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RESUMO

SANTOS, Ferlando Lima, D.S., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2003. Efeito de lactobacilli no metabolismo lipidico e em outras
propriedades funcionais do tubo digestério em dois modelos animais
Orientadora: Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira. Conselheiras: Neuza
Maria Brunoro Costa e Tania Toledo de Oliveira

Probicdticos, na forma de produtos lacteos fermentados ou ndo, sdo
conhecidos como alimentos funcionais e tém sido recomendados como
adjunto dietético para individuos com hipercolesterolemia. Com 0 objetivo de
avaliar seu efeito no metabolismo lipidico e em outras propriedades funcionais
do tubo digestério foram conduzidos cinco ensaios bioldgicos, envolvendo
104 ratos e 48 coelhos. A modulagdo da colesterolemia foi avaliada em ratos
que receberam dieta basal ou dieta hiperlipidica suplementada com diferentes
células de L. acidophilus CH5, L. acidophilus NCFM e L. casei spp., por um
periodo de 14 dias. Observou-se que as especies L. acidophilus CH5 elL. casel
Spp. apresentaram praticamente o dobro da atividade da enzima BSH de L.
acidophilus NCFM. A suplementacéo de probioticos aos animais ndo alterou
(P>0,05) o consumo alimentar, o coeficiente de eficiéncia alimentar, o ganho
de peso, o indice de peso de figado, o indice de peso do baco, o indice aterogénico

e a concentracdo de colesterol totd, HDL-C, VLDL+LDL-C, &cidos biliares e
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triacilgliceris entre os grupos experimentais. Por outro lado, a dieta
hiperlipidica administrada aos animais ndo aumentou a concentragdo de
colesterol sanguiineo (P>0,05). Avaliando-se o efeito da administracdo de
diferentes concentraces de L. casei spp. (10*, 10°, 10® UFC/mL) em ratos
normo e hipercolesterolémicos, por um periodo de 14 dias, verificou-se que 0
ganho de peso (P<0,05), o coeficiente de eficiéncia alimentar (P<0,01) e os
parametros sanguineos (indice aterogénico e niveis séricos de colesterol totd,
triacilgliceréis, HDL-C, LDL+VLDL-C) (P<0,01) dos animais que receberam
a dieta hiperlipidica foram superiores as dos animais que receberam a dieta
basal. No entanto, independentemente do tipo de dieta, as diferentes
concentracoes de L. casel spp. administradas aos animais nao exerceram efeito
sobre esses parametros (P>0,05). Embora houvesse aumento (P<0,01) no peso
do figado, na concentracdo de colesterol hepético e na concentracdo de
colesterol e &acidos biliares fecais nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica quando comparados com o0s que receberam a dieta basal.
Observa-se que o efeito de dose foi significativo no colesterol hepético
(P<0,01) e fecal (P<0,05), independentemente do tipo de dieta. No entanto,

ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre as diferentes concentragbes
de L. casel spp. Repetindo a experimentacdo anterior em coelhos normo e
hipercolesterolémicos, porém utilizando as concentraces 10°, 10,
10° UFC/mL, verificou-se que os parametros sangiiineos (P<0,01), o peso do
figado (P<0,01) e a concentracdo de colesterol hepético e colesterol fecal

(P<0,01) dos animais que receberam a dieta hiperlipidica foram superiores aos
dos animais que receberam adieta basal. No entanto, diferentemente de ratos,
o efeito de dose ndo foi significativo (P>0,05) para todas as caracteristicas
analisadas. Quanto ao efeito de dose em outras propriedades funcionais do
tubo digestorio em ratos e coel hos normocol esterol émicos, constatou-se que as
diferentes concentragdes probidticas testadas aumentaram os niveis de
Lactobacillus (P<0,01) e reduziram os niveis de E. coli (P<0,05) e a atividade
da enzima &glucuronidase (P<0,01) em ratos, mas ndo em coelhos (P>0,05).

Por outro lado, ndo houve alteragdo no peso do bago, nem na contagem
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bacteriana neste 6rgdo (P>0,05), mas houve aumento do comprimento das
vilosidades intestinais (P<0,01) nos dois modelos animais. Portanto, conclui-
se que, embora ndo houvesse ateragcdo na colesterolemia dos animais, a
suplementacdo de doses crescentes de L. casel spp. exerceu alguma influéncia
no metabolismo de colesterol, na morfologia intestinal e na modulagéo da
microbiota intestind, aumentando os niveis de lactobacilos e reduzindo os

niveis de E. coli, dos dois model os estudados.
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ABSTRACT

SANTOS, Ferlando Lima, D.S., Universidade Federd de Vicosa, April 2003.
Effect of lipid metabolism and other functional properties of the
alimentary canal in two animal models. Adviser: Célia LUcia de Luces Fortes
Ferreira. Committee Members. Neuza Maria Brunoro Costa and Tania Toledo de
Oliveira

Probiotics, whether in the form of fermented dairy products or not, are
known as functional foods and have been recommended as dietary adjuncts to
individuals with hypercholesterolemia. Five bioassays were carried out to
evaluate the effect of probiotics on the lipid metabolism and other functional
properties of the alimentary canal in 104 rats and 48 rabbits. Cholesterolemia
modulation was evaluated in rats fed a basal diet or hyperlipidic diet
supplemented with different cells of L. acidophilus CH5, L. acidophilus NCFM
and L. casel spp. for 14 days. The species L. acidophilus CH5 and L. casal spp.
were observed to present practically double the BSH enzyme activity of the L.
acidophilus NCFM. Probiotic supplementation fed the animals did not alter (P >
0.05) food consumption, food efficiency coefficient, weight gain, liver weight
index, spleen weight index, atherogenic index, and total cholesterol
concentration, HDL-C, VLDL+LDL-C, bile acids and triacylglycerol among the
experimental groups. However, the hyperlipidic diet fed the animals did not
increase blood cholesterol concentration (P>0.05). The evaluation of the effect of
feeding different concentrations of L. casei spp. (10%, 10° 10® UFC/mL) to
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normal and hypercholesterolemic rats for 14 days, showed tha weight gain (P
>0.05), food efficiency coefficient (P<0.01) and blood parameters atherogenic
index and serum levels of tota cholesterol, triacylglycerol, HDL-C,
LDL+VLDL-C) (P<0.01) of the animals fed the hyperlipidic diet were higher
than those of the animals fed a basal diet. Regardless of the type of diet, different
concentrations of L. casel spp. fed to the animals did not have an effect on these
parameters (P>0.05), despite the increase (P<0.01) in liver weight, liver
cholesterol concentration, and cholesterol and fecal bile acid concentrations in
the animals fed the hyperlipidic diet, compared to those fed the basal diet. It was
observed that the dose effect was significant for the liver cholesterol (P<0.01)
and fecal cholesterol (P<0.05), regardless of type of diet. However, no significant
difference was found (P>0.05) among the different concentrations of L. casei
spp. The repetition of the previous experiment using norma and
hypercholesterolemic rabbits, but at concentrations10°, 10°, 10° UFC/mL,
showed that the blood parameters (P<0.01), liver weight (P<0.01) and liver
cholesterol concentration and fecal cholesterol (P<0.01) of the animals fed the
hyperlipidic diet were higher than those of the animals fed the basal diet.
However, contrary to the rats, the dose effect was not significant (P>0.05) for all
the characteristics analyzed. Regarding the dose effect on other functional
properties of the alimentary canal in normocholesterolemic rats and rabbits, it
was confirmed that the different probiotic concentrations tested increased the
Lactobacillus levels (P>0.05) and decreased E. coli levels (P<0.05) and the
enzyme b-glucuronidase activity (P<0.01) in rats but not in rabbits (P>0.05). On
the other hand, no alteration was found either in spleen weight nor in spleen
bacterial counting (P>0.05) but there was an increase in the length of the
intestinal villi (P>0.01) in both animal models. Therefore, it was concluded that,
athough no alteration was verified in the animas cholesterolemia
supplemmenting increasing L. casei spp. doses had some effect on cholesterol
metabolism, intestinal morphology and intestinal microbiota modulation,

increasing the Lactobacillus levels and reducing the E. coli levels for both
models studied.
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1.INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida, juntamente com a modificagdo no
estilo de vida do homem moderno, promoveu 0 aumento nas taxas de incidéncia
e prevaléncia das doencas cronico-degenerativas, principalmente das doencas
cardiovasculares. Como conseqiiéncia, essas doencas passaram a representar a
maior causa de morte na populacdo mundial. Adicionalmente, sabe-se que a
concentrac@o elevada de colesterol sangtiineo, particularmente da fracdo LDL-C
(lipoproteina de baixa densidade), tem sido associada a0 risco de doencas
cardiovasculares e que a reducdo na colesterolemia esta relacionada ao
decréscimo significativo desse risco. Com isso, tem havido uma crescente
preocupacdo na busca de novas aternativas, principalmente nas de origem
dietética, que diminuam a concentracdo de colesterol sérico, visando reduzir a
incidéncia dessas doencas. Deste modo, pesquisas tém sido conduzidas para
avaliar o efeito hipocolesterolemiante de diversos compostos presentes em alimentos.

Estudos empregando modelo animal e humano indicam que aguns
alimentos possuem funcéo metabdlica e regulatéria na fisiologia do organismo,
promovendo a nutricdo e a salde e prevenindo doencgas. Esses alimentos,
denominados “aimentos funcionais’, tém sido avaliados na reducéo dos niveis

séricos de colesterol e, consegiientemente, do risco de doencas cardiovascul ares.



Dentro dessa concepcéo, s efeitos fisiol6gicos da administracéo oral de
células de bactérias probidticas tém sido estudados em diversos modelos
experimentais, resultando no acimulo de informagdes sobre a atuacdo desses
microrganismos no metabolismo de colesterol. Estudos sobre o efeito
hipocolesterolemiante  dessas bactérias tém demonstrado  resultados
contraditorios. Em adicéo, ndo se tem estudado o efeito da dosagem probidtica
sobre o metabolismo de colesterol, e os modelos animais utilizados sao
predominantemente hipercol esterol émicos.

Assim, em reposta a este quadro, desenvolveu-se este estudo com o
objetivo de avaliar o efeito de diferentes concentragdes de Lactobacillus casel
spp. no metabolismo lipidico em ratos e coelhos normo e hipercolesterolémicos e
em outras propriedades funcionais do tubo digestorio, como niveis de E. coli, na
atividade da enzima &-glucuronidase, na taxa de translocacdo dos
microrganismos administrados e na morfologia intestinal, nos dois modelos
estudados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Considerac0fesiniciais

Nas ultimas décadas, a melhoria das condi¢fes de vida, juntamente com os
avangos da medicina promoveu 0 aumento da expectativa de vida do homem.
Concomitantemente, ocorreu um rapido processo de modernizacdo e
industrializagdo das cidades, o que concorreu para a modificagdo no estilo de
vida de seus habitantes. Como consequéncia, houve o aumento nas taxas de
incidéncia e prevaléncia das doencas crénico-degenerativas, como doencas
cardiovasculares, cancer e diabetes mellitus (GURALNIK et al., 1996;
SZRETER e MOONEY, 1998; DONALDSON, 2000; GRACEY, 2000;
HAYFLICK, 2000; HORIUCT, 2000; NANCY e CLEEMAN, 2002).

Em paises desenvolvidos e em centros urbanos de paises em
desenvolvimento, as doencas cardiovasculares representam a maior causa de
morte na populacdo adulta, sendo responsavel por um terco das mortes ocorridas
no mundo (WHO, 1997). Essas doencas tém elevado a taxa de morbidade
populacional e representam 0S maiores custos na area da saude publica
(ASSMANN et al., 1998).

Os niveis de lipidios plasmaticos estdo associados as doencas

cardiovasculares. Desde a infancia, observa-se a deposicdo de lipidios na camada



intima das artérias. Inicialmente aparecem manchas lineares amareladas (atty
streak), que vao progredindo com espessamento e fibrose, caracterizando a placa
de ateroma que, num estdgio mais avancado, pode manifestar calcificagdo,
hemorragia e trombose local das artérias (GOLDSTEIN et al., 1979; NORA et
a., 1980; FLAVANHAN, 1992; STRONG, 1992; BERLINER et al., 1995). A
aterosclerose exerce papel preponderante dentre as doencas cardiovasculares. O
seu desenvolvimento promove a obstrucdo do fluxo de sangue nas artérias
corondrias, 0 que contribui para o agravamento de patologias associadas a esta
doenca, tais como hipertensdo arterid, infarto agudo do miocérdio e acidente
vascular cerebral (WHO, 1997).

Estudos epidemiol 6gicos tém estabelecido a relagdo entre nivel elevado de
colesterol e aterogénese, em especial as correlacbes positivas entre a doenca
arterial coronariana e as concentracdes plasmaticas de colesterol total e de LDL-
C (lipoproteina de baixa densidade) e correlagdo negativa com o HDL-C
(lipoproteina de alta densidade) (LAW et al., 1994 a, b, c; LEVINE et al., 1995;
LAW e WALD, 1999; WALKER, 1999). O primeiro estudo que associou niveis
elevados de colesterol a aterosclerose foi desenvolvido por ANITSCHKOW e
CHALATOW (1913), que induziram a formacéo de placas de ateroma em
coelhos alimentados com dieta rica em gema de ovo. Posteriormente, essa
relacdo foi observada em humanos (MULLER, 1938; THANNHAUSER e
MAGENDANTZ, 1938).

Em 1949, um um estudo prospectivo com moradores da cidade de
Framingham, nos Estados Unidos, aém da hipercolesterolemia, foram
identificados o tabagismo, a obesidade, 0 sedentarismo e a hipertensdo arterial
como os principais fatores de risco das doencas cardiovasculares (DAWBER e
KANNEL, 1966). Esses resultados incentivaram diversos estudos
epidemiol 6gicos, sobretudo nas décadas de 60 e 70, que corroboraram os fatores
ja citados em populacBes com alta incidéncia de doencas cardiovasculares
(ROSE et al., 1965; LEREN et al., 1966; KEYS et al., 1967; DAYTON et .,
1969; GPNTR, 1971; GROSS e FIGUEREDO, 1973; DETRE et a., 1974,
ROBERTSON et al., 1977, DORR et al., 1978; WOODHILL et al., 1978).



Os principais estudos epidemiologicos e experimentais desenvolvidos
entre 1950 e 1990 foram analisados por LAW et a. (1994), para estimar a
associacdo entre concentracdo sérica de colesterol e doengas cardiovasculares.
Desta forma, foram avaliados 12 estudos prospectivos em comunidades de
diversos paises e 28 ensaios experimentais. Os resultados demonstraram que a
reducdo de 10% nos niveis de colesterol sangliineo promoveria a dimirui¢cdo no
risco da mortalidade por doencas ateroscleréticas de 50, 40, 30, e 20% em
individuos com aidade de 40, 50, 60 e 70 anos, respectivamente.

Essa realidade tem proporcionado a crescente preocupagdo na busca de
novas aternativas, principalmente nas de origem dietética, que promovam a
diminuicdo do colesterol sérico, para que haja reducdo no risco de morte por
doencas cardiovasculares. Deste modo, pesquisas tém sido conduzidas para
avaliar o efeito hipocolesterolemiante de diversos compostos presentes em
aimentos (HARRIS et a., 1990; CHOUDHURY et al., 1994; LEE et al., 1994;
ANTHONY et a., 1996; HEBBACHI et al., 1997; PEDERSEN et al., 1997;
NESTEL et a., 1997; NICOLISI et a., 1997; ROSA et al., 1998b; BOK et a.,
1999; BORRADAILE, 1999; USMAN e HOSONO, 2000; KUROWSKA, 2000;
MOUGIOS et al., 2001).

Assim, tem-se sugerido o aumento na dieta de &cidos graxos 6mega 3,
fibra soltvel, isoflavonas, flavondides, &cido linoléico conjugado, prebidticos e
probi6ticos e o consumo moderado de alcool. Ainda que essas pesquisas tenham
comprovado em modelos animais e humanos a eficacia desses componentes
alimentares na reducéo da colesterolemia, € necessaria a conducéo de estudos que
investiguem o efeito da concentragdo dessas substancias na modulacdo do

colesterol sérico em humanos.
2.2. Alimentos funcionais
Os alimentos funcionais sdo definidos como agueles que apresentam

compostos, nutrientes ou ndo, com propriedade de promover a saide ou diminuir

0 risco de doengas quando consumidos em quantidades tradicionais



(ROBERFROID, 1999; 2000b). O termo surgiu no Japédo no final da década de
80, como resposta da industria de alimentos a um apelo do governo japonés,
preocupado com o aumento na incidéncia das doencas cronico-degenerativas na
populacéo japonesa de terceira idade. Assim, foram lancados varios alimentos
fortificados com vitaminas, minerais, e atualmente esses produtos denominados
funcionais podem carrear substancias prebidticas, microrganismos probioticos e
outros componentes (MILNER, 2000; ROBERFROID, 2000c).

2.2.1. Propriedades funcionais de probioticos e prebibticos

Os probidticos sdo produtos definidos como suplemento dietético que
contém bactérias viaveis de origem intestina humana, quando o produto se
destina a0 consumo humano, e bactérias de origem intestinal animal especifica,
quando este se destina ao consumo de uma determinada espécie animal. Esses
produtos afetam beneficamente o hospedeiro pela melhoria do balango da
microbiota intestinal que foi, de agum modo, desbalanceada por tratamentos
com antibidticos, quimioterapia, radioterapia ou por situacdo de estresse
(FERREIRA, 1998).

Ouitras fungdes tém sido inferidas aos alimentos carreadores de bactérias
probidticas, como ativagdo do sistema imune, efeito na encefalopatia portal
sistémica, atividade anticarcinogénica, sintese de vitaminas do complexo B,
melhoria na digestdo da lactose por individuos lactase ndo-persistentes, aumento
na absor¢éo de minerais, inibicdo de patdégenos e diminuicdo do colesterol sérico
(SANDERS, 1993, 1999; SALMINEN et al., 1999; NAIUDU et al., 1999;
WOLLOWSKI et al., 2001; YBARRA et a., 2001). As principais bactérias
probioticas sdo do género Lactobacillus e Bifidobacterium (FULLER, 1999).

Os prebidticos séo alimentos que ndo sdo digeriveis no intestino delgado e
atingem o intestino grosso, onde estimulam um determinado grupo microbiano.
Os prebiodticos mais comuns sdo os frutooligossacarideos (FOS) e as inulinas,
gue estimulam principalmente as bactérias bifidas (GIBSON e ROBERFROID,
1995; ROBERFROID, 2001). Os alimentos que carreiam a0 mesmo tempo



bactérias probidticas e substancias prebidticas sdo denominados simbidticos
(GIBSON, 1998; DE VRESE e SCHREZENMEIR, 2001).

Os efeitos profiléticos e terapéuticos das bactérias | aticas foram estudados
no inicio do século passado, quando METCHNIKOFF (1908) lancou a teoria
sobre o prolongamento da vida por meio do consumo regular de leites
fermentados. No entanto, o primeiro trabalho que relacionou o efeito da
microbiota intestinal sobre o metabolismo de colesterol foi desenvolvido por
Eyssem (1966) (EY SSEN, 1973). Posteriormente, MANN e SPOERRY (1974)
estudaram essa associagdo em seres humanos, quando observaram a relagdo entre
0 consumo elevado de leites fermentados e a reducdo de colesterol sérico em
individuos da tribo Maasai. Desde entdo, pesquisas vém corroborando essas
observagdes iniciais, relacionando o consumo de leite fermentado e a modulagéo
na colesterolemia de diversos modelos experimentais. No entanto, o0s
mecanismos pelos quais as bactérias | aticas favorecem a diminuicdo do colesterol
sérico ainda ndo estdo devidamente esclarecidos. No Quadro 1 estdo os trabalhos

publicados nos dez ltimos anos.

2.3. Metabolismo de colester ol

Desde que foi isolado de calculos biliares em 1784, o colesterol tem sido a
molécula que mais recebe atencdo na biologia. O colesterol desempenha diversas
fungbes no organismo animd, dentre elas a composi¢do estrutural de membrana
celular, a sintese de hormdnios sexuais, a formagdo de vitamina D e asintese de
sais biliares e horménios esteréides (LEHNINGER, 2000). Por outro lado, é
também o principal constituinte dos calculos biliares, além de exercer importante
papel na génese da aterosclerose (MURRAY, 1994). O figado € o principal 6rgéo
da biossintese de colesterol, e a sua via metabdlica € regulada pelas enzimas
HMG-CoA redutase (3-hidroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase) e 7a-
hidroxilase. Adicionamente, a maior parte do colesterol total do organismo é
originada de sintese endégena; em humanos, por exemplo, ocorre baixa absor¢éo
de colesterol dietético (2 a4 mg/kg de peso corporal/dia) em relagdo a sintese



Quadro 1 — Resumo dos estudos que avaliaram a propriedade hipocol esterolemiante das bactérias do &cido latico nos ultimos dez anos

Autor

Caracteristicas do Estudo
(populacéo/colester olemia/
tempo, em dias)

Microorganismo Envolvido

Resultados sobre o Metabolismo de
Colesterol

NAKAJMA etal. (1992)
AGERBAECK et al. (1995)

FUKUSHIMA e NEKANO (1995)

ABDULRAHIM et al. (1996)

FUKUSHIMA e NEKANO (1996)

HADDADIN et a. (1996)
MOHAN et al. (1996)

RICHELSEN et al. (1996)
AKALIN et al. (1997)
BEENA e PRASAD (1997)
SESSIONS et al. (1997)
DE SMET et al. (1998)

DU TOIT et al. (1998)
HAYAKAWA et al. (1998)

SCHAAFSMA et al. (1998)

SPANHAAK et al. (1998)
TARANTO et al. (1998)

Ratos, HC, 7
Individuos, HC, 42

Ratos, HC, 42

Frangos, NC, 112
Ratos, HC, 28

Pintos, NC, 336
Frangos, NC, 56

Individuos, NC, 42
Camundongos, HC, 56
Ratos, HC, 30
Individuos, HC, 84
Suinos, HC, 91

Suinos, HC, 35
Hamster, HC e NC, 7

Individuos, HC, 50

Individuos, NI, 49
Camundongos, HC, 7

Lactobacillus cremoris
Enterococcus faeciunv Streptococcus
thermophilus
Bacillus, Lactobacillus, Candida,
Sacharomyces, Streptococcus
L. acidophilus
Bacillus, Lactobacillus, Candida,
Sacharomyces, Streptococcus e Clostridium
L. acidophilus
L. acidophilus, L. casei, Bifidobacterium
bifidum, Aspergillus oryzae, Torulopsis
Enterococcus faecium, Streptococcus
thermophilus
L. acidophilus, L. delbruckii ssp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus
L. delbruckii ssp bulgaricus, Streptococcus
thermophilus B. bifidum
Enterococcus faecium, Streptococcus

thermophilus

L. reuteri

L. johnsonii, L. reuteri
B. breve

L. acidophilus, L. delbruckii ssp bulgaricus,
Streptococcus thermophilus

L. casei biovariedade Shirota

L. reuteri

~ CT- HDL
~ CTelDL

- esterGides fecais,  CT, LDL, VLDL e HMG
CoA redutase

~ CT nagemadeovo

- saisbiliaresfecais

~ CT, LDL e HMG CoA redutase

~ CT nagemadeovo

~ CT dosoroe” CT nagemadeovo

NS

~ CTelLDL

- TG,  CT, LDL
NS

~ CT eLDL no soro

- CT

NC™ LDL eVLDL-C

HC ™ CT, LDL eVLDL-C;- AB fecal
"~ CT,LDL eLDL:HDL

NS
- HDL:LDL  CTeTG




Quadro 1, Cont.

