagdo ao tempo 0, da respectiva repetigao.

241



ANEXO 7 - CROMATOGRAMAS

Data File C:\LORENA~1\HPCHEM~1\LORENA\STD3 II.D Sample Name: Standard 3

5 mM

Injection Date : 9/4/2002 3:10:32 PM

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\ACIDS.M

9/4/2002 3:24:13 PM by LORENA
(modified after loading)

Analysis Method : C:\LORENA~1\HPCHEM~1\METHODS\ACIDS.M
Last changed + 10/11/2002 7:55:09 PM

SCFA analysis

Acg. Method
Last changed

Sample Name : Standard 3 Vial : 1
Acqg. Operator : LORENA
Acg. Instrument : 5890 Inj Volume : Manually

FID1 B, (CALORENA~1\HPCHEM~1\LORENA\STD3_II.D)

Internal Standard Report

Sorted By 2 Signal
Calib. Data Modified : 10/11/2002 7:40:02 PM
Multiplier 3 1.0000
Dilution : 1.0000

Sample ISTD Information:
ISTD ISTD Amount Name

# [mM]
- I _____________ l ______
1 3.70000 ethyl-butiric
Instrument 1 3/26/2003 4:39:21 AM Page 1 of 2
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Data File C:\LORENA~1\HPCHEM~1\LORENA\STD3 II.D Sample Name: Standard 3

Signal 1: FID1 B,

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
[min] counts*s ratio [mM]

------- | e e o | li==
1.794 PB 1787.56946 3.69072 7.18562 acetic
2.149 PB 2588.61890 2.54037 7.16235 propionic
2.293 BP 3263.93970 1.93075 6.86372 isobutyric
2.688 PB 3837.70435 1.52473 6.37314 n-butyric
3.011 PB 4430,96387 1.34824 6.50662 isovaleric
3.707 PB 4808.75928 1.32694 6.94985 n-valeric
3.968 PB I 3397.12280 1.00000 3.70000 ethyl-butiric
5.273 FB 6456.81689 1.03445 7.27479 caproic
7.440 PP 796.67645 11.06866 9.60434 L-lactic
8.351 PB 1332.23535 4.84120 7.02465 D-lactic

Totals without ISTD(s) : 64,94509

Uncalibrated peaks RF : 3.70000

ISTD for Uncal. peaks : ethyl-butiric

RetTime Type Area Amt/Area Emount Grp Name
[min] counts*s ratio [mM]

------- === | | === e
1.081 BV 95.50900 3.70000 3.84890e-1 ?
1.104 vP 120.28052 3.70000 4.84716e-1 72
1.150 VB 2.19272e6 3.70000 BB36.41738 T
1.448 BP 56.76738 3.70000 2.28766e-1 ¥

Uncalib. totals : 8837.51575

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)

*** End of Report ***

Instrument 1 3/26/2003 4:39:21 BM Page 2 of 2
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Data File C:\LORENA~1\HPCHEM~1\LORENA\M3V2T19.D Sample Name: M3V2T19

Gut model. Lorena sample. Vessel 2, day 19, LOW iron.

Injection Date : 9/5/2002 12:06:42 PM

Sample Name 1 M3VZT19 Vial : 1

Acg. Operator : LORENA

Acqg. Instrument : 5890 Inj Volume : Manually
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\ACIDS.M

Last changed : 9/4/2002 3:50:19 PM by LORENA

Analysis Method : C:\LORENA~1\HPCHEM~1\METHODS\ACIDS.M

Last changed : 10/11/2002 7:55:09 PM

SCFA analysis
FID1 B, (C\LORENA~T\HPCHEM~1\LORENAWGVZ2T19.0)

counts ]
eR 5
X0 E
m—
o]

;
1,805 - acetic
2168 - propionic

T 4030 - ethyl-butiric

4000 | § § E g
3 : : pd
36500 - g B i _RHA_H_P'FF__H4H-fA(///{
o o ﬁ
2000 | < S L
2 3 4 5 6 7 8 min
Internal Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 10/11/2002 7:40:02 PM
Multiplier 3 1.0000
Dilution - 1.0000

Sample ISTD Information:
ISTD ISTD Amount Name

# [mM]
| |
1 3.70000 ethyl-butiric
Instrument 1 3/26/2003 4:43:39 AM Page 1 of 2
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Data File C:\LORENA~1\HPCHEM~1\LORENA\M3V2T19.D

Instrument 1 3/26/2003 4:43:39 AM

Signal 1: FID1 B,

Sample Name: M3V2T19

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name

[min] counts*s ratio [mM]
! | | ! i g s

1.805 PP 2191.27832 3.46950 4.39678 acetic
2.168 PV 2628.22510 2.35227 3.57537 propionic
2.311 VB 740.71942 7.76286e-1 3.3254le-1 isobutyric
2.734 PB 1.17975e4 1.59380 10.87410 n-butyric
3.063 PP 1589.43079 9.55482e-1 B.78283e-1 isovaleric
3.758 BV 1063.77576 8.75238e-1 5.3845le-1 n-valeric
4.039 PB I 6397.81348 1.00000 3.70000 ethyl-butiric
5.341 PB 506.44666 1.0908le-1 3.19488e-2 caproic
7.288 = - - L-lactic
8.443 PPA 338.67294 2.63483 5.16064e-1 D-lactic

Totals without ISTD(s) : 21.14354

Uncalibrated peaks RF : 3.70000

ISTD for Uncal. peaks : ethyl-butiric

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
[min] counts*s ratio [mM]

= I | e ke e | ==
1.132 v 1.73772e4 3.70000 37.18371 i1
1.166 VB 7.16082e6 3.70000 1.53227e4 T
1.238 BV 159.10515 3.70000 3.40452e-1 T
1.282 VP 139.11078 3.70000 2.97668e-1 7

Uncalib. totals : 1.53605e4

Results obtained with enhanced integrator!
2 Warnings or Errors :

Warning : Calibration warnings (see calibration table listing)
Warning : Calibrated compound(s) not found

**+ End of Report ***

Page 2 of 2
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