Autor

Caracteristicas do Estudo
(populagao/colester olemia/
tempo, em dias)

Microorganismo Envolvido

Resultados sobre o Metabolismo de
Colesterol

DE ROOS et al. (1999)

ANDERSON e GILLILAND
(1999)
FUKUSHIMA et al. (1999)

HADDADIN et al. (1999)
LUBBADEH et al. (1999)

AGERHOLM-LARSEM et al.

(2000)
CANZI et al. (2000)

ASHAR et dl. (2000)

ZHOU et al. (20007)
TARANTO et al. (2000)

KAWASE et al. (2000)
USMAN e HOSONO (2000)
PIETRAS et al. (2001)
SCHAARMANN et a. (2001)

JAHREIS et al. (2002)

Individuos, HC e NC, 42
Individuos, HC, 56
Ratos, HC, 28

Ovelhas, NC, 112
Ovelhas e cordeiro, NC, 120
Individuos obesos, 56

Coelhos, HC, 42

Humanos, NC e HC, 20

Camundongos, NC, 28
Camundongos, HC, 7

Ratos, HC, 14
Individuos, HC, 56
Ratos, HC, 14

Frangos, NC, 49
Individuos, NC e HC, 51

Individuos, NI 35

L. acidophilus, Sthermophilus
L. acidophilus

Bacillus, Lactobacillus, Candida,
Sacharomyces, Streptococcus e Clostridium
L. acidophilus

L. acidophilus

Enterococcus faecium, L. acidophilus,
L.rhamnosus, Streptococcus ther mophilus

L. acidophilus, L. delbruckii ssp. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus

L. acidophilus

-

. acidophilus, L.rhamnosus, B. lactis
. reuteri

-

L. casi e S. thermophilus

L. gasseri

L. acidophilus, E. faecium

L. acidophilus, B. longum, Lactobacilluslactise
S. thermophilus

L. paracasei

NS (NC e HC)

(o1)

- atividade da D6-desaturase e &cido
araquidoénico, ~ CT do soro

~ CT noleite

~ CT presente nacarne dos animais

LDL

CT

NC:- TGeVLDL

HC:  CTelLDL

NS

" CT,LDL eAB do soro

- AB dasfezes

Ratos:.” CT

Individuos; - HDL, TG

- HDL:LDL  CT eTG

~ CT, HDL do soro

IndividuosNC: ~ CT eLDL-C, TG;- HDL
IndividuosHC:  CT eLDL-C, TG;- HDL
NS

HC = hipercolesterolémico; NC = normocolesterolémico; CT = colesterol total; TG =trigliceridios; AB = &cidos biliares; HMG CoA redutase, hidroxi metil glutaril coenzima
A redutase; NI, ndo-identificado; NS, ndo-significativo; - = elevacéo; e = reducéo.



endogena (9 a 13 mg/kg de peso corporal /dia) (SHILS, 1994). Porém, a elevacéo
na concentrag@o de colesterol sérico, além dos fatores genéticos, deve levar em
consideragcado outros fatores, como tabagismo, estresse, ingestdo de gordura
saturada, sedentarismo, entre outros. Na Figura 1 estdo as principais vias
metabolicas do colesterol.

A enzima HMG-CoA redutase catalisa uma das etapas de formagéo da
molécula de colesterol, no entanto a concentracdo de colesterol celular podera
inibir ou estimular essa via metabdlica (GRUNDY, 1983). Por outro lado, os
principais produtos do catabolismo de colesterol sdo os &cidos hiliares, reacdo
catalisada pela enzima hepética 7a-hidroxilase, que favorecem a absor¢éo de
lipidios no trato gastrointestinal. Os &cidos colico e quenodesoxicolico sdo 0s
principais acidos biliares primaérios. Estes sdo conjugados com ataurinae glicing,
secretados na vesicula biliar e, posteriormente, liberados no duodeno. A maior
parte dos acidos biliares primarios é reabsorvida na porcdo ileo termina e a
menor, no intestino grosso, retornando pela veia porta para o figado, onde séo
secretados novamente na vesicula biliar, completando, deste modo, a circulacéo
enterohepética (QUINTAO, 1990; MURRAY et al., 1994).

Os &cidos biliares que ndo foram reabsorvidos sdo desconjugados pela
enzima bacteriana BSH (bile salt hydrolase; E.C.3.5.1.24) e, posteriormente,
dehidroxilados por meio da enzima bacteriana 7a-dehidroxilase, que convertem
os acidos biliares primérios nos acidos biliares secundarios, o acido desoxicoélico
a partir do cdlico e o litocdlico a partir do quenodeoxicdlico. Sabe-se que cerca
de 98-99% dos éacidos hiliares secretados no intestino sdo reabsorvidos pela
circulagdo enterohepétca. Entretanto, o &cido litocdlico, devido a sua insolubilidade,
ndo € reabsorvido significativamente, levando, assim, ao aumento na excrecdo desses
&cidos (BORRIELLO, 1986; MURRAY et a., 1994). O colesterol ndo absorvido
passa para 0 colon, onde é transformado pela microbiota intestinal em oxidos de
colesterol (coprostanol, coprostanona, entre outros), que sao excretados nas fezes. O
colesterol hepético pode ser ainda excretado nas lipoproteinas do plasma, na
urina, nas glandulas mamarias e na superficie das membranas celulares
(MURRAY et al., 1994). Na Figura 2 esta a biossintese de écidos biliares.
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Adaptacdo: MURRAY et al. (1994) e VLAHCEVIC et al. (1999). QDO: &cido quenodesoxicdlico.

Figura 1l — Resumo das principais vias metabdlicas do colesterol em seres humanos.
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Figura 2 — Metabolismo dos principais acidos biliares verificados em humanos. A = 7a-hidroxilase; B = BSH; e C = 7a-dehidroxilase.
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2.3.1. Transporte de colesterol

Os lipidios sdo pouco solUveis em solugdo aguosa, sendo transportados no
sistema circulatorio ligado a lipoproteinas. Existem quatro grupos de
lipoproteinas responsaveis pelo transporte de colesterol: quilomicrons, VLDL
(lipoproteina de muita baixa densidade), LDL e HDL-C. Os quilomicrons s&o
formados no intestino e sua principal funcéo é o transporte dos triacilgliceréis e
do colesterol exdgeno do intestino para os sitios de metabolizacdo e estocagem
(figado, musculos e tecido adiposo). As VLDL-C transportam os trigliceridios
enddgenos e o colesterol para os tecidos periféricos, mas durante o percurso so
hidrolisadas pela lipase lipoprotéica, formando particulas intermediarias
denominadas IDL-C (lipoproteina de densidade intermediaria) (remanescentes de
VLDL-C) e, posteriormente, resultando em LDL-C, que sdo as principas
moléculas transportadoras de colesterol para as células extra-hepaticas. As HDL-
C transportam o colesterol dos tecidos periféricos para o figado, processo
denominado “transporte reverso de colesterol”. A concentracdo dessas
lipoproteinas esta relacionada com os niveis séricos de colesterol (QUINTAO,
1992; MURRAY et al., 1994; SHILS, 1994).

A captacdo de LDL pelas células € um processo altamente regulado. O
aumento do contetdo celular de colesterol livre desencadeia trés efeitos
regulatérios: i) supressdo da sintese enddgena de colesterol, pela inibicdo da
enzima HM G-CoA redutase e também pela supressao da transcri¢cdo do gene para
esta enzima, além de sua acelerada degradacéo; ii) ativacdo da enzima acil-
colesterol aciltransferase (ACAT), promovendo 0 armazenamento do excesso de
colesterol na forma de goticulas de ésteres de colesterol; iii) regulagdo da sintese
do proprio receptor de LDL, pelareducéo do contelldo de mRNA para o receptor,
assegurando que o colesterol néo seja captado em excesso pela célula quando a
colesterolemia esta elevada. Entretanto, quando a concentracdo de colesterol
intracelular diminui, a regulacdo faz-se no sentido contrario, ocorrendo maior
producédo dos receptores celulares (MATHEWS e VAN HOLDE, 1990). Nas

células, a sintese de colesterol € controlada pela taxa na qual o colesterol é
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captado a partir da corrente sanglinea. A homeostase € mantida por um
mecanismo que coordena a ingestdo dietética, a sintese enddgena e sua utilizacéo
pelas células (LENINGHER, 2000).

Geramente, a quantidade aceitavel de colesterol total deve estar abaixo de
200 mg/dL, a concentragdo de LDL-C deve estar abaixo de 130 mg/dL e a de
HDL-C acima de 40 mg/dL (SANTOS, 2001). Embora variaveis ambientais e
genéticas influenciem o nivel de colesterol sérico, existe grande correlacdo entre
ingest&o dietética de gordura saturada e concentracéo de colesterol sangliineo em
diferentes populacdes (ROSSOUW, 1990). Atualmente, a estratégia dietética
deve representar a medida inicial no tratamento da hipercolesterolemia,
entretanto, quando os objetivos ndo sdo atingidos, deve ser considerada a

associacdo com drogas hipolipidemiantes.

2.4. Modelos animais utilizados no estudo da colester olemia

Embora alguns animais de laboratério apresentem semelhancas com o
metabolismo humano, existem vérias diferencas quando se observam os aspectos
fisiologicos e bioquimicos de cada espécie. Por exemplo, diferentemente de
humanos, varios modelos animais apresentam perfil de lipoproteina diferenciado
guando estdo em estado de colesterolemia normal e elevado. Em decorréncia
disto, os dados do metabolismo de colesterol gerados a partir do uso desses
animais devem ser vistos com cautela, servindo de parametro para mais estudos
que utilizam outros model os experimentais. A seguir seradiscutido o metabolismo
de colesteral deratos, camundongos e coelhos.

Ratos e camundongos sdo as espécies mais amplamente utilizadas em
experimentacdo animd, devido a disponibilidade de linhagens isogénicas, ao
baixo custo e a facilidade de manutencdo e observacdo em laboratério
(ARRINGTON, 1972). Entretanto, diferentemente do metabolismo humano, os
ratos e os camundongos transportam a maior parte do colesterol na fragdo HDL-
C (70%), sdo bastante resistentes a hipercol esterolemiainduzida por dietaricaem
colesterol e, ou, gordura (SPADY e CUTHBERT, 1992; SEHAYEK et al., 2000)

14



e ndo possuem a enzima plamética CETP (cholesteryl ester transfer protein),
responsavel pela transferéncia de colesterol esterificado entre as lipoproteinas
(BARTER e LALLY, 1978, TAKAHASHI et a. 2001). Além disto,
diferentemente de outros modelos convencionais de laboratério, 0s ratos nao
apresentam vesicula biliar (SCHAIQUEVICH et al., 2002). Apesar dessas
diferencas, ratos, camundongos e seres humanos possuem, com poucas excegoes,
0 mesmo conjunto de genes que controlam o metabolismo de lipoproteinas
(HOFKER et al., 1998).

O coelho foi o primeiro modelo animal utilizado no estudo da lipidemia
(IGNATOWKI, 1908). Diferentemente dos modelos citados anteriormente, os
coelhos sdo muito suscetiveis a dieta rica em colesterol, fazendo deste animal um
bom modelo para estudo da hipercolesterolemia e aterosclerose (KOVANEN et
al., 1981). Essa espécie animal apresenta algumas semelhangcas com o
metabolismo humano, por exemplo, apresenta a mesma composi¢ao e contetido
de apo-B nas lipoproteinas (CHAPMAN, 1980), producdo de VLDL-C contendo
apoB-100 (GREEVE et a., 1993) e concentracéo plasmética elevada da enzima
CETP (TALL, 1993). A fracdo LDL-C transporta a maior parte do colesterol
plasmético, de forma similiar aos humanos, contudo a suplementacdo de
colesterol dietético promove nos coelhos um aumento acentuado da fragdo
VLDL-C (KOVANEN et a., 1981). Ao contrério dos ratos, camundongos e
humanos, a enzima lipase hepética apresenta baixa atividade nesses animais,
responsavel pela hidrélise de fosfolipidios, principalmente das particulas de
HDL-C (FANE et al., 1994).

Algumas espécies de coelhos desenvolvem dislipidemias naturalmente,
semelhantes aquelas verificadas em humanos. O perfil das lipoproteinas das
linhagens WHHL (Watanabe heritable hyperlipidemic) e STH (&. Thomas
hospital) € similar ao dos pacientes que apresentam hiperlipoproteinemia do tipo
[la (hipercolesterolemia) e Il1b (hipertrigliceridemia com ou sem hipercolestero-
lemia), respectivamente (TANZAWA et d., 1980; BEATY et a., 1992). Essas
alteragdes estéo relacionadas com o desenvolvimento da aterosclerose nessas especies,
assim como em humanos (UPSTON et a., 2001).
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2.5. Acéo das bactérias probiéti cas na reducéo do colesterol

Quando ingeridos, os leites fermentados carreadores de bactérias
probioticas promovem a modulacdo na populacdo microbiana do trato intestinal
(FULLER, 1999). Essas bactérias sdo encontradas distribuidas em regibes
especificas do trato gastrointestind, de acordo com as condic¢des de cada regiéo,
como disponibilidade de nutrientes, pH, potencial redox e fatores quimicos e
fisicos. Portanto, os lactobacilos colonizam o intestino delgado, enquanto as
bactérias bifidas colonizam o intestino grosso (HOLZAPFEL et al., 1998). Gs
efeitos fisiol 6gicos da administragdo oral de células de bactérias probidticas tém sido
estudados, resultando no acumulo de informacbes sobre a atuacdo desses
microrganismos no metabolismo de colesterol de diversos modelos. animal e
humano. Os possiveis mecanismos de acdo das bactérias probidticas sobre o

metabolismo do colesterol estdo demonstrados na Figura 3.

2.5.1. Desconjugacéo de acidos biliares

Alguns pesquisadores interpretaram a diminuicdo de colesterol pelas
bactérias do &cido latico (BAL) como sendo uma assimilacéo de colesterol por
essas bactérias. Em um desses estudos, conduzido por GILLILAND et al. (1985),
investigou-se in vitro a diminuicdo do nivel de colesterol no sobrenadante da
cultura de Lacobacilus acidophilus, incubada na presenca de sais biliares. Os
autores observaram o aumento do nivel de colesterol no concentrado celular e
interpretaram esse resultado como assimilacdo de colesterol pelas células de L.
acidophilus. A mesma interpretacao foi feita por RASIC et a. (1992), WALKER
e GILLILAND (1993), BUCK e GILLILAND (1994), NOH et a. (1997) e
BRASHEARS et al. (1998) quando observaram a reducdo de colesterol em
experimentacdo semelhante.

Em contrapartida, KLAVER e MEER (1993) estudaram a fermentacgao in
vitro de L. acidophilus e Bifidobacterium bifidum na presenca e na auséncia de

acidos hiliares conjugados. Os resultados evidenciaram uma relacdo entre o
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Figura3 — Possiveis mecanismos de agdo das bactérias probidticas sobre o
metabolismo de colesterol.

colesterol precipitado e a desconjugacdo de acidos biliares, pois as variedades de
microrganismos presentes na experimentacao tinham capacidade de desconjugar
os &cidos biliares e causavam ndo apenas a precipitacdo desses écidos, mas
também do colesterol. Os autores concluiram que a remocao de colesterol do
meio de cultura ndo foi resultado de assimilac&o pelas células bacterianas, mas da
precipitacdo deste, em consequéncia da reducdo de solubilidade dos acidos
biliares desconjugados sob condic¢des &cidas.

TARANTO et al. (1997) propuseram uma hipotese alternativa ao modelo
de assimilagdo de colesterol pelas BAL. No estudo in vitro foi utilizado
colesterol marcado ([°H] cholesterol) no meio de crescimento de Lactobacillus
reuteri. Os resultados demonstraram que, inicialmente, ocorreu aumento de
colesterol no precipitado e depois reducéo deste no sobrenadante. Porém, quando

esse precipitado foi ressuspendido em tampé&o fosfato (pH 7,0), o colesterol
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removido foi parciamente redissolvido, concluindo-se que a remocdo de
colesterol foi devido a insolubilidade do composto em pH acido. Os autores,
ainda neste estudo, avaliaram a parede/membrana celular e o citoplasma das
células. O colesterol marcado foi detectado em 20% da parede/membrana celular,
mas ndo foi encontrado no citoplasma. Deste modo, concluiu-se que o modelo de
assimilagcdo de colesterol adotado por alguns pesquisadores para explicar a
diminuicao de colesterol nos ensaios in vitro poderia ndo ser resultado da absorcéo
de colesterol pelas células bacterianas, mas da adsor¢éo na parede/membrana celular.
Os autores sugerem que o principa mecanismo para explicar o efeito
hipocolesterolemiante das bactérias |&icas € a atividade da enzima BSH, que
aumentou os acidos biliares desconjugados (menos soliveis em pH baixo) e,
conseqlentemente, lewou a precipitacdo do colesterol. No entanto, como 0s
resultados dos estudos in vitro foram desenvolvidos em condicdes é&cidas
(pH < 6), e considerando 0 pH intestinal humano (entre 7 e 7,5), € pouco
provavel que o aumento de acidos biliares desconjugados no trato gastrointestinal
promova a precipitacdo do colesterol, diminuindo a sua absor¢éo no intestino
delgado (DU TOIT et al., 1988).

A desconjugacdo de &cidos biliares faz parte do metabolismo de colesterol
de mamiferos e é dependente da microbiota intestinal (MURRAY et a., 1994). A
enzima BSH catalisa a hidrdlise da glicina ou da taurina que estdo conjugadas
aos acidos biliares. Apoés a hidrdlise, as propriedades fisico-quimicas dos acidos
biliares sdo alteradas, ocorrendo diminui¢éo de sua solubilidade, e em pH baixo
sdo considerados detergentes fracos quando comparados aos Seus respectivos
conjugados (HOFMANN e BORGSTROM, 1962). Essa enzima esta presente em
varios géneros bacterianos, como Enterococcus (FRANZ, 2001),
Bifidobacterium (TANAKA et al., 1999, 2000), Clostridium (GOPAL-
SRIVASTAVA e HYLEMON, 1988), Bacteroides (STERRWAG e HYLEMON,
1976) e Lactobacillus (DE SMET et al., 1995; CORZO e GILLILAND, 1999 a,
b; TANAKA et al., 1999).

A capacidade da microbiota intestinal em desconjugar écidos biliares, por

meio da enzima BSH, pode influenciar o nivel de colesterol mediante dois

18



mecanismos. No primeiro, os &cidos biliares desconjugados absorvem baixa
guantidade de lipidios do trato gastrointestind, quando comparados aos acidos
conjugados, e ainda poderiam induzir a precipitacdo do colesterol intestinal, o
que pode influenciar o nivel de colesterol sangiineo, visto que ha reducdo na
absorcdo de colesterol no intestino (KLAVER e VANDER MEER, 1993;
TARANTO et a., 1997).

O segundo mecanismo envolve a circulacdo enterohepatica. A maior parte
dos acidos biliares é reabsorvida na porcéo do ileo terminal. Entretanto, se eles
forem desconjugados ou dehidroxilados por bactérias intestinais que convertem
os é&cidos hiliares primarios (célico e quenodesoxicolico) em seus respectivos
acidos biliares secundérios (desoxicdlico e litocdlico), esse reaproveitamento sera
reduzido, levando a0 aumento da excrecdo desses é&cidos. Objetivando a
ocorréncia de reposicdo dos acidos biliares eliminados, havera aumento no
catabolismo do colesterol e conseguentemente, reducdo do colesterol endogeno
(MURRAY et al., 1994).

Atualmente, existe grande interesse em identificar as estirpes de BAL
produtoras da enzima BSH, de forma que se possa avaliar os possiveis efeitos da
desconjugacdo de sais biliares sobre a colesterolemia de animais. Um desses
estudos avaliou a atividade da enzima BSH em 273 isolados dos géneros
Lactobacillus (144), Bifidobacterium (62), Streptococcus thermophilus (19),
Lactococcus lactis (44) e Leuconostoc mesenteroides (4). Assim, 94% dos
microrganismos do género Bifidobacterium apresentaram atividade da enzima
BSH, mas esse valor aumenta para 98% quando os isolados séo de origem fecal.
No género Lactobacillus, apenas 35% dos isolados apresentaram atividade
positiva para a enzima, mas as espécies que possuem habitat no intestino de
mamiferos, como L. acidophilus, Lactobacillus gasseri e Lactobacillus johnsonii,
tiveram 100% de atividade, enquanto Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus
helveticus, que sdo espécies muito utilizadas na industria de laticinios,
apresentaram baixa ou nenhuma incidéncia da enzima. Os demais géneros ndo
apresentaram resultado positivo (TANAKA et al., 1999). Os autores concluiram

gue a bifidobactéria geralmente tem maior atividade de BSH do que lactobacilli e
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gue a atividade desta enzima em BAL esta fortemente correlacionada com seu
habitat natural. Esses resultados indicam que apenas 0s produtos lacteos
fermentados por bactérias probidticas, originadas do trato gastrointestinal
humano, teriam efeito na reducdo de colesterol sérico do homem, levando-se em
consideracdo o mecanismo de desconjugacdo de &cidos biliares pela presenca da

enzima BSH.

2.5.2. Producéo de acidos graxos de cadeia curta

Os principais substratos para fermentacdo das bactérias residentes no
intestino grosso sdo o0s residuos da dieta do hospedeiro que ndo foram
hidrolisados por enzimas no intestino delgado, como carboidratos na forma de
polissacarideos e oligossacarideos, denominados prebidticos. Os principais
géneros bacterianos envolvidos na degradacdo desses compostos sdo Bacteroides
e Bifidobacterium (CUMMINGS e MACFARLANE, 1991; GIBSON e
ROBERFROID, 1995; GIBSON, 1998).

Os é&cidos graxos de cadeia curta (AGCC) séo os principais produtos da
fermentacdo de polissacarideos no colon, devendo ser ressaltado que o acetato
(50 a 60%), o propionato (20 a 25%) e o butirato (15 a 20%) produzidos
perfazem cerca de 85 a 95% dos AGCC totais em toda regido colénica. Os
restantes (5 a 15%) sdo acidos graxos de cadeia ramificada derivados da
fermentagdo de proteinas (TOPPING, 1996; GIBSON, 1998). Esses AGCC sdo
rapidamente absorvidos no intestino grosso, sendo o butirato, o propionato e o
acetato metabolizados pelo epitélio do célon, figado e musculo, respectivamente
(NAIDU et al., 1999).

Sabe-se que 0s AGCC estimulam a proliferacdo do epitélio do célon
(TOPPING, 1996; DEN HOND et al., 1998), no entanto alguns pesquisadores
tém demonstrado também a sua relacdo com o metabolismo de colesterol. No
estudo desenvolvido por VENTER et al. (1990), administraram-se, diariamente,
capsulas contendo 7,59 de propionato de sodio a mulheres, durante sete

semanas. Foram observados reducdo de LDL-C e aumento de HDL-C
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plasméticos. Entretanto, WOLEVER et al. (1991) avaliaram a administracéo de
infusdo retal de acetato marcado (**C) e propionato em homens. Verificou-se que
0 acetato colénico (acetato marcado) foi incorporado ao colesterol e a
triglicerideos séricos, comprovando que o acetato produzido no célon € também
precursor da sintese de colesterol. Observou-se ainda que o0 acetato aumentou o
colesterol total e reduziu o prcentual de &cidos graxos, enquanto 0 propionato
aumentou a taxa de glicose e reduziu a resposta hipercolesterolemiante causada
pelo acetato.

Em outro estudo, demonstrou-se que o0 propionato inibe a incorporacdo de
acetato na formagdo de colesterol e triacilglicerois (WOLEVER et al., 1995).
Posteriormente, autores estudaram a concentracdo sangtiinea de acetato e propionato e
concluiram existir uma relagdo positiva entre a taxa de acetato: propionato € o
colesterol total e LDL-C em homens, porém, essa relacdo ndo foi significativa
guando o mesmo estudo avaliou mulheres ( WOLEVER et al ., 1996).

Os estudos citados, que relacionaram a ingestdo de sais de AGCC com
reducéo de colesterol, poderiam néo resultar no mesmo efeito do propionato
produzido pela fermentagdo bacteriana, uma vez que a ingestdo ora de
propionato resulta em répida absorcdo intestind, enquanto o propionato
bacteriano € absorvido de forma gradual. Além disto, uma quantidade suficiente
de propionato deve ser produzida pela microbiota colGnica, de maneira a
sobrepor o efeito da producdo de acetato e consequientemente, obter um efeito
hipocolesterolemiante. Entre as BAL, apenas o género bifidobacterium produz
quantidade expressiva de AGCC na forma de acetato, que poderia ser um dos
precursores da sintese de colesterol. Entretanto, deve-se levar em consideracéo
que as bactérias do célon convivem em relacGes simbidticas e que por meio de
processo fermentativo é produzida uma grande variedade de compostos que
poderiam ter efeito estimulatério no crescimento de bactérias produtoras de
propionato, como as do género Bacteroides, Propionibacteria e Veillonela
(GIBSON, 1999).

Em diversos trabalhos tem sido constatado que as bactérias do género
propionibacterium produzem fatores bifidogénicos (KANEKO et al., 1994,
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MORI et a., 1997; TANIGUCHI et a., 1998; BOUGLE et al., 1999; CRESCI et
a., 1999). Um desses fatores foi identificado como 2-amino-3carboxy-1,4-
naphthoguinona (MORI et al., 1997). Outras bactérias intestinais, como as do
género Bacteroides, Enterobacter e Enterococcus também tém sido relacionadas
com a producéo de fatores bifidogénicos (KANEKO et al., 1994). Quando
bactérias do género Bifidobacterium e Propionibacterium crescem juntas,
observa-se um efeito simbiético. As bactérias hifidas, utilizando a glicose como
substrato, produzem é&cido acético e &cido latico (ALANDER et al., 1999;
MADIGAN et a., 2000; LEE et al., 2001), enquanto as bactérias propionicas
podem utilizar esse acido latico em seu metabolismo, produzindo propionato e
acetato (TANIGUCHI et al., 1998; PIVETEAU, 1999). Deste modo, as bactérias
bifidas poderiam favorecer a producdo de propionato, que possui efeito
antagbnico sobre a sintese de colesterol, a partir de outros géneros bacterianos
gue colonizam o intestino grosso.

O primeiro trabalho que relacionou a ingest&o dessas bactérias e areducdo
de colesterol em humanos foi realizado em 1974, no qual os autores observaram

umarelagado entre o consumo elevado de leites.

2.6. Efeito de bactérias probidticas na colester olemia de animais

O primeiro estudo que relacionou o efeito da microflora sobre os niveis
séricos de colesterol em modelos animais foi realizado em 1966. Observou-se
gue camundongos, ratos e galinhas ger m-free (livres de microrganismos), quando
alimentados com uma dieta rica em colesterol, apresentam aproximadamente
duas vezes mais colesterol no sangue e no figado do que animais convencionais
(que contém microbiota normal) alimentados com a mesma dieta. Observou-se
também que os animais convencionais excretam maiores teores de colesterol nas
fezes do que osgerm-free (EY SSEN, 1973). Desde ent&o, diversos pesquisadores
tém estudado os efeitos da microbiota intestinal sobre o metabolismo de

colesterol em modelos animais.
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Alguns estudos tém relacionado o efeito da mistura de espécies
microbianas no abaixamento do colesterol sérico de animais. Em um desses
trabalhos estudouse o efeito da fermentacdo de células de Bacillus,
Lactobacillus, Streptococcus, Sacharomyces e Candida no farelo de arroz sobre
0o metabolismo lipidico de ratos hipercolesterolémicos. Os resultados
evidenciaram a reducgéo na atividade da enzima HMG CoA redutase; diminuic¢éo
de colesterol sérico e hepético, diminuicdo de VLDL-C, IDL-C e LDL-C e
aumento do HDL-C (FUKUSHIMA e NEKANO, 1995). Em outro estudo,
MOHAN et a. (1996) avaliaram a suplementacdo de células liofilizadas de L.
acidophilus, Lactobacillus casei, B. bifidum, Aspergillus oryzae e Torulopsis a
dieta de frangos normocolesterolémicos. Observouse reducéo significativa na
colesterolemia dos animais que receberam a mistura de microrganismo, quando
comparada a do grupo-controle, 0 que evidencia diminuicdo na absorcdo
intestinal de colesterol.

Ratos hipercolesterolémicos foram alimentados com farelo de arroz
fermentado por: 1) L. acidophilus, 2) Sreptococcus faecalis; 3) bacilli,
lactobacilli, streptococci, Clostridium butyricum, Saccharomyces cerevisiae e
Candida utilis. O grupo que recebeu a mistura de microrganismos apresentou
reducéo significativa na concentracdo de colesterol totd, LDL-C, IDL-C, LDL-
C, reducdo no porcentual de acidos graxos do figado e aumento na excregéo fecal
de &cidos hiliares e colesterol, guando comparado com 0s grupos gue receberam
uma unica espécie bacteriana. Com relacdo a atividade da enzima HMG CoA
redutase, ocorreu reducéo significativa de sua atividade em todos 0s grupos,
porém a reducdo foi mais acentuada no grupo que recebeu a mistura de
microrganismos ou que recebeu a dieta fermentada com L. acidophilus. Os
autores sugeriram que a ingestao da mistura de microrganismos aumentou a
populacdo bacteriana intestinal, que passou a assimilar mais colesterol e acidos
biliares, levando a diminuicdo na absorcdo de colesterol intestinal
(FUKUSHIMA e NEKANO, 1996).

Os estudos gque utilizaram a suplementacédo de diferentes espécies de

microrganismos tém demonstrado a reducdo de col esterol sangiiineo nos model os
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estudados. Contudo, os mecanismos de agéo pelo qual a mistura de espécies
bacterianas favorece a reducdo da colesterolemia ndo tém sido esclarecidos.
Alguns autores, no entanto, sugeriram que substancias como compactina e
AGCC produzidas pelas diferentes espécies microbianas poderiam estar
envolvidas nainibicdo da sintese de colesterol hepatico. Em adicdo, deve-se levar
em consideracdo que a ingestdo de uma ou mais espécies de bactérias probioticas
poderia modular a populagédo microbiana do trato intestind e, por meio de
simbiose, produzir grande variedade de compostos. Assim, novos estudos
poderiam avaliar a influéncia desses metabdlitos microbianos no metabolismo de
colesterol.

Um efeito hipocolesterolemiante tem sido inferido as bactérias do iogurte
(S. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus). BEENA e
PRASAD (1997) avaliaram, em ratos hipercolesterolémicos, a administracéo de
iogurte fortificado ou ndo com proteinas do soro e produzido com as culturas
tradicionais adicionadas ou nédo de B. bifidum. Os resultados evidenciaram que a
suplementacdo de iogurte ndo alterou a colesterolemia dos animais
experimentais, no entanto os animais que receberam a suplementacéo de iogurte
com proteinas do soro ou B. bifidum apresentaram reducéo significaiva na
concentracdo de colesterol sérico. Em outro estudo, iogurte contendo os
microrganismos tradicionais ou leite acidofilo (L. acidophilus) foram
administrados a ratos hipercolestelolémicos. Os autores constataram que o leite
acidéfilo reduziu significativamente o colesterol total e a fracdo LDL-C,
observando-se ainda aumento no orcentual de Lactobacillus sp. nas fezes dos
animais deste grupo (AKALIN et al., 1997). Resultados semelhantes foram
obtidos por CANZI et al. (2000), quando suplementaram a ragéo de coelhos com
células liofilizadas de S. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
ou L. acidophilus. Esses resultados evidenciam que apenas os produtos lacteos
fermentados por bactérias de origem intestinal, como B. bifidum e L. acidophilus,
tém efeito significativo na reducdo de colesterol sérico. Essas bactérias
conseguem transpor barreiras e permanecer por mais tempo nas condicoes
intestinais.
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Duas estirpes de L. johnsonii e uma de L. reuteri que apresentavam
atividade positiva da enzima BSH, resisténcia a sais biliares, tolerancia a baixo
pH e producdo de substancias antimicrobianas foram selecionadas entre 297
isolados de fezes de suinos. Os microrganismos foram suplementados a dieta de
suinos hipercol esterolémicos durante cinco semanas. Os resultados evidenciaram
reducdo significativa na concentracdo de colesterol sérico e aumento de bactérias
do género Lactobacillus nas fezes dos animais que receberam os microrganismos
probidticos. Os autores atribuiram o efeito hipocolesterolemiante observado a
atividade da enzima BSH presente nos microrganismos administrados (DU TOIT
et a., 1998). Apesar de ndo analisar a composicdo de é&cidos biliares
desconjugados e colesterol nas fezes, esse estudo demonstrou a necessidade de
utilizar bactérias probioticas com atividade da enzima BSH nas pesquisas que
estudam a modulacéo dos niveis de colesterol sérico pelo consumo de leites
fermentados. Resultados semelhantes foram obtidos por DE SMET et al. (1998),
guando suplementaram a racdo de suinos com L. reuteri que apresentavam
atividade positiva da enzima BSH.

O efeito de diferentes concentracdes de L. reuteri foi avaliado em ratos
hipercol esterolémicos. A concentracdo de 10°UFC/mL foi a menor dose que néo
provocou translocacdo desses microrganismos par a o figado e o bago dos animais
experimentais, e ainda promoveu reducdo significativa de colesterol totd e de
triacilgliceris e aumento na taxa de HDL:LDL-C. Apesar de ndo ter sido
avaliada, os autores sugeriram que a redugéo do colesterol pelo L. reuteri deveu
se a atividade daenzimaBSH (TARANTO et a., 1998). Esse estudo revelou que
o L. reuteri, mesmo em concentracdo abaixo daquelas recomendadas (10°
UFC/mL), apresenta efeito hipocolesterolemiante. Assim, novos estudos em
modelo animal seriam importantes para verificar o efeito da concentracéo de
outras espécies probioticas sobre a reducdo de colesterol.

Posteriormente, TARANTO et a. (2000) administraram a mesma
concentracdo (10'UFC/mL) de L. reuteri em camundongos normocolestero-
Iémicos durante sete dias, e, em seguida, induziram a hipercolesterolemia nos

animais. Embora houvesse aumento generalizado no colesterol sérico dos grupos
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experimentals, 0s animais que receberam 0 microrganismo probiotico
apresentaram significativamente as menores concentracdes de colesterol sérico.
Os autores relacionaram o efeito hipocolesterolemiante observado, apdés a
interrupcdo da administracdo de células, a colonizacdo do trato gastrointestinal
pelo L. reuteri.

A suplementacdo de diferentes estirpes de L. gasseri (SBT0270 e
SBT0274) a dieta de ratos hipercolesterolémicos foi estudada por USMAN e
HOSONO (2000). Embora as duas estirpes fossem resistentes ao suco gastrico e
aos sais biliares e apresentassem a mesma concentragéo de lactobacilli nas fezes
dos animais experimentais, apenas a estirpe SB0270 conseguiu reduzir
significantemente a concentracdo de colesterol e acidos biliares séricos, aumentar
aconcentracéo de sais biliares fecal e inibir os coliformes fecais. Concluiuse que
a estirpe SBT0274 ndo promoveu alteracdo no metabolismo de colesterol devido
a sua incapacidade de colonizar o trato gastrointestinal. As espécies de
microrganismos que conseguem aderir a superficie da mucosa intestinal
apresentam melhor desempenho na inibicdo de patdgenos e reducdo da
colesterolemia do que aqueles que ndo possuem essa capacidade (DONNET-
HUGHES et al., 1999; HASHIMOTO et al., 1999).

Os estudos que investigam a relacdo entre as BAL e acolesterolemia, em
sua grande maioria, tém utilizado animais hipercolesterolémicos. Entretanto,
ZHOU et a. (2000a) avaliaram a suplementagdo de L. acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus e Bifidobacteriumlactis na dieta de camundongos normocol esterol émicos.
Os resultados demonstraram que ndo houve alteracéo na lipidemia dos animais
experimentais. Em outro estudo, avaliou-se o efeito do leite de soja e do leite de
soja fermentado por Bifidobacterium breve em hamsters com os niveis de
colesterol normais e elevados. Nos animais hipercolesterolémicos, os leites
promoveram reducdo significativa de colesterol tota, VLDL-C e LDL-C no plasma
e aumento de acidos biliares fecais. Todavia, apenas o leite de soja fermentado
apresentou efeito hipocol esterolemiante no grupo dos animais normocol esterolémicos
(HAYAKAWA et al., 1998). Os autores concluiram que o efeito hipocolestero-

lemiante do leite de soja ndo foi reduzido pela fermentacéo das bactérias bifidas.
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Os produtos fermentados a base de soja, que normamente contém
isoflavonas e proteinas da soja que sdo reconhecidas como atuantes na
modulacdo do colesterol sérico, poderiam carrear bactérias probidticas e,
conseqlentemente, essas substancias poderiam atuar de forma sinérgica na
modulacéo da colesterolemia. O estudo desenvolvido por DE BOEVER et 4.
(2001) ratifica esse sinergismo. A resisténcia do L. reuteri a sais biliares foi
avaliada in vitro. Observou-se que a adicdo de gérmen de soja em po, aumenta
significativamente a sobrevivéncia dos lactobacilli e diminui os danos sofridos
pela membrana plasmatica. Os autores sugerem um aumento protetor sobre os
lactobacilos probidticos contra as barreiras intestinais, por adicdo de gérmen de
soja ao leite fermentado. Portanto, novos estudos poderiam investigar essa
relacdo em modelo animal.

Alguns pesquisadores tém utilizado a suplementacdo de L. acidophilus na
racdo animal com a finalidade de reduzir o colesterol em diversos produtos
aimentares. ABDULRAHIM et a. (1996), HADDADIN et a. (1996) e
MOHAN et a. (1996) observaram a reducéo de colesterol na gema de ovo de
galinhas, HADDADIN et a. (1999) e LUBBADEH et al. (1999) obtiveram
reducdo de colesterol no leite e na carne de ovelhas, respectivamente; e
PIETRAS et al. (2001) verificaram a reducéo de colesterol na carne de frangos.
A reducdo de colesterol nos alimentos de origem animal pode trazer grandes
beneficios a salde do homem, além de ser uma importante estratégia na
comercializacdo de produtos alimenticios, uma vez que os consumidores estdo
preferindo alimentos com menor concentracéo de colesterol.

A maioria dos estudos que utilizaram as BAL com o objetivo de reduzir
colesterol utiliza parametros bioguimicos como trigliceridios, colesterol totd,
HDL-C, LDL-C e VLDL-C, peso de figado, sais biliares fecais, colesterol feca e
hepatico, entre outros, para essa verificagdo. Contudo, as apoliproteinas séricas e
aatividade das enzimas HM G CoA redutase, BSH e 7& hidroxilase que poderiam
constatar a eficiéncia das bactérias administradas com o metabolismo de
colesterol ndo sdo pratices comuns. Na maioria dos estudos, constatase a

reducéo de colesterol sem que os mecanismos sejam discutidos.
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2.7. Efeito de bactérias probidticas na colester olemia de humanos

MANN e SPOERRY (1974) foram o0s primeiros a observar o efeito
hipocolesterolemiante de Lactobacillus sp. em modelo humano. Desde entéo,
diversos estudos passaram a relacionar a modulacdo dos niveis de colesterol
sérico pelo consumo de leites fermentados em humanos.

Em um desses estudos, avaliou-se a ingestdao de 200 mL/dia de leite
fermentado por S. thermophilus e Enterococcus faecium ou leite acidificado por
&cido organico (delta glicolactona) em individuos hipercolesterolémicos, durante
seis semanas. ApOs esse periodo, o grupo suplementado com leite fermentado
apresentou reducdo significativa no colesterol total e LDL-C de 6 e 10%,
respectivamente. Segundo os autores, a diminuicdo deveurse a0 metabolismo
bacteriano intestinal aumentado pela ingestdo de leite fermentado
(AGERBAECK et a., 1995). No entanto, ndo foi proposto nenhum mecanismo
para explicar a reducéo observada. Em estudo semelhante, porém ampliado para
seis meses, RICHELSEN et a. (1996) observaram, apdés um més de
experimentacdo, reducdo significativa no LDL-C no grupo que recebeu leite
fermentado. Esta diferenca ndo foi mantida na avaliagdo final (ses meses), quando
tanto o leite acidificado quanto o leite fermentado apresentaram o mesmo nivel de
reducdo em relacdo ao controle. Observa-se nesse estudo que os resultados
podem estar sendo influenciados pela falta de controle entre os participantes da
pesquisa. Em corroboracdo, SESSIONS et d. (1997), repetindo a mesma
experimentacdo num periodo de trés meses, ndo observaram reducdo
significativa no mesmo pardmetro avaliado. Assim, faz-se necessario o
estabel ecimento de protocol os basicos para evitar conclusdes ambiguas.

Embora algumas bactérias do género Enterococcus sejam utilizadas como
probidticas, sua utilizagdo em produtos destinados ao consumo humano deve ser
cautelosa, pois algumas espécies sao reconhecidas como patdgenos oportunistas,
causando infeccdo nosocomid, notadamente nos sistemas rend, circulatorio e
respiratério, principalmente em pacientes imunodeprimidos (MADIGAN et al.,
2000). Adicionamente, LUND e EDLUND (2001) observaram, in vitro, que o E.
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faecium poderia atuar como possivel transmissor dos genes de resisténcia ao
antibiotico vancomicina a outras bactérias intestinais. Deste modo, tem sido
recomendada a utilizacdo de bactérias probidticas que ndo apresentam essa
caracteristica indesgjavel (ISHIBASHI e YAMAZAKI, 2001). Bactérias do
género Lactobacillus e Bifidobacterium sdo as espécies mais utilizadas pela
indastria de laticinios e, ainda, sdo as bactérias mais estudadas em ensaios
clinicos, que tém sugerido seguranca em sua utilizacdo pelo publico adulto e
infantil (SAAVEDRA, 2001). Assim, a seguranca e a especificacdo de um agente
probiético para o publico em gerd, principalmente para os grupos de alto risco,
deveriam ser extensamente documentadas antes de sua utilizacéo.

ANDERSON e GILLILAND (1999) conduziram dois estudos clinicos em
humanos. No primeiro, os individuos ingeriram 200 mL de leite fermentado por
uma estirpe humana de L. acidophilusou L. acidophilus de origem suina, durante
trés semanas. Os individuos que receberam L. acidophilus de origem humana
apresentaram reducdo significativa de colesterol total, quando comparada a do
outro grupo. No segundo estudo, duplo cego e cruzado (0s grupos experimentais
foram submetidos a todos os tratamentos), foram constituidos um grupo-teste,
recebendo leite fermentado por L. acidophilus de origem humana, € um grupo
placebo. Os individuos ingeriram o mesmo volume do primeiro estudo, durante
dez semanas, com duas semanas de intervalo entre o cruzamento dos grupos.
Observouse reducdo significativa de colesterol total entre os individuos do
grupo-teste no primeiro periodo da experimentacdo, contudo, apds cruzamento,
ndo houve mudanca na colesterolemia dos individuos. Esses resultados
evidenciam a dificuldade de trabalhar com a espécie humana. Assim, o0s
proximos estudos devem estabelecer protocolos que determinem o periodo
minimo de tempo que ndo seja afetado pelas diferencas individuais dos
participantes dos estudos.

Em outro estudo aleatério, duplo cego, controlado (placebo) e cruzado,
foram utilizados 30 homens hipercolesterolémicos que ingeriram 125 mL de
iogurte tradicional (trés vezes a dia), contendo S. thermophilus e L. delbruecii
ssp. bulgaricus (grupo-controle) ou iogurte adicionado de L. acidophilus, 2,5% de
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frutooligossacarideos (FOS) e 0,5% de 6leo vegetal (grupo-teste), durante sete
semanas. Observou-se reducdo significativa no colesterol totd e nafracdo LDL- Ce
reducdo na taxa de LDL:HDL-C nos animais do grupo-teste. Segundo os autores, 0
efeito hipocolesterolemiante deveurse a presenca ce L. acidophilus, FOS e &cidos
graxos insaturados dadieta (SCHAAFSMA et a., 1998).

Tem-se verificado uma associagdo entre o uso de bactérias probidticas, a
reducdo de colesterol e apressdo arterial. O efeito do probiético sobre o risco de
doencas cardiovasculares em individuos obesos e com sobrepeso foi investigado
por AGERHOLM-LARSEN (2000). Setenta homens e mulheres foram divididos
em cinco grupos: 1) leite fermentado por S. thermophilus e L. acidophilus; 2)
leite fermentado por S. thermophilus e L. rhamnosus; 3) leite fermentado por S.
thermophilus e E. faecium; 4) leite acidificado por acido organico; e 5) placebo.
Os individuos consumiram um volume de 450 mL ou duas pilulas diariamente
durante oito semanas. N&o foi verificado efeito significante entre os tratamentos,
mas quando as variacbes de peso foram agjustadas, ocorreram reducdo na
concentracdo de LDL-C e aumento de fibrinogénio no grupo 3 e reducdo da
pressdo sanguinea nos grupos 1 e 2. Os autores concluiram que o aumento de
fibrinogénio poderia ser resultado da imunoestimulacdo de uma das espécies
contidas no grupo 3.

KAWASE et al. (2000) estudaram a suplementacdo de leite fermentado
fortificado com concentrado protéico de soro (WPC) a dieta de 20 homens
hipercol esterolémicos. Os participantes ingeriram, duas vezes ao dig 200 mL de
leite fermentado por S. thermophiluse L. casei contendo WPC ou leite acidificado
(&cido latico). ApOs oito semanas de avaiacdo, foram constadados aumento
significativo de HDL-C, diminuicdo de trigliceridios e do indice aterogénico
{(colesteral total — HDL-colesterol)/HDL-colesterol} e reducéo da presséo arteria no
grupo gue recebeu leite fermentado. Os autores sugerem um efeito estimulatorio do
WPC sobre os microrganismos para explicar os resultados encontrados, contudo
ndo foram explicados 0os mecanismos de acdo sobre a modulacdo da pressdo
arterial e Ipidemia. Essas observagdes evidenciam a necessidade de estudos que

Investiguem os mecanismos das bactérias probidticas no controle da presséo arterial.
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Alguns estudos que avaliaram a influéncia das bactérias probioticas em
diferentes tipos de colesterolemia apresentaram resultados contraditérios. No
estudo realizado por ASHAR e PRAJAPATI (2000), avaliou-se o efeito
hipocolesterolemiante de leite acidéfilo (L. acidophilus) em homens que
possuiam diferentes concentracdes de colesterol: i) <200; ii) 200-220; iii) 220-
250; e iv) >250 mg/dL. Os autores observaram reducéo significativa de colesterol
taxa de LDL/HDL-C e CT/HDL-C no grupo ii. Constatou-se, ainda, aumento de
trigliceridios e VLDL-C no grupo G1. Concluiu-se que o mehor resultado foi
verificado no grupo de individuos que apresentavam discreta hipercolesterolemia
(200-220 mg/dL). Posteriormente, SCHAARMANN et al. (2001) encontraram
aumento significativo na fragdo HDL-C e reducdo no colesterol tota na fracéo
LDL-C e em trigliceridios, quando administrou-se leite fermentado contendo
Lactobacillus acidophlilus e Bifidobacterium longum a mulheres que
apresentavam concentragdes normais (<250 mg/dL) e elevadas (>250 mg/dL) de
colesterol sérico. No entanto, JAHREIS et al. (2002) ndo encontraram alteracéo
no colesterol de homens e mulheres que apresentavam discreta
hipercolesterolemia (208 mg/dL) e consumiam 50 g de linglica (probiotica)
contendo células de Lactobacillus paracasei durante cinco semanas. Resultados
semelhantes foram obtidos por DE ROOS et a. (1999) e SPANHAAK et al.
(1998), quando administraram leite fermentado contendo L. acidophilus e L.
casei biovariedade Shirota, respectivamente, as pessoas, de ambos 0s sexos, que
apresentavam concentragbes variadas de colesterol sérico. Estes resultados
indicam a dificuldade de trabalhar com a espécie humana, pois as diferencas
individuais constituem um complicador de dificil controle. Em adicdo, os estudos

conduzidos em humanos tém apresentado grande variabilidade nos resultados.

2.8. Consideracbesfinais

Diante do exposto, observa-se reducdo no colesterol sérico na maioria dos

estudos conduzidos em animais e, parcialmente, naqueles conduzidos em
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humanos, 0 que evidencia o uso potencial de probidticos no controle da
colesterolemia. Estes produtos afetam beneficamente o hospedeiro, devido ao
metabolismo bacteriano intestinal aumentado pela ingestdo de bactérias
probidticas. Entretanto, apenas os produtos carreadores de bactérias originadas
do trato gastrointestinal humano tém efeito na reducdo de colesterol sérico do
homem e, ainda, necessitam conter microrganismos que sgjam reconhecidos
como seguros (GRAS) e que consigam aderir a superficie da mucosa intestind,
além da dosagem minima de 10° UFC/mL, para que haja colonizaco no intestino
e ndo sejam rapidamente eliminados nas fezes.

Portanto, como o principa mecanismo de acdo dos probidticos na
modulagdo da colesterolemia estd relacionado com a sua capacidade de
desconjugacdo de é&cidos biliares, € importante a investigacdo da presenca da
enzima BSH nas espécies experimentais. Por outro lado, existe a necessidade de
definir as dosagens das diferentes espécies probiéticas que exercem efeito
hipocolesterolemiante em modelos normo e hipercolesterolémicos g ainda, de
definir o efeito de dose dessas bactérias em outras propriedades funcionais do
tubo digestorio. Assim, o estimulo do consumo de aimentos funcionais
carreadores de bactérias probidticas favorecera a modulagdo da microbiota
intestinal e, conseqUentemente, a obtencdo de efeitos benéficos locais ou
sistémicos. Portanto, os produtos lacteos fermentados que contém bactérias
probidticas, além da sua provavel propriedade hipocolesterolemiante, poderiam

atuar na promocéao de saide e na prevencao de doengas.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa, nos
laboratérios de Culturas Laticas e de Andlise de Alimentos do Departamento de
Tecnologia de Alimentos (DTA); de Culturas Laticas, do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO); de Cromatografia, do
Departamento de Quimica (DEQ); de Biologia Estruturd, do Departamento de
Biologia Geral (DBG); de Nutricdo Experimentd, do Departamento de Nutri¢ao
e Salde (DNS); e de Nutricdo Experimentd, do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular (DBB) da Universidade Federal de Vigosa. As andlises de
colesterol foram feitas pelo Laboratério de Analises Clinicas Santa Rita, em
VigosaMG.

3.1. Origem e manutencao das culturas de Lactobacillus spp.

As culturas de L. acidophilus NCFM, L. acidophilus CH5, L. casal spp.,
origem humana foram obtidas no banco de culturas do Laboratorio de Culturas
Laticas do Departamento de Tecnologia de Alimentos, da Universidade Federal
de Vigosa. As culturas foram mantidas sob congelamento a -80°C em LDR 12%
(leite desnatado reconstituido a 12% de solidos néo-gordurosos) e 50% de

solucdo de glicerol (20%). Para completa ativagdo, as culturas foram
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descongeladas durante a noite, sob refrigeracdo, e repicadas trés vezes em caldo
MRS (DE MAN et al., 1960) esterilizado, tendo sido utilizado 1% de inéculo,
incubadas a 37° C por 24 horas e mantidas sob refrigeracdo a5° C, até o momento

das andlises.

3.2. Preparo do concentrado celular

As culturas de Lactobacilus spp. foram ativadas em 200 mL de caldo
MRS, em frasco erlenmeyer com tampa rosqueada, e entdo incubadas a 37°C,
por 24 horas. Apds 0 crescimento, as culturas foram distribuidas em tubos
esterilizados de centrifuga Nalgene de polipropileno (50 mL), tampas
rosquedveis. Seguiu-se a centrifugacdo a 2750 x g por 15 minutos, 4 C, em
centrifuga Beckman GS-6R. Apds o descarte do sobrenadante, ressuspendeu-se 0
concentrado de células de cada cultura em 50 mL de tampédo fosfato estéril
(pH =7,2) procedendo-se a nova centrifugacdo, nas mesmas condigcdes ja
descritas, e a ressuspensdo em 10 mL de leite desnatado reconstituido a 10%
(LDR 10%), esterilizado, para ser utilizado no experimento gque investigou o
efeito deL. acidophilusNCFM, L. acidophilus CH5 e L. casei spp. na modulagdo
da colesterolemia em ratos alimentados com dieta rica em colesterol e gordura,
ou a ressuspensdo em 10 mL de tampdo fosfato, para ser utilizado na
experimentacdo que estudou o efeito hipocolesterolemiante de diferentes doses
de Lactobacillus casei spp. em ratos e coelhos normo e hipercolesterolémicos,
constituindo, assim, um concentrado de células de aproximadamente 10™
UFC/mL, que foi plaqueado em &gar MRS em dilui¢cdes decimais e incubado a
37°C por 48 horas, para confirmagdo do nimero de células vidveis de

|actobacilos.

3.3. Ajuste da suspensao bacteriana de L. casei spp.

O L. casai spp. foi selecionado entre os demais lactobacilos para testar o

efeito de dose nos experimentos posteriores. Portanto, foi retirada uma aliguota



de 1 mL do concentrado celular de L. casei spp. (10" UFC/mL) e diluida em 9
mL ou 99 mL de tampdo fosfato esterilizado, para gerar suspensbes de
bacterianas de 10°, 10" e 10° UFC/mL. As suspensdes bacterianas foram
plaqueadas em agar MRS para confirmacéo das doses experimentais e preparadas
a cada dois dias, sendo acondicionadas em tubos de ensaio estéreis e estocadas a
5°C, até o momento da administracdo aos animais. Foram administrados 0,1mL
(em ratos) ou 0,3 mL (em coelhos) das doses contendo 10°, 10’ e 10° UFC/mL,
resultando nas suspensBes bacterianas de 10%, 10° e 10* UFC/mL em ratos e 10°,
10" e10° UFC/mL em coelhos.

3.4. Avaliacdo na atividade da enzima BSH em células de L. acidophilus
NCFM, L. acidophilus CH5, L. casei spp.

A atividade da enzima BSH foi avaliada nas culturas descritas sem
controle de pH, segundo metodologia descrita por WALKER e GILLILAND
(1993). Trinta mililitros de caldo MRS foram suplementados com 0,2% de
tioglicolato de sodio (Merck) e taurocolato de sédio (Sigma Chemica Co., St.
Louis, MO) e autoclavado a 121°C, por 15 minutos. As culturas foram
homogeneizadas e inoculadas no meio com diquotas de 1% e incubadas a 37° C.
Retirou-se um tubo para andlise de pH (Digimed DM 20 - Datamed), para
determinacdo de crescimento das células e determinacdo de acido cdlico
desconjugado pela enzima nos tempos 0, 6 e 12 horas. Preparou-se a diluicéo
1:10 de cada amostra em tampédo fosfato estéril para leitura da concentracéo
celular em espectrofotdmetro (Spectronic 20D+), na absorbancia de 620 nm.
Posteriormente, 20 mL de cada amostra foram gustados para pH 7,0 com NaOH
IN e transferidos para um baldo volumétrico de 25 mL, sendo o volume
completado com agua destilada. Em seguida, as células foram removidas por
centrifugacéo em 8.000 x g a 1 °C, por 20 minutos. O sobrenadante (15 mL) foi
gjustado parapH 1 com HCI 10 N e o volume completado para 24 mL com éagua
destilada. Posteriormente, 3 mL da solucdo foram transferidos para tubos de

vidro rosqueados e foram acrescentados 9 mL de acetato de etila. O contetido de
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cada tubo foi agitado (vortex) e deixado em repouso para separacdo das fases.
Em seguida, 3mL da fase de acetato de etila (fase superior) foram transferidos
para tubos de ensaio e evaporados a 60°C, sob fluxo continuo de N,.
Acrescentou-se 1 mL de NaOH 0,1 N a cada tubo, para dissolucéo do residuo.
Em seguida, 6 mL de H,SO, 16 N foram acrescentados, seguindo-se a adi¢éo de
1 mL de furfuraldeido a 1%. Os tubos foram agitados e aguecidos a 65 °C,
durante 13 minutos, e resfriados a temperatura ambiente, seguindo-se a adi¢do de
5mL de acido acético glacia e agitagdo. Procedeu-se a leitura em
espectrofotdmetro (Spectronic 20D+) a 660 nm e comparou-se a uma curva-
padréo de acido cdlico desconjugado (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), onde
a intensidade de cor produzida pelo acido colico desconjugado foi diretamente
proporcional a sua concentragdo na amostra. Os resultados foram expressos em

micromoles de &cido colico por mililitros da solucéo.

3.5. Ensaio biol6gi co com ratos

3.5.1. Animais

Foram utilizados 104 ratos machos adultos (Rattus novergicus, variedade
albinus) da linhagem Wistar, com oito semanas de vida. Os animais foram
pesados e divididos em grupos de oito de forma que a média de peso inicia entre

0s grupos fosse 0 mais homogénea possivel (+ 150 g).

3.5.2. Dietas

As dietas experimentais foram preparadas de acordo com a dietapadréo
para roedores AIN-93M (Rhoster, Sdo Paulo), segundo REEVES et al. (1993)
(Quadro 2). Esta dieta € recomendada para roedores adultos, para manutencéo do
peso corporeo. A adicdo de 0,6% de colesterol cristalino (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO) a dieta do grupo dos animais hipercolesterolémicos seguiu a
recomendacdo de COSTA (1990) para inducdo da hipercolesterolemia. As
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Quadro 2 — Composicéo das dietas experimentais (g/100 g de mistura)

Dietas
Ingredientes
Basal Hiperlipidica

Caseina 14,00 14,00
Amido dextrinizado 15,50 15,50
Sacarose 10,00 10,00
Oleo soja 4,00 2,00
Fibra (celulose microfina) 5,00 5,00
Mistura de minerais 3,50 3,50
Mistura de vitaminas 1,00 1,00
L-cistina 0,18 0,18
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Amido milho 35,57 36,97
Colesteral cristalino - 0,60
Banhade suino - 11,0

Fonte: adaptado de REEVES et al. (1993).
Basal = AIN-93M.

dietas devidamente rotuladas e acondicionadas em sacos plasticos foram

armazenadas sob refrigeracdo a5° C.

3.5.3. Efeito de L. acidophilus NCFM, L. acidophilus CH5 e L. casei spp. ha

modulagéo da hiper colester olemia em ratos

Para determinacdo do efeito das estirpes de Lactobacillus spp. na
modulagdo da hipercolesterolemia em ratos, foram utilizados 40 animais
alocados em gaiolas individuais, em ambiente com temperatura controlada
(24 +£1°C) com ciclos claro e escuro de 12 horas. O ensaio bioldgico teve a
duracdo de 14 dias, sendo a é&gua destilada e as dietas experimentais
(suplementadas ou ndo de colesterol e gordura) oferecidas ad libitum durante o
periodo da experimentacdo. Aliquotas de 0,1 mL de LDR, contendo ou néo
concentrado celular, foram administradas uma vez ao dia, durante toda a fase
experimental. A administracéo foi feita oralmente, com o auxilio de micropipeta
digital. Os pesos dos animais foram monitorados semanalmente, bem como a
ingestdo alimentar, calculando-se assim o0 ganho de peso e o coeficiente de

eficiéncia alimentar (CEA) que relaciona o ganho de peso com o consumo
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alimentar. Ao final dos 14 dias da experimentacédo, os animais foram mantidos
em jejum por 12 horas, e apos sacrificados sob asfixia em gas CO,, seguida da
incisdo das cavidades toracica e abdominal para coleta de sangue, por puncéo
cardiaca. O sangue foi coletado com seringas descartaveis de 10mL. Em
seguida, o baco e o figado foram removidos, sob condic¢des assépticas, lavados
em solugdo salina 0,85% estéril, acondicionados individuamente em sacos
plésticos estéreis (saco amostrador Whirl-Pak, Millipore) e pesados. Os animais

foram submetidos aos seguintes tratamentos:

Dietas LDR! (0,1 mL/dia) LDR?! + Probiético (0,1 mL/dia)
1. Basa Né&o
2 hiperlipidica Sim -
3. hiperlipidica Sim L acidophilusCH5
4. hiperlipidica Sim L acidophilus NCFM
5. hiperlipidica Sim L. casei spp.

! DR = Ieite desnatado reconstituido.

3.5.4. Efeito hipocolesterolemiante de diferentes concentracdes de L. casel

Spp. em ratos

Os resultados da fase anterior direcionaram para a utilizacdo do L. casei
spp., que mostrou atividade elevada da enzima BSH e menor valor na
colesterolemia dos animais que receberam as culturas probidticas.

Foram utilizados 64 ratos, que foram alocados em gaiolas individuais em
ambiente com temperatura controlada (24 + 1° C) com ciclos de claro e escuro de
12 horas. O ensaio biologico teve a duragdo de 28 dias, sendo a dieta
hiperlipidicarica em colesterol introduzida no primeiro dia da experimentacdo no
grupo dos animais hipercolesterolémicos, enquanto o grupo de animais
normocol esterolémicos recebeu a dieta basal (Quadro 2) durante todo o periodo
da experimentacdo. As dietas experimentais e a dgua destilada foram oferecidas
ad libitum durante 28 dias. Apos 14 dias de experimentagéo, aliquotas de 0,1 mL

de tampao fosfato, contendo ou n&o suspensao celular de L. casal spp. (isolado
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do leite fermentado Y akult e caracterizado via kit APl como L. casei spp.), foram
administradas uma vez aos grupos experimentais. A administracéo foi feita
oralmente, com o0 auxilio de micropipeta digital. Os pesos dos animais foram
monitorados semanalmente, bem como a ingestéo alimentar, calculando-se assim
0 ganho de peso e o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA). Ap6s o periodo de
28 dias de experimentacdo, 0os animais foram mantidos em jejum por 12 horas, e,
entdo, sacrificados sob asfixia em gas CO,, seguida da incisdo das cavidades
torécica e abdominal para coleta de sangue, por puncédo cardiaca utilizando-se
seringas descartaveis de 10 mL. Em seguida, foram retirados o figado, para
andlise de colesterol, o bago e os fragmentos do intestino delgado e grosso, para

andlise microbioldgica e histolégica. Os animais foram submetidos aos seguintes

tratamentos:
Animais nor mocol ester olémi cos
Dietas TF (0,1 mL/dia) L. casei spp. UFC/0,1mL/dia
1 Basd Sim -
2 Basal Sim 10*
3 Basal Sim 10°
4 Basal Sim 10°

! Tampéo fosfato, pH 7,2

Animais hiper colester olémicos

Dietas TF (0,1 mL/dia) L. casel spp. (UFC/0,1mL/dia)
1 Hiperlipidica Sm -
2 Hiperlipidica Sim 10*
3 Hiperlipidica Sim 10°
4 Hiperlipidica Sim 10°

! Tampéo fosfato, pH 7,2
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3.6. Ensaio biolégico com coelhos

3.6.1. Animais

Foram utilizados 48 coelhos machos, albinos da raga Nova Zelandig com
nove semanas de vida. Os animais foram pesados e divididos em grupos de seis,
de forma que a média de peso inicial entre os grupos fosse 0 mais homogénea

possivel (= 2 kQ).

3.6.2. Dietas

As dietas experimentais foram preparadas a partir de uma dieta comercial
para coelhos, da marca Coelhil “R” (Socil Guyomarc'h, Sado Paulo), indicada
para coelhos em crescimento (Quadro 3). A racdo peletizada foi triturada para
facilitar a homogeneizacdo do colesterol no grupo de coelhos
hipercolesterolémicos. A adicdo de 0,5% de colesterol cristaino (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) a dieta do grupo de animais hipercol esterol émicos
seguiu a recomendacdo de LIMA (1999) para inducdo da hipercolesterolemia.
Cento e vinte gramas de racdo foram pesados diariamente e distribuidos aos

animais durante o periodo experimental.

Quadro 3 - Composicao daragao Coelhil “R”*

Ingrediente g/100 g
Cécio, maximo 2,5
Fosforo, minimo 0,4
Extrato etéreo, minimo 3,0
Matériafibrosa maxima 16,0
Matéria mineral, maxima 11,0
Proteina bruta, minima 17,0
Umidade, méxima 13,0

* Informacgé&o do fabricante no rétulo do produto.
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3.6.3. Efeito hipocolesterolemiante de diferentes concentracoes de L. casel

spp. em coelhos

Os coelhos foram alocados em gaiolas individuais, a temperatura
ambiente (= 21 °C). O ensaio bioldgico teve a duragéo de 28 dias, sendo a dieta
rica em colesterol introduzida no primeiro dia da experimentacéo no grupo dos
animais  hipercolesterolémicos, enguanto o0 grupo de animais
normocol esterolémicos recebeu dietacontrole durante todo o periodo da
experimentacdo. O regime alimentar foi agua potavel ad libitum e racdo
comercia socil, fornecendo uma quantidade de 120 g/dia por animal, durante o
periodo experimental. Apds 14 dias de experimentacdo, aliquotas de 0,3 mL de
tampéo fosfato, contendo ou ndo suspensdo celular de L. casel spp., foram
administradas uma vez ao dia a todos os grupos, até o final da fase experimental.
A administragdo foi feita oralmente, com o auxilio de seringa descartavel de
1 mL. Os pesos dos animais foram montorados semanalmente, bem como a
ingestdo alimentar (consumo de ragdo dos animais entre 14 e 28 dias de
experimentacgao), calculando-se assim o0 ganho de peso (peso dos animais com 28
dias de experimentacdo subtraido do peso com 14 dias) e o coeficiente de
eficiéncia aimentar (ganho de peso/ingestédo alimentar). Apos o0 periodo de 28
dias de experimentacdo, os coelhos foram submetidos a um jejum de 12 horas. O
sangue de cada animal foi coletado pelo plexo venoso retroorbital, por meio de
capilares. Posteriormente, os coelhos foram anestesiados com injecao intravenosa
de tiopental sodico (Thiopentax, Cristalia — Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda, S& Paulo, BRA), por 25 mg/kg de peso, e sacrificados por decaptacéo.
Em seguida, realizou-se aincisao abdomind, onde foram retirados o figado, para
andlise de colesterol, o baco e os fragmentos do intestino, para andlise
microbiologica e histolégica. Os animais foram submetidos aos seguintes

tratamentos:
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Animais nor mocol ester olémicos

Dietas TF? (0,3 mL/dia) L. casei spp. (UFC/0,3mL/dia)
1 Comercid Sim -
2 Comercial Sim 10°
3 Comercial Sim 10/
4 Comercial Sim 10°

! Socil Guyomarch e 2 Tampéo fosfato, pH 7,2.

Animais hiper colester olémicos

Dietas! TF L. casei spp. Colesterol
(0,3 mL/dia) (UFC/0,3mL/dia) (0,5g9/1009)
1 Comercid Sim - Sim
2 Comercial Sim 10° Sim
3 Comercia Sim 10 Sim
4 Comercial Sim 10° Sim

! Socil Guyomarch; 2 Tampao fosfato, pH 7,2.

3.7. Analise do sangue

As amostras de sangue de ratos e coelhos foram centrifugadas a 1.500 x g
por 15 minutos, para retirada do soro. Os é&cidos biliares foram analisados no
Laboratorio de Culturas Léticas, enquanto as demais andlises foram realizadas no

Laboratorio de Andlises Clinicas Santa Rita— Vicosa, Minas Gerais.

3.7.1. Colesterol total

O colesterol total foi determinado colorimetricamente, empregando-se Kit
enzimético (BioMérieux - Franca). A determinacdo do colesterol no soro
sanguineo tem como principio a transformacdo do colesterol esterificado em
colesterol e acidos graxos, mediado pela enzima colesterol esterase. O colesterol
formado é oxidado pela enzima colesterol oxidase em colesten-4-ona 3,
liberando &gua oxigenada. A &gua oxigenada formada, juntamente com o fenol e
amino 4 antipirina, pela agdo da peroxidase, é transformada no cromogénio

quinonimina (que absorve em 500 nm) e em &gua.

42



3.7.2. HDL-Colesterol

Para a dosagem sorologica do HDL-colesterol, utilizou-se o Kit
enzimatico (Labtest Diagnostica, Minas Gerais, Brasil). O método de dosagem
baseou-se na precipitacdo dos quilomicrons e das lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) e de baixa densidade (LDL) contidos no soro, pela adi¢éo do
acido fosfotungsténico em presenca do ion magnésio. O sobrenadante obtido por
centrifugacdo contém as lipoproteinas de alta densidade (HDL), e o colesterol
presente nesta lipoproteina foi determinado pelo mesmo processo ja descrito na

dosagem de colesterol total.

3.7.3. Triacilgliceréis

Os triacilglicerdis foram determinados col orimetricamente, empregando-se
Kit enzimético (BioMérieux - Franca). A determinagdo dos triacilglicerdis no
soro sanguineo tem como principio a transformacéo destes em glicerol e &cidos
graxos, mediado pela enzima lipase. O glicerol formado € convertido em
glicerol-3-fosfato pela enzima glicerolquinase, que é transformado em
dihidroxicetona fosfato pela dihidroxicetona fosfato oxidase, liberando égua
oxigenada. A agua oxigenada formada, juntamente com o paraclorofenol e o
amino-4-antipirina, pela acdo da peroxidase, € transformada no cromogénio

quinonimina (que absorve em 505 nm) e em agua.

3.7.4. LDL-Colesterol + VLDL-Colesterol

O colesterol das fragdes LDL + VLDL-C foi calculado pela diferenca

entre os valores de colesterol total e osdaHDL-C.

3.7.5. Acidosbiliares séricos

Para a dosagem sorolégica dos acidos biliares utilizou-se o Kit n® 450-A
da Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Os &cidos biliares (3a-
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hidroxybile acid) sdo primeiramente convertidos em éxidos (3-oxo bile acids)
pela enzima 3a-HSD (3a-hydroxysteroid dehydrogenase). Durante essa reacéo
oxidativa, 0 NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo) € reduzido a NADH. O
NADH formado é oxidado a NAD, ocorrendo ao mesmo tempo reducdo do NBT
(nitro blue tetrazolium salt) para formazan, reacdo catalizada pela enzima

diaforase. O composto formazan apresenta absorbancia maximaa 530 nm.

3.8. Avaliacao da translocagéo de microrganismos

Para avaliacdo da translocagdo das diferentes concentragdes L. casel spp.
foi coletado o baco dos animais experimentais que receberam a dieta basal (oito
ratos ou seis coelhos por tratamento). O bago foi selecionado entre os demais
Orgaos, porque apresentou 0 maior numero de microorganismos translocados no
estudo conduzido por MACHADO (2001). De cada animal foi retirado, sob
condi¢Bes assépticas, 0 bago, que foi lavado em solugdo salina 0,85% estéril,
acondicionado individualmente em sacos pléasticos estéreis (sacos amostradores
Whirl-Pak), pesado e mantido sob refrigeracdo. Posteriormente, ele foi congelado
em nitrogénio liquido e acondicionado a -80° C (Bio-Freezer - Forma Scientific)
para posterior andlise. Para contagem de microrganismos, cada baco foi
macerado dentro da prépria embalagem e submetido a diluicdo de 1/10, com
solucdo tampdo fosfato (MACHADO, 2001). Seguiv-o se plagueamento em
profundidade (10", 10?2, 10°), em 4gar MRS e incubagéo a 37° C por 48 horas, sob
anaerobiose (BUG BOX, anaerobic workstation, United Kingdom). A contagem,
obtida em UFC/g, foi multiplicada pelo peso do bago de cada animd, resultando,
assim, no namero total de microrganismos translocados no 6rgao (UFC/érgéo).
Apbés a contagem, algumas colbnias foram aeatoriamente selecionadas e
submetidas a coloracdo de Gram, ao teste da catalase e ao perfil de fermentagdo

de acUcares, para avaliagéo dos microrgani Smos recuperados.



3.8.1. Caracterizacdo dos isolados translocados por perfil de fermentacéo de

carboidratos

O perfil de fermentacdo de acUcares dos isolados foi realizado pela
fermentacdo de carboidratos em kit APl CH 50 (BioMerieux - Franga). Os
resultados foram analisados de acordo com SNEATH et al. (1986).

3.8.2. Prepar o do inéculo das coldnias selecionadas

A metodologia utilizada no preparo das amostras foi indicada por
TESHIMA (2002). As culturas puras de cada col6nia isolada foram ativadas trés
vezes em caldo MRS (DE MAN et al., 1960), sendo a uUltima ativacdo feita em
volumes de 20 mL. ApOs o crescimento, cada cultura foi distribuida em tubos de
centrifuga de polipropileno, com tampas rosqueaveis (50 mL), marca Nalgene,
previamente esterilizadas. Seguiu-se a centrifugacdo a 2.750 x g por 15 minutos,
4°C, em centrifuga Beckman GS-6R. Apds o descarte do sobrenadante,
ressuspendeu-se o concentrado de células de cada cultura em 5mL de tampéo
fosfato (pH = 7,2) estéril, para lavagem das células. Procedeu-se a nova
centrifugac&o, nas mesmas condicoes ja descritas. O sobrenadante foi descartado
e 0 concentrado foi ressuspendido em 2 mL do mesmo tampé&o, e utilizado como

inoculo.

3.8.3. Ajuste do indculo das coldnias selecionadas

A padronizacdo do inoculo foi feita ao adicionar de 230 a 650 m do
inéculo inicial dos isolados em 5 mL de &gua destilada, até obter-se uma
densidade otica de 0,70 + 0,2 em espectrofotdbmetro (Spectronic 20D+), a
550 nm. O dobro da quantidade do volume do indculo, gjustado para cada
colbnia, foi adicionado em 10 mL de meio CHL (meio MRS sem adicdo de
extrato de carne e glicose, adicionado de purpura de bromocresol, adquirido com
o Kit API).
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3.8.4. Inoculacéo eincubacéo

Empregou-se o Kit APl CH50 (BioMérieux - Franga) para verificar a
utilizacdo de 49 substratos. As bandejas de API foram ordenadas com cinco
subunidades, cada uma composta de dez cupulas numeradas, contendo 49
substratos distintos. A suspensédo bacteriana em meio CHL foi distribuida nas 50
Clpulas da bandga, com o auxilio de uma micropipeta (120nt) e,
posteriormente, cada cupula foi recoberta com 6leo mineral, para evitar
evaporacao da solucéo.

As bandejas foram incubadas a 37°C em anaerobiose (BUG BOX,
anaerobic workstation, United Kingdom), e nos tempos 6, 24 e 48 horas
procedeu-se a leitura para cada isolado. A mudanca de cor provocada pela reacéo
de reducdo do purpura de bromocresol do meio foi anotada para cada
carboidrato, atribuindo-se pontuacbes de 1 a 5, de acordo com a intensidade

obtida nos respectivos tempos, conforme aindicagdo do fabricante.

3.9. Avaliacdo da microbiota intestinal

Para avaliagdo da microbiota intestinal foram retiradas partes do ileo
terminal dos coelhos (4 cm antes do ceco) e do célon distal (antes do anus) de
ratos e coelhos, com as extremidades devidamente atadas. Os 6Orgdos foram
lavados com solugdo salina estéril e acondicionados em sacos plasticos estéreis.
Apos a retirada dos oOrgaos, eles foram mantidos em jarras de anaerobiose
(GasPak System, BBL Becton Dickinson Microbiology System, Cockeysville,
MD), utilizando um gerador de atmosfera com teor reduzido de oxigénio e
aumentado de gés carbénico (Anaerobac, Probac, S&o Paulo), sob refrigeracdo. O
contetido ileal e col6nico dos coelhos foi retirado, e 1 g foi adicionado em 9 mL
de agua peptonada reduzida estéril (peptona, 1 g; NaCl, 8 g; tween 80, 1g;
cisteina, 0,5 g; glicerol, 10 g; e &gua destilada, 1.000 mL), enquanto o contetido
colénico dos ratos foi retirado e 0,1 g foi adicionado em 9,9 mL de agua

peptonada reduzida estéril, mencionada anteriormente. A amostra diluida foi
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congelada imediatamente em nitrogénio liquido e acondicionada a -80° C (Bio-
Freezer-Forma Scientific), para posterior andlise microbiologica. Foram
realizadas contagens dos seguintes grupos bacterianos no conteldo ileal e
coldnico, nos respectivos meios de cultura: Escherichia coli: Agar MacConkey
Sorbitol (DIFCO 0079-17-7) e Lactobacillus spp.: &ar LAMVAB, de acordo
com HARTEMINK et a. (1997). Clostridia spp.: agar Sulfite Polymyxin
Sulfadiazine Agar (SPS &gar) (DIFCO 0845-17) ndo foi determinado em ratos
devido a quantidade insuficiente de amostra fecal. Para essa avaliagdo foram
utilizados seis animais normocolesterolémicos em cada tratamento dos model os
estudados.

As amostras foram submetidas a diluicbes decimals sucessivas, e uma
aliquota de 0,1 mL e 1 mL foi plagueada a superficie e em profundidade,
respectivamente, dos meios de cultura. As placas invertidas foram incubadas em
anaerobiose (BUG BOX, anaerobic workstation, United Kingdom), por um

periodo de 48 & 72 horas.

3.10. Determinacgéo do pH intestinal

Apos a retirada do conteido do duodeno, ileo e colon de coelhos para
avaliacdo microbiologica, o restante do contetdo foi diluido com agua destilada e
o pH foi determinado em grmetro (Digimed DM 20 - Datamed). O pH do
contelido coldnico de ratos ndo foi avaliado, devido a quantidade reduzida de

amostra.

3.11. Avaliacéo da enzimab-glucuronidase (EC 3.2.1.31)

A solucdo fecal do cdlon de ratos e coelhos descrita no item 3.9 foi
utilizada para avaliagdo da enzima b-glucuronidase nos animais experimentais
que receberam a dieta basa. O concentrado celular de L. casel spp.
(10" UFC/mL) descrito no item 3.3. foi usado também para essa avaliagdo. As

células do concentrado e das amostras fecais foram primeiramente rompidas por
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sonicagdo (Sonicador Vibracell - Sonics & Materials Inc - USA), com pulsos de
30 Htz durante 3 minutos (3 x 1 min), em banho de gelo. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 500 x g por 15 minutos, sendo o sobrenadante
coletado e usado imediatamente para avaliacéo enzimatica (LING et al., 1993).

A metodologia utilizada para determinacdo enzimatica foi indicada por
DJOUZI et a. (1997). A reacdo enzimética constituida de 0,5 ml de solucéo
substrato (5 mmol/L p-nitrofenil-b-D-glucuronide, Sigma Chemical Co., St
Louis, MO), juntamente com 1 mL do sobrenadante da solu¢éo colénica ou do
concentrado celular, foi conduzida a 37 °C em anaerobiose (BUG BOX,
anaerobic workstation, United Kingdom), por um periodo de 30 minutos. Apds
esse periodo, a reagdo foi interrompida com adicdo de 8mL de carbonato de
sodio (0,25 mol/L). A atividade da enzima foi determinada pela concentracéo de
p-nitrofenol liberado a partir da solucéo substrato pela enzima b-glucuronidase,
presente na solucdo fecal. Posteriormente, procedeu-se leitura em
espectrofotdmetro (Spectronic 20D+) a 400 nm e comparou-se a uma curva-
padréo de p-nitrofenol (Sigma Chemica Co., St. Louis, MO) (Apéndice 30). A
atividade enzimética foi expressa em microlitros do produto hidrolizado por
minuto, por grama de amostra colonica. Para essa avaliagdo foram utilizados seis

animai s normocol esterolémicos em cada tratamento dos model os estudados.

3.12. Analise histolégica do intestino delgado de ratos e coelhos

nor mocolester olémicos. comprimento de vilosidades intestinais

Para avaliagdo histologica do intestino delgado de animais-controle e
tratados com concentragbes crescentes de L. casel spp., foram retirados
fragmentos de aproximadamente 1 cm do ileo termina de 20 ratos e 20 coelhos
normocol esterol émicos distribuidos nos grupos ja apresentados nos itens 3.5.4. e
3.6.3. Os fragmentos de ileo foram fixados em solucdo aquosa de formol a 10%,
durante 24 horas. Em seguida, realizou-se 0 processamento deste material para
inclusdo em parafina e subseqiente microtomia, obtendo-se seccbes semi-

seriadas com 5 mm de espessura e intervalo de 40 mm entre as secgOes. Para cada
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animal foram feitas duas laminas (preparacfes histologicas), uma corada com
hematoxilina-eosina (HE) e outra com tricromico de Mallory, pois o Tricromico,
em principio, oferece duas vantagens em relacdio ao HE: a coloragdo
citoplasmética das células caliciformes e o melhor contraste das camadas que
formam a parede intestinal. Contudo, ambos 0s tipos de preparacéo histol bgica
(HE e Mallory) foram utilizadas para medi¢do do comprimento das vilosidades,
visto que o padrdo de coloragcdo néo influencia o resultado desta andlise em
especifico. Assim, foram realizadas, por animdl, medidas do comprimento de 34
vilosidades seccionadas longitudinalmente (Figura 4), utilizando-se para este fim
0 microscépio optico Olympus BX50 acoplado ao software Image Pro® Plus
para Windows, da empresa Média Cybernetics, sendo os valores expressos em
micrometros (mm). As fotomicrografias foram obtidas no mesmo equipamento, a
partir de campos microscopicos previamente utilizados para a medicdo das

vilosidades.

3.13. Analise de colesterol hepatico

Os figados foram retirados, lavados em solucdo salina 0,85%,
acondicionados individualmente em sacos plasticos estéreis (saco amostrador
Whirl-Pak), pesados e mantidos sob refrigeracdo. Posteriormente, foram
congelamendos em nitrogénio liquido e acondicionados a -80° C (Bio-Freezer -

Forma Scientific), para extracéo de esteréide.

3.13.1. Extracao de colester ol

A andlise de colesterol foi feita seguindo modificagbes na metodologia
proposta por NAEEMI et al. (1995). As amostras foram descongeladas durante a
noite, sob refrigeracdo, e maceradas em cadinho de porcelana. Em seguida, uma
amostra de aproximadamente 1 g (£ 0,01) de figado foi transferida para tubos de
ensaio com tampa rosqueada, contendo 5mL de solucdo metandlica saturada de

KOH (200g KOH em 1.000 mL de metanol), sendo a mistura aguecidaem
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banho-maria a 80°C, por 30 minutos. Apés o resfriamento (<50 °C),
acrescentaram-se 5 mL de ciclohexano. Em seguida, os tubos foram agitados
vigorosamente por meio de agitador magnético durante 1 minuto e centrifugados a
2.000 x g por 2 minutos. A fase superior, contendo ciclohexano, foi coletada para

analise cromatogréfica (GLC).

3.13.2. Andlises cromatogr aficas

A andlise do colesterol hepético foi realizada em cromatografo a gas
(modelo GC-17A, Shimadzu, Téquio, Japédo), com autoinjetor Shimadzu OC17,
através de um modulo de comunicacdo Shimadzu CBM-101, acoplado a um
microcomputador Pentium 100 com o software Class — GC10 versdo 1.61. Os
compostos foram separados em uma coluna capilar de silica fundida CP7483
(25m x 0,25mm i.d.) (Varian, St. Louis, MO). As condigdes utilizadas para a
separagdo cromatografica foram: temperatura da coluna: 275° C; temperatura do
injetor: 280° C; temperatura do detector: 290° C; vazado dos gases. nitrogénio (gas
de arraste) 0,68 mL/min; pressdo da coluna 100 KPg; injecéo: 1,0 ni. de amostra;
e razéo do “spliter” 50.

O pico de colesterol foi identificado por comparagdo com o tempo de
retencdo de uma solugdo-padréo do mesmo composto (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), sendo seu tempo de retencdo de aproximadamente 6,5 minutos
(Figura 5). A guantificagcdo de colesterol das amostras foi feita usando-se uma
curva-padréo de diversas concentragdes de colesterol (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO).

3.14. Andlise das fezes

As fezes dos ratos e coelhos foram coletadas nos trés ultimos dias da
experimentacdo, sendo acondicionadas em recipientes individuais para cada
animd , congeladas em nitrogénio liquido e acondicionadas a -80° C (Bio-Freezer

- Forma Scientific), para extragcdo de esterdides.
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Figura 5— Cromatograma do padré&o de colesterol.

3.14.1. Extracéo de colesterol e acidos biliares

A andlise de colesterol e é&cidos biliares foi feita seguindo-se as
modificacdes na metodologia proposta por USMAN e HOSONO (2000). As
amostras foram descongel adas durante a noite, sob refrigeracéo, e maceradas em
cadinho de porcelana. Em seguida, uma amostra de aproximadamente 0,59 (£
0,01) de fezes foi transferida para tubos de ensaio com tampa rosgueada
contendo 5 mL de etanol, sendo a mistura aquecida em banho maria a 80 °C, por
60 minutos. Apos duas extracdes, o etanol foi evaporado sob fluxo continuo de
nitrogénio a 50 °C. Em seguida, o residuo foi suspenso em 2 mL de etanol para
avaliacdo dos &cidos biliares, usando o Kit n® 450-A (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), e do colesterol (Kit colesterol liquiform, da Labtest Diagndstica,
MG). A leitura das amostras de &cidos biliares e colesterol foi redizada em
espectrofotometro (530 nm e 500 nm, respectivamente).

3.15. Analise estatistica

O modelo estatistico do delineamento em blocos casualizados foi utilizado
para a analise estatistica dos dados, que foi feita utilizando-se o pacote estatistico
SAS (System for Satistical Analyses, NC, USA). O teste de Duncan foi utilizado
para detectar diferencas nos efeitos de tratamento. O efeito de dose foi estudado

por meio do ajuste de um modelo de regressdo linear do 1° grau, quando o efeito
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da interacdo dose/dieta foi ndo-significativo (P>0,05), ou sgja, o efeito de dose
independe da dieta utilizada. Passou-se, entdo, a estudar os fatores dose e dieta,

Independentemente um do outro.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Efeito de L. acidophilus NCFM, L. acidophilus CH5 e L. casei spp. na
modulacdo da colesterolemia em ratos alimentados com dieta

hiperlipidica

A modulagcdo da hipercolesterolemia em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica contendo colesterol e diferentes microrganismos probiéticos foi
avaliada indiretamente pela atividade da enzima BSH, pelo indice aterogénico e
pela determinacdo da concentracdo de &cidos biliares, colesterol totd, fracéo
HDL-C e VLDL+LDL-C no plasma. Este estudo foi desenvolvido com o
objetivo de escolher a espécie probidtica que apresentasse melhor desempenho
sobre a colesterolemia dos animais experimentais e que, posteriormente, seria usada
paratestar o efeito da dose-resposta dessa cultura probiotica sobre o metabolismo

de colesterol em dois modelos animais.

4.1.1. Ensaioin vitro

A densidade oOtica e a atividade da enzima BSH das culturas de L.
acidophilus NCFM, L. acidophilus CH5 eL. casal spp. crescidas em cado MRS,

contendo 0,2% de taurocolato de sodio, estéo apresentadas nos Quadros4 e 5.



Quadro 4 — Densidade 6tica das culturas de lactobacilos crescidas a 37° C nos
tempos 0, 6 e 12 horas (média de duas repeticdes)

Densidade Otica (620 nm)

0 6 12
L. acidophilusCH5 0,003 0,143 0,193
L. acidophilus NCFM 0,002 0,244 0,293
L. casei spp. 0,003 0,231 0,263

Quadro 5 — Atividade da enzima BSH nas culturas de lactobacilos crescidas a
37°C nos tempos 0, 6 e 12 horas (média de duas repeticoes)

Atividade da Enzima BSH (uM/mL de &cido célico)

0 6 12
L. acidophilusCH5 0,00 0,00 3,00
L. acidophilus NCFM 0,00 0,25 1,56
L. casai spp. 0,00 0,37 3,02

As espécies L. acidophilus CH5 e L. casel spp. apresentaram praticamente
o dobro da atividade da enzima BSH de L. acidophilus NCFM. Esta informagao
foi utilizada como um dos parametros para definir a espécie a ser utilizada nas

experimentacdes posteriores.
4.1.2. Ensaio bioldgico

Os concentrados celulares das diferentes culturas de lactobacilos
empregados nesta experimentagao est&o apresentados no Quadro 6.

A média dos concentrados celulares de lactobacilos administrados aos
animais do ensaio biolégico foi de 1,6 x 10*° UFC/mL paral. casei spp., de 3,8 x
10*° UFC/mL para L. acidophilus NCFM e de 7,2 x 10° UFC/mL para
L. acidophilus CH5.

O consumo aimentar, 0 ganho de peso e o coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA) dos animais que receberam dieta hiperlipidica adicionada ou
ndo de probidticos e dieta basd estdo apresentados no Quadro 7.
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Quadro 6 — Concentracdo (UFC/mL) dos probiéticos administrados aos ratos

Periodo de Espécies Probidticas (UFC/mL)*
Administragdo
(Dias) L. casei spp. L. acidophilus NCFM L. acidophilus CH5
la3 1,5 x 10%° 2,3 x 10'° 1,2 x 10'°
4a6 1,9 x 10*° 36 x 10%° 1,6 x 10%°
7a9 2,2 x 10'° 52 x 10%° 2,3x 10°
10a12 42 x 10° 2,6 x 10° 2,2 x 10°
13e14 2,1x 10° 6,2 x 10'° 1,9 x 10°
M édia 1,6 x 10'° 3,8x 10'° 7,2x 10°

* médiade duas placas.

Quadro 7 —Ganho de peso, consumo aimentar e coeficiente de eficiéncia
aimentar (CEA) de ratos suplementados com diferentes culturas de

lactobacilos, apés 14 dias de experimentacdo (média = desvio-

padrdo, n = 8)
Ganho de Peso Consumo #
Trat t EA) (%
ratamento (g/dia) *, #* Alimentar (g/dia), #  (CEA) (0,
Basal 3,99+ 0,78a 18,10+ 1,51 22,05 + 3,52a
Hiperlipidica 5,07 + 0,76b 18,48 + 1,88 27,45 + 4,28b
L. acidophilusCH5 4,88 + 0,68 18,10 + 0,90 26,94 + 2,86
L. acidophilusNCFM 4,81+0,91 17,69 + 1,23 27,21 + 3,89
L. casel spp. 4,71+ 0,46 18,71 + 0,40 25,20 + 2,26

Dieta basal = dieta AIN-93M; hiperlipidica = dieta basal + colesterol + lipidios + LDR; tratamentos = dieta
hiperlipidica+ LDR adicionado de probiético; CEA = ganho peso/ingestéo alimentar x 100; Basal X Hiperlipidica
=* ou letramintiscula; Hiperlipidica X espécies de Lactobacillus =* ou letra maitiscula; # ou* Médias seguidas
de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre s, pelo teste de Duncan (P>0,05); e ou** néo
houvediferencasignificativaentre ostratamentos pelo teste F (P>0,05).

O ganho de peso e 0 CEA dos animais gque receberam a dieta hiperlipidica
foi superiores adosanimais que receberam a dieta basal (P<0,05), provavelmente
em conseqiéncia de sua maior ingestdo caldrica devido a maor densidade
energética da dieta hiperlipidica A administragdo de probidticos aos animais que
receberam a dieta hiperlipidica ndo aterou o consumo de aimentos, o ganho de peso
e 0 CEA entre 0s grupos experimentais (P>0,05).

Os indices de peso do baco e do figado (g/kg de peso corpéreo) dos
animais que receberam as dietas experimentais foram determinados e encontram-

se no Quadro 8.
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Quadro 8 — indice de peso dos 6rgdos de ratos suplementados com diferentes
culturas de lactobacilos, apos 14 dias de experimentacdo (média +
desvio-padréo, n = 8)

indice de Peso dos Or géios (g/kg de peso cor por eo)

Tratamento

Figado # ** Bago ™ **
Basal 49,75 + 4,25 452+ 1,41
Hiperlipidica 50,84 + 4,04 4,26+ 2,72
L. acidophilusCH5 49,58 + 4,10 6,12+ 2,05
L. acidophilusNCFM 52,16 + 2,04 6,27 +1,31
L. casel spp. 50,49 + 2,98 6,55+ 1,07

Dieta basal = dieta AIN-93M; hiperlipidica = dieta basal + colesterol + lipidios + LDR; tratamentos =
dieta hiperlipidica + LDR adicionado de probiético; CEA = ganho peso/ingestéo alimentar x 100; Basal X
Hiperlipidica = * ou letra mintscula; Hiperlipidica X espécies de Lactobacillus = * ou letra maitscula; e
# ou** nao houve diferenca significativa entre os tratamentos pel o teste F (P>0,05).

Constaou-que se ndo ha diferenca significativa no indice de peso de
figado e peso de baco entre os animais dos diferentes tratamentos (P>0,05). No
entanto, quando foi avaliado o bago dos animais que receberam a dieta
hiperlipidica observou-se a tendéncia de aumento em cerca de 20% nos animais
que receberam suplementacéo de probidtico. Diante desse resultado, decidiu-se
por avaliar a translocacdo bacteriana nesse 6rgdo nos experimentos posteriores,
uma vez que o aumento de peso verificado pode evidenciar ndo sd6 0 aumento na
atividade do baco, mas também aumento de bactérias intestinais translocadas
(ZHOU et a., 2000; MACHADO, 2001). Concluiu-se, nesta experimentacao,
gue qualquer uma das espécies avaliadas poderia ser escolhida para compor o
probidtico a ser testado posteriormente, uma vez que as especies apresentaram o

mesmo perfil quanto ao peso de 6rgao.

4.1.3. Par ametr os sanglineos

Os parémetros sanguliineos avaliados em ratos que receberam dieta basal
ou dieta hiperlipidica suplementada com diferentes células de L. acidophilus
CH5, L. acidophilus NCFM e L. casel spp. estdo representados pela
determinacdo de &cidos biliares séricos, colesterol totd, triacilglicerois e fragdes
HDL-C e VLDL+LDL-C, aém do indice aterogénico.
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No Quadro 9 estéo os valores de colesterol totd, HDL-C, VLDL+LDL-C,
triacilglicerdis e indice aterogénico dos animais experimentais, obtidos apos 14 dias

de administracdo de diferentes espécies de lactobacil os.

Quadro 9 — Colesterol totd, HDL-C, VLDL+LDL-C e triacilgliceréis séricos
(mg/dL) e indice aterogénico (IA) de ratos suplementados com
diferentes culturas de lactobacilos apds 14 dias de experimentacdo
(média + desvio-padrdo, n = 8)

Colesterol

/LDL+LDL-

Tr(érgg/rgir;to Colesterol HDL-C %+ e TriacLLgliferéis 2| pn
Basal 97,63+ 1004 4864+6,81 4899+7726 140,96 + 50,59 1,02a
Hiperlipidica ~ 106,190 + 24,36 44,34 +539 6185+2081 118,96 + 30,17 1,38b
L ocdophilus  12220+3024 41234500 80972753 134,73+ 27,22 19
h‘éﬁf"ph”us 121,88 + 17,47 44,76 + 3,44 7711+ 1477 154,55 + 40,66 1,72
L.caseispp. 109,36 + 1054 40,93 +6,05 6844 +7,68 132,88 + 20,44 1,70

Dieta basal = dieta AIN-93M; hiperlipidica = dieta basal + colesterol + lipidios + LDR; tratamentos =
dieta hiperlipidica + LDR adicionado de probiético; CEA = ganho peso/ingestdo alimentar x 100; basal X
hiperlipidica=* ou letra mintscula; hiperlipidica X espécies de Lactobacillus =" ou letra maitscula; * ou
*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan
(P>0,05); e * ou ** ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste F (P>0,05); *VLDL
+ LDL-C = colesterol total —HDL-C; 2IA = (VLDL + LDL-C)/HDL-C

A dieta rica em gordura e colesterol elevou o indice aterogénico dos
(P<0,05), no

hipercolesterolemia, como observado pelas concentragbes plasmaticas de

animais experimentais entanto nd induziu a sua
colesterol total (P>0,05). Embora ratos sgam resistentes em desenvolver
hipercolesterolemia quando submetidos a dieta rica em gordura e colesterol
(NGUYEN et al., 1999; XU et al., 2000), os resultados encontrados podem estar
sendo influenciados pelo curto tempo de experimentacdo, uma vez que a inducéo
dietética da hipercolesterolemia em roedores feitas em diferentes tempos tem
revelado respostas variadas. Por exemplo, em experimentagcdo similar, porém
ampliada para 28 dias, COSTA (1992) induziu a hipercolesterolemia em ratos
quando utilizou a mesma dieta. Em contraste, TARANTO et a. (2000)
observaram aumento significativo na concentragdo plasmética de colesterol em

camundongos apos sete dias de experimentacdo, quando utilizaram dieta similar.
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MACHADO (2001) demonstrou que a suplementacéo de colesterol e
acido cdlico a dieta de ratos foi mais eficaz no acumulo de colesterol no figado,
aumentando seu peso, do que em sua elevagdo no sangue. Entretanto, ndo é o
caso deste estudo, uma vez que ndo foi observado aumento de peso nesse 6rgéo
nos animais experimentais (P>0,05) e a dieta hiperlipidica administrada aos
animais ndo aumentou a concentracdo de colesterol sanglineo. Provavelmente,
também ndo aumentou sua deposicdo no figado, o que indica que o tempo
experimental utilizado ndo foi suficiente para induzir a hipercolesterolemia em
ratos. Além disto, a administrac8o de probioticos aos animais experimentais ndo
alterou (P>0,05) os parametros sanglineos (colesterol totd, triacilglicerdis,
HDL-C, VLDL+LDL-C e indice aterogénico) entre 0s grupos experimentais.

Os resultados referentes aos acidos biliares séricos estdo discriminados na

Figura6.
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Dieta basal = dieta AIN-93M; hiperlipidica = dieta basal + colesterol + lipidios + LDR; tratamentos =
dieta hiperlipidica + LDR adicionado de probiético; CEA = ganho peso/ingestdo alimentar x 100; basal X
hiperlipidica=* ou letra mintscula; hiperlipidica X espécies de Lactobacillus=* ou letra maitscula; * ou
* barras seguidas de pelo menos uma mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan
(P>0,05); * ou ** n&o houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste F (P>0,05); CH5 = L.
acidophilusCH5; NCFM = L. acidophilusNCFM; e LcS = L. casei spp.

Figura 6 — Acidos biliares séricos de ratos suplementados com diferentes culturas
de lactobacilos apds 14 dias de experimentacdo (media + desvio-
padréo, n = 8).

59



As concentracOes de acidos biliares séricos dos animais submetidos a dieta
rica em colesterol foram inferiores aguelas encontradas nos animais que
receberam a dieta basal (P<0,05). Essa diferenca pode ser resultado da
diminuicdo na reabsorcdo intestinal dos acidos biliares pela circulacdo
enterohepatica nos animais submetidos a dieta rica em colesterol (XU et al.,
2000). No entanto, a0 comparar 0s grupos que receberam dieta hiperlipidica,
constatou-se que ndo houve diferenca entre o controle e os animas que
receberam probioticos (P>0,05), indicando que os microrganismos administrados
ndo alteraram a reabsorcao intestinal desses &cidos.

Em experimentagdo similar, USMAN e HOSONO (2000), estudando a
suplementacdo de diferentes estirpes de L. gasseri a dieta de ratos
hipercolesterolémicos, observaram reducdo na concentracdo de écidos biliares
SEricos apenas nos animais que apresentaram aumento na excrecdo fecal desses
acidos. Os autores relacionaram os efeitos observados ao aumento na taxa de
desconjugacdo intestinal dos acidos biliares promovido pela ingestdo da espécie
probidtica. Diante desse relato, embora a concentracdo de acidos biliares fecais
ndo tenha sido avaliada ro presente trabalho, sugere-se que a manutencéo na
concentracdo plasmética de &cidos biliares nos animais experimentais pode estar
associada, a ndo-alteracdo no porcentual de &cidos biliares nas fezes dos animais,
0 que evidencia que a ingestdo de diferentes células de lactobacilos ndo
aumentou a taxa de desconjugacdo intestinal desses &cidos, ainda que as culturas
administradas apresentassem atividade da enzima BSH.

O estudo nos parametros sanglineos revelou gque as trés culturas estudadas
tiveram praticamente a mesma atuagéo na lipidemia dos animais experimentais,
como também mostrou a necessidade de estudar as vias metabdlicas do colesterol
(como armazenamento e excrecdo desse composto) com a finalidade de
investigar alguns possiveis mecanismos de acéo das espécies estudadas sobre o
metabolismo de colesterol. A maioria dos estudos que utilizaram as bactérias
probidticas com o objetivo de reduzir colesterol usou os parametros sangiineos,
como triacilglicerdis, colesterol totad, HDL, LDL e VLDL-C. A atividade da

enzima BSH e a determinacdo de outros compostos originados das vias
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metabllicas do colesterol, como éacidos biliares fecais e colesterol fecal e
hepatico, que poderiam constatar ou ndo a eficiéncia das bactérias administradas
com o0 metabolismo de colesterol, € também uma prética que vem sendo
utilizada.

Embora as espécies de lactobacilos administradas ndo alterassem a
colesterolemia dos animais experimentais, selecionou-se L. casel spp. entre as
espécies testadas para compor as experimentacdes posteriores (efeito
hipocolesterolemiante de diferentes concentragdes probidticas em dois model os
animais) por ela apresentar elevada atividade da enzima BSH, como também
pelo fato de pesquisas terem constatado seus efeitos benéficos em diversos
modelos experimentais, evidenciando, inclusive, o seu uso no controle da

colesterolemia.

4.2. Caracterizagdo da cultura utilizada como probiético na avaliagdo do

efeito de dose na modulacéo da colester olemia em ratos e coelhos

As col6nias isoladas do concentrado de L. casei spp. que foi administrado
aos animais apresentaram-se gram-positivas e catalase negativas. Os isolados
apresentaram-se como bacilos isolados ou em correntes, caracteristicas do género
indicadas pelo Manual de Bergey (KANDLER e WEISS, 1993). As
caracteristicas fermentativas obtidas pelas colbnias isoladas de L. casel spp.,
comparadas aos resultados encontrados por KANDLER e WEISS (1993), encontram-

se no Quadro 10, corroborando aidentidade daespécie.

4.3. Numer o de células viaveis no concentrado L. casei spp.

As médias das suspensdes bacterianas de L. casei spp. administradas aos
ratos e utilizadas para produzir as concentracdes de 10%, 10°, 10°UFC/mL estéo
indicadas no Quadro 11.

As médias das suspensdes bacterianas de L. casei spp. administradas aos
coelhos e utilizadas para produzir as concentracdes de 10°, 10°, 10°UFC/mL
estdo indicadas no Quadro 12.
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Quadro 10— Perfil de fermentac&o de carboidratos por L. casei spp., apés 48 h de
incubacdo, em Kit APl CHL (Biomeriux - Franca)

Carboidratos L. casei spp.” L. casel spp.**

D-Arabinose
Ribose
D-Xilose
Galactose
D-Glicose
D-Frutose
D-Manose
Ramnose
Manitol
Sorbitol
Amidalina
Esculina
Sdlicina
Celobiose
Maltose

L actose
Melibiose
Sacarose
Trealose
Melezitose
D-Rafinose
Gluconato

+

+ 4+ + +

+ 4+ 4+

+ 4+ + 4+ + +++
R e e G O e U N S

+

+ : reagdo positiva; - : reagcdo negativa; (+) : reacdo fracamente positiva; "L. casei spp. (KLANDLER e
WEISS (1993); “"L. casei spp. (isolado de leite fermentado).

Quadro 11 — Unidades formadoras de colénias’ (UFC/mL) das suspensdes
celulares de L. casel spp. utilizadas para administracéo aos ratos
durante 14 dias experimentais

Grupos Experimentais? (UFC/mL)

Periodos de Administracdo (dias)

1 2 3
le?2 30x 10° 2,9 x 10 38x 10°
3a5 55x 10° 7,0 x 10 7,0 x 10°
6a8 24 x 10° 2,6 x 10 35x 10°
9all 7.8x 10° 7.4 % 10" 6,7 x 10°

12a14 25x 10° 22 x 10" 22 x 10°
M édia 4,3x10° 45x 10" 4,7 x 10°

! Média de duas placas e grupos 1, 2 e 3 receberam 0,1mL de probiético.
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Quadro 12 — Unidades formadoras de coldnias' (UFC/mL) das suspensdes
celulares de L. casel spp. utilizadas para administragdo aos coelhos
durante 14 diadias experimentais

Periodos de Administracdo Grupos Experimentais® (UFC/mL )

(dias)

1 2 3
le2 80x 10° 82 x 10’ 6,2 x 10°
3e4 57 x 10° 48x 10 6,4 x 10°
5e6 38x 10° 34x 10 2,7 x 10°
7e8 73x 10° 6,4 x 10 57 x 10°
9e10 2,6 x 10° 23x 10 24 x 10°

1lel2 6,5 x 10° 6,5 x 10 7.1x 10°

13e14 6,2 x 10° 45x 10 6,1x 10°

Média 57 x 10° 52 x 10 52 x 10°

! Média de duas placas e grupos 1, 2 e 3 receberam 0,3 mL de probiético.

4.4.Efeito  hipocolesterolemiante de diferentes concentragbes de

Lactobacillus casei spp. em ratos nor mo e hiper colester olémicos

4.4.1 Ganho de peso, consumo e coeficiente de eficiéncia alimentar

Ganho de peso, consumo e coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) de
ratos alimentados com dieta basal ou hiperlipidica suplementada com diferentes
concentracdes de L. casel spp. e suas andlises estatisticas estdo representados nos
Quadros 13 e 14, respectivamente .

Verificou-se que o efeito de dose néo foi significativo (P>0,05) para todas
as caracteristicas analisadas, 0 que indica que, independentemente do tipo de
dieta, as diferentes concentracdes de L. casei spp. administradas aos animais ndo
exerceram efeito sobre o ganho de peso, consumo e CEA. No entanto, o
ganho de peso e 0 CEA dos animais que receberam a dieta hiperlipidica foram
superiores (P<0,05) aos dos animais que receberam a dieta basal, provavelmente
em conseguéncia da maior ingestdo caldrica desses animais, devido a
suplementacdo de lipidios em sua dieta. Resultados semelhantes foram obtidos
por FUKUSHIMA e NEKANO (1996), KAWASE et al. (2000), USMAN e
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Quadro 13 — Ganho de peso, consumo e CEA de ratos alimentados com dieta
basal ou hiperlipidica suplementada com diferentes concentragctes de
L. casel spp., apos 14 dias de experimentacdo (meédia = desvio-
padréo, n = 8)

Controle  10*UFC/mL 10°UFC/mL  108UFC/mL

Dieta basal
Ganho de peso (g/dia) 2,50+ 0,75 2,88+ 0,90 245+ 0,51 2,54+ 0,80
Consumo alimentar (g/dia) 1858 + 1,11 18,79 + 1,79 17,24 + 1,19 17,29 + 1,62
CEA (%) 13,45 + 3,61 15,30 + 3,78 14,19 + 2,17 14,72 + 3,66
Dieta hiperlipidica
Ganho de peso (g/dia) 2,98+ 0,94 3,10+ 2,00 3,29+ 0,80 3,31+ 0,65
Consumo aimentar (g/dia) 17,20 + 1,25 17,20 + 3,30 17,55 + 2,32 17,44 + 1,02
CEA (%) 17,32 + 4,97 18,01 + 7,44 18,77 + 3,00 18,99 + 3,82

Dieta basal = dieta AIN-93M + tampdo fosfato; dieta hiperlipidica = dieta AIN-93M + colesterol +
gordura + tampéo fosfato; tratamentos = dieta AIN-93M adicionada ou ndo de colesterol e gordura +
tampao fosfato adicionado de probiético; e CEA = ganho de peso/consumo alimentar.

Quadro 14 — Andlise estatistica das caracteristicas apesentadas no Quadro 13

(valores de P)

Variaveis Analisadas Ganho de Peso Consumo Alimentar CEA
Interagdo dose x dieta 0,8139 0,3232 0,8054
Fator dose 0,9143 0,6705 0,8052
Fator dieta 0,0269 0,1749 0,0013

HOSONO (2000) e MACHADO (2001), quando suplementaram a racéo de ratos

com diferentes espécies de lactobacilos.

4.4.2. Sobrevivéncia das células testadas e recuperadas no conteido colénico

dosanimais

A recuperagdo de células de lactobacilos no contetido coldnico cke ratos
alimentados com dieta basal ou hiperlipidica suplementada com diferentes
concentragcdes de L. casei spp., bem como suas andlises estatisticas, esta

apresentada nos Quadros 15 e 16, respectivamente.
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Quadro 15 — Recuperacdo de células de lactobacilos (Log UFC/g) no contetido
colénico de ratos alimentados com dieta basal ou hiperlipidica
suplementada com diferentes concentracdes de L. casei spp., apds

14 dias de experimentacdo (meédia + desvio-padréo, n= 6)

Tratamentos Dieta Basal Dieta Hiperlipidica
Controle 6,66 + 0,59 4,67+ 0,61
10°UFC/mL 6,82 + 0,20 4,58 + 0,59
10°UFC/mL 6,85 + 0,32 5,10 + 0,59
10°UFC/mL 7,56 + 0,32 6,30 + 0,50

Dieta basal = dieta AIN-93M + tampéo fosfato; dieta hiperlipidica = dieta AIN-93M + colesterol +
gordura + tampao fosfato; e tratamentos = dieta AIN-93M adicionada ou ndo de colesterol e gordura +
tampéo fosfato adicionado de probiético.

Quadro 16 — Andlise estatistica das caracteristicas analisadas no Quadro 15

(valores de P)
Varidveis Analisadas Recuperacéo de L actobacilos
Interagcdo dose x dieta 0,0619
Fator dose < 0,0001
Fator dieta < 0,0001

O efeito de dose foi significativo (P<0,01) para recuperacao de L. casei
spp., mostrando que, independentemente do tipo de dieta, a ingestdo de doses
crescentes de L. casei spp. esta relacionada com o0 aumento na recuperacéo de
bactérias do género Lactobacillus nas fezes. Resultado semelhante foi obtido
por GUERIN-DANAN et a. (1998) e YUKI et al. (1999), quando suplementaram a
dieta de lactentes e camundongos, respectivamente, com L. casel ssp. Por outro
lado, a recuperacdo de células nos animais que receberam a dieta basal foi
superior (P<0,01) a recuperacdo daqueles que receberam a dieta hiperlipidica.
Provavelmente, a presenca de acidos graxos livres na dieta hiperlipidica poderia
estar exercendo algum efeito toxico sobre os lactobacilos, explicando a reducéo
observada nos animais desse grupo (FERREIRA, 1999). Assim, os resultados
indicam que o microrganismo probidtico L. casei spp., utilizado nesta
experimentacdo, tem a capacidade de transpor barreiras e sobreviver ao ambiente

intestinal em ratos, onde podera exercer os beneficios que Ihe sdo inferidos.
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4.4.3. Metabolismo lipidico

Os niveis séricos de colesterol totd, HDL-C, VLDL+LDL-C,
triacilglicerois séricos e indice aterogénico dos animais alimentados com dieta
basal ou hiperlipidica suplementada com diferentes concentracdes de L. casei
Spp. € suas anadlises estatisticas estdo apresentados nos Quadros 17 e 18,

respectivamente.

Quadro 17 — Colesterol totd, HDL-C, VLDL+LDL-C, triacilglicerGis séricos
(mg/dL) e indice aterogénico de ratos alimentados com dieta basal
ou hiperlipidica suplementada com diferentes concentragbes de L.
casei spp. apods 14 dias de experimentacdo (média + desvio-padréo,

n=_8)
Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
Dieta basal

Colesterol total 87,61 + 8,29 87,16 + 13,77 92,83 + 9,52 92,20 + 9,34
HDL-C 39,41 + 4,18 42,28 + 5,30 39,41 + 5,22 40,24 + 4,14
VLDL+LDL-C* 48,20 + 7,79 44,89 + 9,56 53,41 + 5,96 51,96 + 7,39
Triacilglicerdis 114,74 + 34,70 134,39 + 36,35 98,90 + 33,11 108,45 + 26,21
indice aterogénico? 1,24+ 0,27 1,06+ 0,17 1,37+ 0,19 1,30+ 0,19

Dietahiperlipidica
Colesteral total

115,30 + 22,65

115,18 + 30,17

122,21 + 23,33

124,65 + 37,37

HDL-C 34,99 + 3,83 33,61 + 8,76 3345+ 2,82 34,76 + 5,80
VLDL+LDL-C 80,31 + 21,23 81,56 + 28,82 88,76 + 23,68 89,89 + 34,82
Triacilglicer6is 94,10 + 31,34 72,36 + 28,81 73,28 + 21,04 64,08 + 22,47
indice aterogénico2 2,30+ 0,54 2,54+ 0,91 2,68+ 0,77 2,61+1,01

Dieta basal = dieta AIN-93M + tampéo fosfato; dieta hiperlipidica = dieta AIN-93M + colesterol +
gordura + tampéo fosfato; tratamentos = dieta AIN-93M adicionada ou ndo de colesterol e gordura +
tampao fosfato adicionado de probiédtico; VLDL + LDL-C = colesterol tota — HDL-C; 2 indice
aterogénico = (VLDL + LDL-C)/HDL-C.

Quadro 18 — Andlise estatistica das caracteristicas analisadas no Quadro 17

(valoresde P)

e . Colesterol VLDL+ o indice
Variaveis Analisadas Total HDL-C LDL-C Triacilglicer6is Ater ogénico
Interacdo dose x dieta 0,9887 0,7079 0,9786 0,1848 0,7877
Fator dose 0,6684 0,8741 0,5404 0,1174 0,5581
Fator dieta <0,0001 <0,0001 <0,01 <0,0001 <0,0001
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Houve diferenca significativa (P<0,01) nos niveis de colesterol total, de
triacilglicerdis, de HDL, LDL+VLDL-C e do indice aterogénico dos animais que
receberam a dieta hiperlipidica quando comparados com o grupo que recebeu
dieta sem colesterol (grupo basal). Embora ratos sgam resistentes em
desenvolver hipercolesterolemia quando submetidos a dieta rica em gordura e
colesterol (XU et a., 2000), neste estudo a dieta hiperlipidica alterou todos os
parametros sanglineos avaliados, inclusive induzindo a hipercolesterolemia nos
animais que receberam esta dieta. O tempo experimental utilizado (28 dias) foi
suficiente para induzir a hipercolesterolemia nos animais experimentais, o que
corrobora os resultados de COSTA (1992). No entanto, independentemente do
tipo de dieta, as diferentes concentracdes de L. casei spp. ndo exerceram efeito
(P>0,05) sobre a colesterolemia dos animais experimentais. Por outro lado,
observa-se que a suplementacéo de doses crescentes de L. casel spp. aos ratos
hipercolesterolémicos tendeu a reduzir em cerca de 23 a 32% (para menor e
maior dose, respectivamente) o nivel serico de triacilglicerois nos animais desse
grupo, quando comparados com o controle, o que indica um efeito
hipotrigliceridemiante de L. casei spp. nos animais hipercolesterolémicos.
Resultados semelhantes foram obtidos por HAYAKAWA et a. (2000), quando
suplementaram a dieta de hamsters hipercolesterolémicos com L. casei spp.,
biovariedade Shirota, durante 14 dias.

A determinacdo de peso do figado, de colesterol hepético e de acidos
biliares e colesterol fecais dos animais alimentados com dieta basal ou
hiperlipidica suplementada com diferentes concentracdes de L. casei spp., bem
como suas andlises edtatisticas, esta apresentada nos Quadros 19 e 20,
respectivamente.

Como o teste F para interagdo dose dieta foi ndo-significativo (P>0,05)
para peso do figado, colesterol fecal e acidos biliares, os fatores dose e dieta
foram avaliados isoladamente para essas caracteristicas. No entanto, a mesma
interacdo foi significativa (P<0,01) para colesterol hepético, mostrando que os

fatores dose e dieta ndo atuam independentemente em nivel hepético.
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Quadro 19 — Peso do figado, colesterol hepético, acidos biliares e colesterol
fecais de ratos aimentados com dieta basa ou hiperlipidica
suplementada com diferentes concentracdes de L. casei spp., apos
14 dias de experimentacdo (média + desvio-padréo, n = 8)

Controle 10*UFC/mL 108UFC/mL 108UFC/mL
Dietabasal
Peso do figado 37,42 + 310 36,80 + 3,76 38,24 + 3,45 37,73+2,93
(mg/g de peso corporal)
Colesterol hepatico 20,84 + 6,06 9,48 + 4,66 8,93 + 7,00 7,89+ 3,23
(mg/g figado)
Colesterol feca
 (mg100g defezes) 513+ 3,11 6,47 + 3,17 6,72+ 270 7,59 + 3,67
Acidosbiliaresfecais 407,19+ 180,40 42445+ 164,06 521,08+ 11490 577,75+ 141,01
(UM/100 mg/fezes)
Dietahiperlipidica
Peso do figado 47,40 + 2,74 50,57+ 2,21 50,40 + 2,02 45,92 + 2,45
(mg/g depeso corporal)
Colesterol hepatico 373,93 + 236,71 30,94 + 12,25 35,71 + 12,46 24,29 + 11,37
(mg/g figado)
Colesterol feca
(mg/100 g de fezes) 406,00+ 184,25  52457+11898 537,49+ 13519 618,27 + 118,15
Acicosbiliaresfecas 72016+ 19480 734,05+ 120,56 83537+ 25586 840,06 + 220,26
(UM/100 mg/fezes)

Dieta basal = dieta AIN-93M + tampéo fosfato; dieta hiperlipidica = dieta AIN-93M + colesterol +
gordura + tampéo fosfato; tratamentos = dieta AIN-93M adicionada ou ndo de colesterol e gordura +
tampéo fosfato adicionado de probiético.

Quadro 20 — Anadlise estatistica das caracteristicas apresentadas do Quadro 19

(valores de P)
Variaveis Analisadas Pe;eo do Coles,te_rol Colestera Acidos Biliar es Fecais
Figado Hepatico Fecal
Interacdo dose x dieta 0,0580 <0,0001 0,543 0,9725
Fator dose 0,0748 <0,0001 0,0467 0,0696
Fator dieta <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

A suplementacdo de gordura e colesterol a dieta dos animais
experimentais aumentou o peso do figado, a concentracéo de colesterol hepatico
e a concentracdo de colesterol fecal e de acidos biliares fecais (P<0,01). Estes
resultados corroboram dados indicados em pesquisas tendo ratos como modelo
anima na indugdo da hipercolesterolemia (COSTA, 1992; FUKUSHIMA e
NEKANO, 1995, 1996; USMAN e HOSONO, 2000). Sabe-se que 0s ratos,

quando submetidos a dieta rica em gordura e colesterol, utilizam varios
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mecanismos, visando regular a concentracdo de colesterol plasmético, como
aumento na sintese e excrecdo de acidos biliares, reducdo na sintese e absor¢éo
intestinal de colesterol, além de seu armazenamento no figado, tornando esses
animais naturalmente resistentes ao desenvolvimento da hipercolesterolemia por
inducdo dietética (BEYNEN et al., 1986; SPADY e CUTHBERT, 1992;
SEHAYEK et al., 1998, 2000; NGUYEN et a., 1999; XU et a., 2000). Assim,
na presente pesquisa, 0s aumentos verificados no peso do figado e na
concentracdo de colesterol hepético podem ser atribuidos a deposicdo de
colesterol neste 6rgdo. Ja o aumento na concentracdo de colesterol fecal pode ser
resultado de redugdo na absorgao intestinal de colesterol, enquanto o aumento de
&cidos biliares fecais pode induzir aumento na sintese de &cidos hiliares a partir
do colesterol. Estes resultados explicam o discreto aumento no colesterol
plasmético verificado nos animais que receberam a dieta hiperlipidica,
evidenciando, ainda, a limitacdo de se trabalhar com esse modelo animal no
estudo da col esterolemia.

Embora houvesse aumento no peso do figado, na concentracdo de
colesterol hepatico e na concentragéo de colesterol fecal e é&cidos biliares fecais
nos animais alimentados com dieta hiperlipidica, quando comparados com os que
receberam a dieta sem colesterol, observa-se que o efeito de dose foi significativo
no colesterol hepético (P<0,01) e fecal (P<0,05), evidenciando que a suplementacéo
de L. casal spp. a dietados animais experimentais reduziu a deposi¢éo de colesterol no
figado e aumentou a excrecdo de colesterol, independentemente do tipo de dieta. A
interacdo dose/dieta foi significativa (P<0,01) para colesterol hepatico, no
entanto o desdobramento do efeito da interacdo mostrou que ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) entre as diferentes concentracdes de L. casei spp.,
independentemente da dieta, evidenciando que apesar da variagdo nas
concentragcdes bacterianas estas apresentaram respostas semelhantes. Embora 10°
UFC/mL sgja a dose minima recomendada para que um produto probiotico
contendo Lactobacillus spp. possa exercer uma fungdo especifica no hospedeiro
(LEE e SALMINEN, 1995), verificou-se que uma dose menor (10* UFC/mL)

pode influenciar o metabolismo de colesterol.
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Observou-se ainda tendéncia de aumento na concentracdo de acidos
biliares nas fezes dos animais que receberam doses crescentes de probidtico,
indicando que a ingestdo de L. casei spp. esta diretamente relacionada com o
aumento na excrecdo fecal de acidos biliares, provavelmente devido ao aumento
na taxa de desconjugacdo intestinal desses acidos, uma vez que a cultura
administrada apresentava atividade da enzima BSH. Resultados semelhantes
foram obtidos por outros pesguisadores que usaram a suplementacdo de
lactobacilos em modelos animais (FUKUSHIMA e NEKANO, 1996; DE SMET
et al., 1998; HASHIMOTO et al., 1999; USMAN e HOSONO, 2000).

Deve-se considerar ainda que a maior parte dos acidos biliares secretados
no intestino delgado é reabsorvida pela circulac@o enterohepatica, entretanto se
estes forem desconjugados ou dehidroxilados por bactérias intestinais esse
reaproveitamento sera reduzido, levando ao aumento da excrecdo desses acidos
(MURRAY et a., 1994). Objetivando a ocorréncia de reposicdo dos acidos
biliares eliminados, havera aumento no catabolismo do colesterol, o que explicaa
reducdo do colesterol hepatico observada O aumento de é&cidos biliares
verificado nas fezes dos animais que receberam probi6ticos poderia ser resultado
da menor absorgdo desses acidos pela circulagcdo enterohepética, possivelmente
devido a0 aumento na desconjugacdo intestinal desses &cidos. Sugere-se que a
elevagcdo na concentracdo de colesterol fecal deveu-se ao aumento de acidos
biliares desconjugados (ndo avaliado nesta experimentacdo). Sabe-se que oS
acidos biliares desconjugados absorvem baixa quantidade de lipidios no trato
gastrointestind e que eles poderiam induzir uma precipitacdo do colesterol
intestinal (KLAVER e VANDER MEER, 1993; TARANTO et a., 1997).
Adicionalmente, as células de L. casei spp. poderiam também adsorver colesterol
(GILLILAND et al., 1985, BUCK e GILLILAND, 1994; NOH et al.,1997;
BRASHEARS et a., 1998). Todas essas situagfes podem aumentar a
concentracdo de colesterol e &cidos biliares fecais e influenciar a concentragdo de
colesterol hepético, visto que ha reducéo na absorcéo de colesterol no intestino e

aumento na sintese de acidos biliares.
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Observou-se que a suplementacéo de diferentes concentragcdes de L. casel
spp. ndo aterou os niveis séricos de colesterol nos animais experimentais,
independentemente do tipo de dieta, no entanto alterou significativamente a
concentracdo de colesterol hepético e de colesterol e acidos biliares fecais.
Assim, pode-se sugerir que embora ndo houvesse alteracdo na colesterolemia dos
animais a suplementacdo de L. casel spp. exerceu alguma influéncia no
metabolismo de colesterol do modelo experimental adotado, sugerindo que n&o
devem ser utilizados apenas os parametros sanglineos para se comprovar a
influéncia dos probidticos sobre 0 metabolismo de colesterol. Por outro lado,
pode-se inferir que a ndo-alteracdo na colesterolemia poderia ser devido as
concentragbes administradas de L. casel spp., uma vez que a maioria dos estudos
gue investigam o efeito hipocolesterolemiante dos probioticos tem usado doses
elevadas, geramente acima de 10° UFC/mL. No entanto, este ndo parece ser 0
caso da presente experimentacdo. O principal mecanismo de agdo dos probiéticos
esta relacionado com a sua capacidade de desconjugacéo de acidos biliares e sua
consequente excrecdo, 0 que foi constatado nesta experimentacéo, juntamente
com aumento na excrecdo de colesterol. Corroborando estes resultados,
TARANTO et al. (1998) estudaram o efeito de diferentes concentrages de L.
reuteri na colesterolemia de ratos hipercolesterolémicos e observaram que
10*UFC/mL foi a menor dose que promoveu reducgo significativa no colesterol
total e triacilgliceréis. Neste estudo, doses de 10* a 10°UFC/mL resultaram em
efeito semelhante nas vias de excregéo de colesterol.

Além da concentracdo, outros parametros devem ser utilizados na escolha
dos microrganismos probioticos. Por exemplo, as espécies de microrganismos
gue conseguem aderir a superficie da mucosa intestinal apresentam melhor
desempenho funcional do que aqueles que ndo possuem essa capacidade
(DONNET-HUGHES et al., 1999). USMAN e HOSONO (2000), estudando a
suplementacdo de L. gasseri (SBT0270 e SBT0274) a dieta de ratos
hipercolesterolémicos, verificaram que embora as duas estirpes fossem
resistentes ao suco gastrico e aos sais biliares, e fossem encontradas nas mesmas

concentragbes nas fezes dos animais, somente a estirpe SB0270, por sua
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capacidade de colonizar melhor o trato gastrointestinal, reduziu
significativamente a concentragdo de colesterol e de acidos biliares séricos,
aumentou a excregdo fecal de acidos biliares e inibiu coliformes fecais.
TUOMOLA et a. (1999), simulando as condicdes de adesdo bacteriana na
mucosa intestinal humana observaram que L. casel biovariedade Shirota possui
baixo poder de adesdo quando comparado com outras espécies probioticas
(Lactobacillus GG, L. johnsonii LJ1 e L. rhamnosus), mas possui outras
caracteristicas que |he conferem indicagéo para uso como probiético.
HAYAKAWA et a. (2000) avaliaram efeito do leite fermentado por L.
casel biovariedade Shirota em hamsters com os niveis de colesterol normais e
elevados. Nos animais hipercolesterolémicos, o leite fermentado reduziu
significativamente os niveis de triacilglicerdis e das fracdes VLDL+LDL-C, além
de aumentar os niveis séricos da fracdo HDL-C e a concentracéo de colesterol
hepético. No entanto, ndo alterou outros parametros do metabolismo lipidico,
como indice aterogénico, colesterol total plasmatico e colesterol e acidos hiliares
fecais. Nos animais normocolesterolémicos verificouw-se apenas a reducéo de
triacilglicerdis. Os autores concluiram que o L. casei biovariedade Shirota possui
efeito hipotrigliceridemiante. Em outro estudo, utilizando-se modelo humano,
SPANHAAK et al. (1998) estudaram a suplementacdo de leite fermentado por L.
casei biovariedade Shirota a dieta de 20 homens, durante quatro semanas. Os
participantes ingeriram, trés vezes ao dig 100 mL de leite fermentado contendo
10® UFC/mL. Os resultados mostraram que ndo houve alteracdo significativa no
porcentual de colesterol, nem no percentual de éacidos biliares primarios e
secundarios das fezes dos individuos do grupo-teste. KAWASE et al. (2000)
estudaram a suplementacéo de leite fermentado fortificado com concentrado
protéico de soro (WPC) a dieta de 20 homens hipercolesterolémicos. Os
participantes ingeriram, duas vezes ao dia 200 mL de leite fermentado por S.
thermophilus e L. casei TMC0409, contendo WPC e 10° UFC/mL, ou leite
acidificado (écido latico). ApOs oito semanas de avaliagdo, foram constatatos
aumento significativo de HDL-C e reducdo no indice aterogénico e na pressdo

arterial no grupo que recebeu leite fermentado.
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Na presente experimentacdo, as concentracoes utilizadas evidenciaram o
efeito de L. casel spp. sobre o metabolismo de colesterol de ratos normo e
hipercolesterolémicos, uma vez que houve alteracdo nas concentracbes de
trigliacilglicerois, de colesterol hepético e de &cidos biliares e colesterol fecais.
No entanto, essa alteracdo ndo foi suficiente para reduzir a colesterolemia nesses

animais.

4.5. Efeito hipocolester olemiante de diferentes concentracdes de L. casel spp.

em coelhos normo e hiper colester olémicos

O efeito da interagao dose/dieta foi ndo-significativo (P>0,05) para ganho
de peso e consumo alimentar; para niveis séricos de colesterol total. HDL-C,
VLDL+LDL-C, triacilgliceréis, para indice aterogénico, peso no figado;
colesterol hepatico e colesterol e acidos biliares fecais, evidenciando que o efeito
de dose independe da dieta utilizada em coelhos para estes parametros. Passou-se
entdo a estudar os fatores dose e dieta independentemente um do outro, nesse

modelo animal.

4.5.1. Ganho de peso, consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar

Os resultados referentes ao ganho de peso, consumo aimentar e
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) dos animais alimentados com dieta
basal ou hiperlipidica suplementada com diferentes concentracdes de L. casei
spp. e andlises estatisticas estdo representados nos Quadros 21 e 22.

Verificou-se que o efeito de dose ndo foi significativo (P>0,05) para todas
as caracteristicas analisadas, 0 que evidencia que, independentemente do tipo de
dieta, as diferentes concentraces de L. casel spp. administradas aos animais néo
exerceram efeito sobre o ganho de peso, o consumo aimentar e o CEA.
Resultados semelhantes foram obtidos por CANZI et al. (2000), quando

suplementaram aracao de coelhos com L. acidophilus.
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Quadro 21 — Ganho de peso, consumo alimentar e CEA de coelhos alimentados
com dieta basa ou hiperlipidica suplementada com diferentes
concentracdes de L. casel spp., apos 14 dias de experimentacdo
(média + desvio-padrdo, n = 6)

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 10%UFC/mL

Dietabasal

Ganho de peso (g/dia) 11,13 + 5,26 10,95 + 3,34 10,83 + 3,08 12,56 + 5,28

Consumo alimentar (g/dia) 113,11 + 2,46 110,86 + 3,66 113,87 + 1,48 122,66 + 5,36

CEA (%) 9,81 + 4,56 9,82+ 2,73 9,53+ 2,78 11,01 + 4,33
Dieta hiperlipidica

Ganho de peso (g/dia) 10,54 + 4,99 1464 + 1,21 18,04 + 10,24 11,36 + 5,44

Consumo aimentar (g/dia) 113,47 + 4,97 111,50 + 6,26 118,35+ 1,48 108,85 + 15,99

CEA (%) 9,45 + 4,86 12,90 + 0,85 15,21 + 8,51 9,65 + 4,36

Dieta basal = dieta comercial + tampao fosfato; dieta hiperlipidica = dieta comercial + colesterol +
tampdo fosfato; tratamentos = dieta comercia adicionada ou ndo de colesterol + tampdo fosfato
adicionado de probi6tico; CEA = ganho de peso/consumo alimentar.

Quadro 22 — Andlise estatistica das caracteristicas analisadas do Quadro 21

(valoresde P)

Variaveis Analisadas Ganho de Peso Consumo Alimentar CEA
Interacdo dose x dieta 0,2272 0,5368 0,3128
Fator dose 0,4517 0,2207 0,5479
Fator dieta 0,1642 0,8327 0,1607

4.5.2. Sobrevivéncia das células administradas e determinacdo do pH

intestinal dosanimais

O pH do duodeno, ileo e colon, a recuperacdo de células de lactobacilos
no contetido do célon dos animais alimentados com dieta basal ou hiperlipidica
suplementada com diferentes concentracbes de L. case spp. e andlises
estatisticas estdo apresentados no Quadro 23.

N&o houve recuperacdo de bactérias do género Lactobacillus no contedido
colénico dos animais experimentais, inclusive nagueles que receberam a
suplementacdo de L. casei spp. Este resultado, diferentemente do observado em
ratos, indica que as bactérias administradas ndo podem ser recuperadas com o

meio de cultura utilizado (LAMVAB e HARTEMINK, 1997) do ambiente
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Quadro 23 — Recuperacédo de células de lactobacilos no colon e pH do contelido
duodend, ileal e coldnico de coelhos alimentados com dieta basal
ou hiperlipidica suplementada com diferentes concentracfes de L.

casei spp., apos 14 dias de experimentacdo (média = desvio-padréo,

n=06)
Controle 10°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
Dietabasal
L actobacilos no ileo* ND ND ND ND
L actobacilos no célon* ND ND ND ND
pH do duodeno 7,47+ 0,50 7,88+ 0,63 7,32+ 0,92 7,69+ 0,31
pH do ileo 8,16 + 0,53 8,28 + 0,57 8,35+ 0,72 8,33+ 0,18
pH do célon 7,18+ 0,33 7,43+ 0,38 7,31+ 0,32 7,07+ 0,31
Dieta hiperlipidica
Lactobacilosno ileo ND ND ND ND
Lactobacilos no colon ND ND ND ND
pH do duodeno 7,38+ 0,52 7,79+ 0,62 8,09 + 0,49 7,79+ 0,90
pH doileo 8,24+ 0,51 8,35+ 0,51 8,14+ 0,53 8,33+0,44
pH do célon 6,98+ 0,17 7,33+ 0,30 6,78 + 0,31 6,95+ 0,34

Dieta basal = dieta comercial + tampéo fosfato; dieta hiperlipidica = dieta comercial + colesterol +
tampdo fosfato; tratamentos = dieta comercial adicionada ou ndo de colesterol + tampédo fosfato
adicionado de probiético; e ND = ndo-detectado.

intestinal de coelhos como modelo animal. TANAKA (1995) relatou que
lactobacilos ndo fazem parte da microbiota intestinal de coelhos. Afirmacéo
semelhante foi feita por BROWN (2003) e MEREDITH (2003); KREMPELS
(2003) em revisao sobre a microbiota intestinal do coelho, corroborando, assim,
os resultados encontrados nesta experimentagdo. Em contraste com esses relatos,
CANZI et al. (2000) suplementaram a racdo de coelhos Nova Zelandia com
células liofilizadas (10°UFC/kg de peso) de S. thermophilus e L. delbrueckii ssp.
bulgaricus ou L. acidophilus, durante 42 dias, e recuperaram células de
Lactobacillus (10> a 10° UFC/g de conteiido cecal) nas fezes dos animais
experimentais.

Embora CANZI et a. (2000) tenham recuperado Lactobacillus em
material fecal de coelhos, nesta experimentacdo ndo se constatou a presenca
dessas bactérias nas fezes dos animais experimentais. Pode ser que o meio de
cultura LAMVAB (MRS acidificado para pH + 5 adicionado do antibiotico

vancomicina) torna o0 meio colhido do colon mais sensivel & presenca do
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antibiético, diminuindo sua capacidade de recuperacdo e crescimento. Pode-se
também ressaltar que, diferentemente de outros modelos animais convencionais,
0 coelho é considerado um monogastrico herbivoro que possui algumas
particularidades no seu processo digestivo, dentre elas a falta de peristaltismo na
regido cardia do estdmago e a presenca de um ceco desenvolvido, onde se realiza
a digestdo microbiana, que é responsavel pela sintese de aminoécidos, digestéo
de fibras, formacéo de acidos graxos e sintese de vitaminas do complexo B. Estes
produtos sdo utilizados por absorcéo direta ou por reabsorcéo fecd, o que se
denomina coprofagia (ARRINGTON, 1972; MELBY JR. e ALTMAN, 19773 b;
CHEEKE et al., 1986; GIDENNE, 1997; GIDENNE et al., 2002). Além disto, a
microbiota dominante no intestino grosso dos coelhos é constituida de bactérias
do género Bacteroides, Propionibacteria, Butyrivibrio, enquanto Clostridium e
E. coli estdo em niveis reduzidos (BROWN, 2003; MEREDITH, 2003). No
entanto, mesmo ndo se tendo éxito na recuperacdo de Lactobacillus spp. do
colon, os micorganismos probiodticos que atuam no ileo exerceram, de alguma
forma, efeito sobre o metabolismo lipidico.

Neste estudo, observouse que o pH do célon e do duodeno apresentou
valores proximos da neutralidade, enquanto o ileo se mostrou mais acalino (>8).
Essa constatagcdo € importante no entendimento da microbiota intestinal dos
coelhos, uma vez que existe escassez de informagdes na literatura arespeito de

sua ecologiamicrobianaintestinal.

4.5.3. Metabolismo lipidico

Os niveis séricos de colesterol totd, HDL-C, VLDL+LDL-C,
triacilglicerois séricos e indice aterogénico dos animais alimentados com dieta
basal ou hiperlipidica suplementada com diferentes concentracdes de L. casel
op. e as andlises edtatisti cas estéo apresentados nos Quadros 24 e 25, respectivamente.

Os niveis séricos de colesterol total e triacilglicerois, HDL, LDL+VLDL-
C, aém do indice aterogénico nos grupos que receberam a dieta hiperlipidica,

foram superiores (P<0,05) aos dos grupos que receberam a dietabasal. Tal fato ja
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Quadro 24 — Colesterol totd, HDL-C, VLDL+LDL-C, triacilglicerois séricos
(mg/dL) e indice aterogénico de coelhos alimentados com dieta
basal ou hiperlipidica suplementada com diferentes concentragtes

de L. casei spp., apbs 14 dias de experimentacdo (meédia + desvio-

padrdo, n = 6)
Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
Dietabasal
Colesterol total 98,75 + 22,51 114,77 + 31,69 94,15 + 20,68 93,42 + 36,30
VLDL + LDL-C* 60,82 + 19,37 78,63 + 30,61 62,07 + 21,07 60,37 + 29,13
HDL-C 37,93 + 14,06 36,13 + 7,30 32,08 + 5,81 33,05 + 8,43
Triacilglicer6is 12377 +44,82 146,38 + 64,07 147,42 + 36,40 115,03 + 31,95
indice aterogénico? 1,84+ 0,81 2,25+ 1,15 2,01+ 0,95 1,76 + 0,56
Dieta hiperlipidica
Colesterol total 1964,83+ 401,26 1638,67 + 486,99 1737,17+ 252,70  1612,75 + 400,08
VLDL + LDL-C'  1854,35+ 391,72 1534,97 + 460,32 1634,67 + 248,71 152322 + 385,10
HDL-C 110,48 + 14,86 103,70 + 30,85 102,50 + 24,40 89,53 + 28,65
Triacilgliceréis 99,35 + 41,28 92,53 + 44,87 89,30 + 42,11 60,43 + 24,87
i ndiice aterogéni co? 16,82 + 2,95 15,17 + 3,02 16,71 + 5,00 17,98 + 6,49

Dieta basal = dieta comercial + tanpéo fosfato; dieta hiperlipidica = dieta comercial + colesterol +
tampdo fosfato; tratamentos = dieta comercia adicionada ou ndo de colesterol + tampado fosfato
adicionado de probiético; *VLDL + LDL-C = colesterol total — HDL-C; e 2 indice aterogénico = (VLDL
+ LDL-C)/HDL-C.

Quadro 25 — Andlise estatistica das caracteristicas apresentadas do Quadro 25

(valoresde P)
Variéaveis Colesterol HDL-C VLDL+ Triacilgli- indice
Analisadas* Total LDL-C cerGis Aterogénico
Interacdo dose x dieta 0,4247 0,7304 0,4188 0,7566 0,6473
Fator dose 0,4457 0,4080 0,4629 0,2559 0,8473
Fator dieta <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0005 <0,0001

era esperado, uma vez que esses animais sdo bastante sensiveis a esse tipo de
dieta e, segundo KOVANEN et al. (1981), LIMA (2001), PERCEGONI (2002),
0s coelhos s8o um bom modelo para estudo da hipercolesterolemia e
aterosclerose.

Percebe-se que ndo houve diferenca (P>0,05) para os niveis séricos de
colesterol total, triacilglicer6is, HDL, LDL+VLDL-C e do indice aterogénico,
guando se observa o0 efeito de dose. No entanto, observa-se que,

independentemente da concentracdo administrada, a suplementacéo de L. casel
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spp. a coelhos hipercolesterolémicos promoveu a tendéncia de reducdo em
cerca de 18% nos niveis de colesterol total e da fragcdo VLDL+LDL quando
comparados com o controle. Ainda nesses animais, 0 aumento crescente da
suplementacdo probidtica promoveu uma tendéncia de reducéo gradativa nos
niveis de triacilglicerdis, alcancando 39% no grupo que recebeu a maior dose. A
modulagdo na colesterolemia e trigliceridemia apenas nos animais
hipercol esterolémicos encontra-se em concordancia com o relatado por diversos
autores (CARROL e KUROWSKA, 1995, HODGSON et a., 1998;
HAYAKAWA et al., 1998), que evidenciaram gue o efeito hipolipidemiante dos
alimentos funcionais é nulo ou insignificante em individuos e animais
normocol esterol émicos.

A determinacdo de peso no figado, de colesterol hepético e de colesterol e
&cidos hiliares fecais dos animais alimentados com dieta basal ou hiperlipidica
suplementada com diferentes concentracdes de L. casei spp. e as andlises
estatisticas estdo apresentados nos Quadros 26 e 27.

Nos animais hipercolesterolémicos observou-se aumento (P<0,01) no peso
do figado, na concentracdo de colesterol hepético e na concentracdo de colesterol
fecal. No entanto, ndo houve ateracdo na concentracdo de acidos biliares fecais
(P>0,05). Segundo KOVANEN et al. (1981) e SPADY e DIETSCHY (1983), os
coelhos, quando submetidos a suplementacdo dietética de colesterol, néo
aumentam a sintese de acidos biliares. Além disto, ndo promovem o acentuado
armazenamento de colesterol no figado, nem a excregéo de colesterol nas fezes.
Nessas espécies, diferentemente de ratos e assim como em humanos, a
homeostasia € mantida por meio da regulacdo na atividade do receptor de LDL
(down regulation) e do consegiiente aumento na concentragdo de colesterol
plasmético (SPADY e DIETSCHY, 1983; SPADY et al., 1985). Tal fato explica
0 aumento acentuado na colesterolemia dos animais que receberam a dieta
hiperlipidica.

Verificou-se que o efeito de dose foi ndo-significativo (P>0,05) para as
caracteristicas peso do figado, concentracdo de colesterol hepatico e

concentragcdo de colesterol e acidos biliaresfecais. No entanto, observou-se que
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Quadro 6 — Peso  figado, colesterol hepético, acidos biliares e colesterol
fecais de coelhos alimentados com dieta basal ou hiperlipidica
suplementada com diferentes concentracdes de L. casei spp., apds

14 dias de experimentacdo (média + desvio-padréo, n = 6)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
Dieta basal
Peso do figado 30,71+ 1,74 30,60 + 3,31 3332 + 1,98 3510 + 3,97
(mg/g de peso corporal)
Colesterol hepético
(ma/q figado) 0,73+ 0,18 0,68 + 0,39 0,74 + 0,18 0,75+ 0,18
Colesterol fecal
(/100 g de fezes) 6,84 + 1,95 6,89 + 1,64 7,87 + 1,65 7,97 + 3,07
Acidosbiliarestecals ooy 20 110915 2572244789 26599+ 2549 26513 + 6547
(UM/100 mg/fezes)
Dietahiperlipidica
Peso do figado 4057 +5 41,93 + 4,85 44,03 + 9,98 39.26 + 7,34
(mg/g de peso corporal) = e = e = =0
Colesterol hepdtico 370+ 2,41 314+ 1,20 279+ 0,73 1,00 + 1,39
(mg/g figado)
Colesterol fecal
(M/100 g de fezes) 25,03 + 5,32 28,76 + 3,41 30,05 + 5,99 32,73 +5,19
Acidos biliares fecais
(LM/100 mg/fezes) 185,60 + 115,51 264,41 + 78,29 28526 + 88,10 280,26 + 112,73

Dieta basal = dieta comercial + tampéo fosfato; dieta hiperlipidica = dieta comercial + colesterol +
tampdo fosfato; e tratamentos = dieta comercial adicionada ou ndo de colesterol + tampdo fosfato
adicionado de probidtico.

Quadro 27 — Andlise estatistica das caracteristicas apresentadas do Quadro 27

(valores de P)
e , Peso do Colesterol Colesterol Acidos Biliares
% A
ariaveis Analisadas Figado Hepatico Fecal Fecais
Interag&o dose x dieta 0,3627 0,2797 0,2685 0,6143
Fator dose 0,5540 0,3102 0,0676 0,3885
Fator dieta <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,8143
houve tendéncia de variacdo nessas caracteristicas entre 0s animas que

receberam a suplementacéo de probiotico, onde ocorreu aumento no colesterol
fecal, sobretudo naqueles que receberam a dieta hiperlipidica.

O coelho foi o primeiro modelo animal utilizado em estudos da lipidemia
(IGNATOWKI, 1908). Atuamente, ele tem sido utilizado no estudo da

colesterolemia. No entanto, existem poucos trabalhos que avaliaram o efeito
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dos probidticos na reducdo dos niveis de colesterol sérico nesses animais. Em
um desses estudos foi avaliada a suplementacdo de caseina adicionada ou néo de
células liofilizadas (10° UFC/K g de peso) de S. thermophilus e L. delbrueckii ssp.
bulgaricus ou L. acidophilus sobre o metabolismo lipidico de coelhos
normocol esterolémicos da raga Nova Zelandia (CANZI et al., 2000). Os animais
gue receberam a suplementacdo de caseina apresentaram aumento significativo
na colesterolemia, quando comparados com 0s que receberam a suplementagéo
adicionada de bactérias laticas. Os resultados evidenciaram, ainda, que ndo houve
alteracdo significativa na recuperacdo de Lactobacillus no contetido cecal nem na
concentracdo da enzima 7a dehidroxilase (enzima que atua na conversdo de
acidos biliares primarios em secundarios) entre os diferentes grupos. No entanto,
0S animais que receberam a suplementacéo de bactérias apresentaram discreto
aumento na aividade da enzima e nos nivels de Lactobacillus, quando
comparados com o controle. Os autores relacionaram o0 efeito
hipocolesterolemiante observado ao aumento na taxa de desconjugagdo pela
microbiota intestinal .

Diante dos resultados obtidos neste estudo, observou-se que a
suplementacdo de diferentes concentracbes de L. casel spp. ndo alterou
significativamente os parametros sangiiineos nem as concentragdes de colesterol
fecal e hepatico e acidos biliares fecais dos coelhos. Constatou-se, no entanto,
tendéncia de reducdo nos niveis séricos de triacilglicer6is e de aumento no
colesterol fecal dos coelhos que receberam a suplementacdo probidtica,
sobretudo nos hipercolesterolémicos. Sugere-se, portanto, que a suplementacdo
de L. casei spp. exerce alguma influéncia sobre o metabolismo de colesterol dos
coelhos, principalmente nos animais hipercolesterolémicos. Em adicdo, alguns
trabalhos revelam que as bactérias probidticas, mesmo perdendo a viabilidade
celular, conseguem exercer efeitos funcionais no hospedeiro (OUWEHAND e
SALMINEN, 1998; SALMINEN et a., 1999).

Nas ciéncias experimentais 0 modelo animal adotado pode interferir de
modo significativo no resultado de uma pesguisa. Sabe-se que 0s modelos

animais gque tém sido utilizados no estudo da colesterolemia embora de grande
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utilidade na elucidagdo de mecanismos de acdo, apresentam limitacbes. Assim,
nao existe um modelo animal ided, mas sim 0s mais adequados, ou segja, aqueles
gue guardam semelhangas com o metabolismo humano. A utilizac&o de suinos,
cobaias, coelhos das linhagens WHHL e STH e alguns animais modificados
geneticamente tem sido sugerida para os estudos da colesterolemia. Embora os
coelhos sgam apontados como bom modelo no estudo das substancias
hipolipidemiantes, a extrapolacdo dos resultados para humanos deve ser feita
com cautela, uma vez que esses animais ndo apresentam as bactérias do género

Lactobacillus na sua microbiota nativa.

4.6. Efeito das diferentes concentraces de L. casei spp. na supressdo de

grupos bacterianos do colon deratos e coelhos nor colester olémicos

4.6.1. Determinagdo deE. coli en r atos

A recuperacdo de células de E. coli no conteido colénico dos animais
alimentados com dieta basal suplementada com diferentes concentragdes de L.

casel spp. esta apresentada no Quadro 28.

Quadro 28 — Recuperacdo de células de E. coli no conteido @lénico de ratos
aimentados com dieta basal suplementada com diferentes
concentracdes de L. casei spp., apos 14 dias de experimentagéo
(média = desvio-padréo, n = 6)

Tratamentos Log UFC/g de Contelido Colbnico
Controle 516+ 0,76
10*°UFC/mL 4,72 + 0,60
10°UFC/mL 459+ 0,74
10BUFC/mL 3,85+ 0,53

(P<) 0,0470

Dieta-controle = dieta AIN-93M + tampéo fosfato; e tratamentos = deta-controle + tampéao fosfato
adicionado de probidtico.

Observa-se que o efeito de dose foi significativo (P<0,05) na recuperacdo
de células de E. coli, mostrando que o aumento na ingestdo de L. casel spp. esta

relacionado com a diminuicdo no nivel desse organismo potencialmente
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patogénico. Adicionalmente, em experimentacdo anterior, verificou-se que o
aumento na ingestdo de L. casei spp. eleva (P<0,01) os niveis de Lactobacillus
no célon de ratos. Portanto, a elevacdo no numero de lactobacilos e a
concomitante reducdo no nivel de E. coli no célon de ratos alimentados com
probi6tico indicam uma modulagéo da microbiota intestinal. Corroborando esses
resultados, FULLER (1999) sugeriu que a estimulagdo de um grupo de
organismos pode ser responsavel pela inibicdo do crescimento de outros grupos
bacterianos na microbiota intestinal .

O mecanismo de inibicdo das células de E. coli parece ser dependente da
diminuic&o do pH pelo L. casel spp. OGAWA et a. (2001) observaram in vitro a
capacidade de L. casel biovariedade Shirota inibir o crescimento de E. coli
0O157:H7. Ainda nesse trabalho, os autores verificaram o efeito inibitério de
diferentes concentracbes de &cido latico sobre a bactéria E. coli O157:H7,
sugerindo a sensibilidade desse organismo ao acido organico testado.

Atualmente, verificase um aumento generalizado de organismos
resistentes a antibidticos no mundo (SORUM e SUNDE, 2001). Assim, a
utilizagdo de alimentos funcionais que possuam a capacidade de modular
beneficamente a composi¢do da microbiota intestind, podendo estabelecer uma
resisténcia a colonizacdo de bactérias patogénicas, deveria ser estimulada. O
consumo de produtos carreadores de L. casel spp. poderia reduzir a colonizagéo
dos organismos patogénicos, constituindo, assim, em mais uma aternativa na

prevencao das infeccdes intestinais.

4.6.2. Determinacéo deE. coli e Clostridium spp. em coelhos

A recuperacdo de células de E. coli e Clostridium spp. no contetido
colbnico dos animais alimentados com dieta basal suplementada com diferentes
concentracdes de L. casei spp. esta apresentada no Quadro 29.

Diferentemente de ratos, observa-se que o efeito de dose de L. casal spp.
ndo promoveu alteracdo significativa (P>0,05) na recuperacdo de células de E.

coli, nem narecuperacdo de Clostridium spp., quando se utilizou 0 coelho como
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Quadro 29 — Recuperacéo de células de E. coli e Clostridium spp. no conteiido
coldnico de coelhos alimentados com dieta basal suplementada
com diferentes concentracoes de L. casel spp., apos 14 dias de

experimentacdo (média + desvio-padréo, n = 6)

Log UFC / g de Contetdo Colbnico

Tratamentos

E. coli Clostridium spp.
Controle 3,25+ 1,78 1,49 + 0,59
10°UFC/mL 3,12+ 1,70 1,69 + 0,61
10°'UFC/mL 2,79+ 1,40 1,55 + 0,64
10°UFC/mL 3,12+ 1,66 1,75+ 0,83
(P<) 0,9876 0,8755

Dieta-controle = dieta comercial + tampéo fosfato; e tratamentos = deta-controle + tampéao fosfato
adicionado de probidtico.

modelo animal, o que provavelmente ocorreu pela redugdo na viabilidade do L.
casei spp. no trato gastrointestinal desses animais, conforme discutido

anteriormente.

4.7. Efeito sobre enzima &glucuronidase no conteido colénico de ratos e

coelhos

A atividade da enzima &glucuronidase no contetido colénico de ratos e
coelhos aimentados com dieta basal suplementada com diferentes concentracdes de
L. casal spp. esté gpresentada nos Quadros 30 e 31, respectivamente.

Quando foram utilizados ratos como nodelo animd, observa-se que o
efeito de dose foi significativo (P<0,01) na reducdo na atividade da enzima a-
glucuronidase no contetido col 6nico desses animais, mostrando que 0 aumento na
ingestéo de L. casei spp. esta relacionado com a diminui¢do na atividade dessa
enzima. Embora tenha sido verificado o efeito dose resposta de L. casei spp. na
reducdo na atividade da enzimaa -glucuronidase em ratos néo se verifica o
mesmo quando se utiliza coelho como modelo (P>0,05). Diversos trabalhos tém
relatado a reducdo enzima a-glucuronidase quando foram utilizadas bactérias do
género Lactobacillus em outros model os experimentais (GOLDIN e GORBACH,
1977; GOLDIN et a., 1980; GOLDIN e GORBACH, 1984a, 1984b;
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Quadro 30 — Atividade da enzima & glucuronidase no contetido coldnico de ratos
aimentados com dieta basa suplementada com diferentes
concentracdes de L. casei spp., apos 14 dias de experimentacdo

(média + desvio-padréo, n = 6)

Tratamentos UM/min.g de Contetdo Colénico
Controle 0,41+ 0,01
10°UFC/mL 0,40 + 0,03
10°UFC/mL 0,38 + 0,06
10BUFC/mL 0,30+ 0,11

(P<) 0,0068

Dieta-controle = dieta AIN-93M + tampao fosfato; Tratamentos = deta-controle + tampédo fosfato
adicionado de probidtico.

Quadro 31 — Atividade da enzima &-glucuronidase no contelido colbnico de
coelhos alimentados com dieta basal suplementada com diferentes
concentracoes de L. casei spp., apés 14 dias de experimentacdo

(média + desvio-padrdo, n = 6)

Tratamentos UM/min,g de Contetido Coldnico
Controle 0,18 + 0,02
10°UFC/mL 0,17 + 0,03
10°UFC/mL 0,16 + 0,02
10°UFC/mL 0,17 + 0,02

(P<) 0,3866

Dieta-controle = dieta comercial + tampao fosfato; Tratamentos = deta-controle + tampédo fosfato
adicionado de probidtico.

GUERIN-DANAN et a., 1998). Assim, a ndo-ateracdo na atividade dessa
enzima em coelhos se deve, provavelmente, a ndo-afinidade desse grupo
micorbiano com o trato gastrointestinal desse animal.

Nesta experimentacdo, observou-se que o concentrado celular de L. casel
spp. ndo agpresentou atividade da enzima &-glucuronidase. RUSSELL e
KLAENHAMMER (2001), avaliando a atividade da enzima &glucuronidase em
estirpes de diversas espécies pertencentes ao género Lactobacillus (L.
acidophilus NCFM, L. casei, L. delbrueckii, L. gasseri, L. helveticus, L.
johnsonii, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus), constataram atividade dessa

enzima apenas em algumas estirpes de L. gasseri, sugerindo uma possivel

84



auséncia na atividade dessa enzima nos lactobacilos utilizados comercialmente
como probi6ticos.

O intestino grosso humano € a regido mais densamente colonizada do trato
digestorio. Sabe-se que pelo menos 50 géneros diferentes de bactérias residem no
célon, no entanto o conhecimento desse ecossistema ainda é limitado, bem como
suas interagcbes (HOLTZAPFEL et a., 1998). FISHER et a. (1966) conduziram
o primeiro estudo que relacionou o efeito da microbiota intestinal sobre a
carcinogénese. Por meio de estudos com animais germ-free, observou-se que as
bactérias intestinais tém papel importante na etiologia do cancer de colon, visto
gue nestes animais a incidéncia desse tipo de cancer induzido guimicamente é
muito menor do que em animais convencionais. Posteriormente, em pesquisas
empregando modelos animais e humanos foram investigados os efeitos benéficos
inferidos pelo consumo de produtos carreadores de bactérias probidticas sobre a
carcinogénese do trato gastrointestind (GOLDIN e GORBACH, 1977; GOLDIN et
al., 1980; GOLDIN e GORBACH, 19844, b; DJOUZI et al., 1997).

Sabe-se que no cancer de colon a iniciagdo da carcinogénese, a
mutagénese e a promoc¢ado de varios tumores podem ser desenvolvidas pela acéo
de varias enzimas bacterianas, sendo a enzima &-glucuronidase considerada a
principal glucosidase produzida pela microbiota intestinal (GOLDIN et al., 1994;
BRADY et al., 2000). Essa enzima catalisa a hidrélise dos glicosidios, formados
pela juncdo de um composto ndo-sacaridico, denominado forma aglicona, a um
acucar por ligacdo & ou a-glicosidica. Os glicosidios encontrados no trato
gastrointestinal sdo originados de duas fontes:. dieta ou figado (via bile). A dieta
contém um grande numero de glicosidios, predominantemente flavonoides,
enquanto os glicosidios provenientes do figado sdo originados de substancias
toxicas que foram combinadas com unidades de hexose (GOLDIN et al., 1994).
A glicosilagdo aumenta a solubilidade dessas substancias em agua, facilitando a
sua excrecao na vesicula biliar e a posterior liberagdo no duodeno, processo
denominado de detoxicacdo. No intestino, a enzima bacteriana &-glucuronidase
hidrolisa &-glucuronide conjugado, liberando a forma aglicona, e se esses

glicosidios forem de origem hepatica o composto liberado ser4 uma substancia
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toxica que poderd sofrer reabsorcdo intestinal ou reagir com o DNA dos
colondcitos, iniciando, assim, a carcinogénese no colon (KNASMULLER et al.,
2001).

A atividade da enzima &-glucuronidase foi investigada nos principais
grupos bacterianos que compdem a microbiota intestinal (HAWKSWORTH et
al. (1971). Observou-se que as bactérias do género Escherichia e Clostridium
apresentaram maior atividade dessa enzima, enquanto Lactobacillus e
Bifidobacterium apresentam auséncia ou pequena atividade. Percebe-se, assim,
que a atividade da enzima &-glucuronidase parece ser maor NnoSs grupos
potencial mente patogénicos.

Os mecanismos de acdo dos probidticos sobre a inibicdo ou reducéo da
carcinogénese ainda ndo estédo definidos. Tem-se sugerido, no entanto, que os
probi 6ticos reduzem a fonte de pro-carcindégenos ou as bactérias putrefativas, que
possuem enzimas que participam na conversao de compostos carcinogénicos ou
pro-carcinogénicos (BRADY et al., 2000). Assim, a reducdo na atividade da
enzima &-glucuronidase, verificada na presente pesquisa pode estar sendo
influenciada pela reducdo do grupo Escherichia no conteiido colénico de ratos.
Adicionalmente, MATSUZAKI (1998) observou aumento na producdo das
citocinas IFN- , IL-14 e TNFa e redugdo no crescimento de tumores na
cavidade torécica quando a dieta de camundongos foi suplementada com células
de L. casel biovariedade Shirota. O autor relacionou os resultados encontrados

com aimunomodulacéo inferida pela espécie administrada.

4.8. Deter minacéo de peso do bago deratos e coelhos nor mocolester olémicos

O indice de peso do baco de ratos e coelhos que receberam as dietas
experimentais encontra-se nos Quadros 32 e 33, respectivamente.

Uma das maneiras indiretas de verificar algum tipo de infecgdo ou
hiperatividade do baco é a ocorréncia de esplenomegalia (ZHOU et al., 2000),
gue pode ser correlacionada com o indice de peso ou contagem bacteriana (a ser

avaliado no topico 4.9.) desse 0rgéo. Nesta experimentagéo verificou-se que néo

86



Quadro 32 —indice de peso do bago de ratos aimentados com dieta basal
suplementada com diferentes concentragdes de L. casei spp., apos

14 dias de experimentacdo (média = desvio-padréo, n = 6)

Tratamentos Peso doBaco (g/kg de peso cor péreo)
Controle 4,39+ 0,85

10°UFC/mL 452+ 1,25

10°UFC/mL 4,31+ 0,68

1CBUFC/mL 4,62 + 0,99

(P<) 0,9976

Dieta-controle = dieta AIN-93M + tampéo fosfato; e tratamentos = deta-controle + tampéo fosfato
adicionado de probiético.

Quadro 33 — indice de peso do bago de coelhos alimentados com dieta basal
suplementada com diferentes concentracfes de L. casei spp., apds
14 dias de experimentacdo (média + desvio-padrdo, n = 6)

Tratamentos Peso doBaco (g/kg de peso cor pér eo)
Controle 0,62+ 0,31

10°UFC/mL 0,60 + 0,20

10’UFC/mL 0,49 + 0,15

10°UFC/mL 0,64 + 0,26

(P<) 0,5838

Dieta-controle = dieta comercial + tampéo fosfato; e tratamentos = deta-controle + tampéo fosfato
adicionado de probidtico.

houve diferenca (P>0,05) no indice de peso do baco entre os varios tratamentos
aplicados em ratos e coelhos, o que evidencia que as concentraces
administradas aos animais experimentais durante 14 dias ndo apresentaram

propriedadesinfectivas.

4.9. Determinacao de translocacédo bacteriana no baco de ratos e coelhos

nomocol ester olémicos

Os microrganismos encontrados no bago dos animais apresentaram
caracteristicas basicas de lactobacilos, ou seja, gram-positivos, bacilos isolados
ou em correntes e catalase negativos, caracteristicas do género indicadas por
KANDLER e WEISS (1993).
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A contagem de células de Lactobacillus spp. no baco de ratos e coelhos
alimentados com dieta basal suplementada com diferentes concentragdes de L.

casei pp., esta apresentada nos Quadros 34 e 35, respectivamente.

Quadro 34 — Contagem de células de Lactobacillus spp. no baco de ratos
aimentados com dieta basal suplementada com diferentes
concentragdes de L. casei spp., apoés 14 dias de experimentacéo

(média £ desvio-padrdo, n = 6)

Tratamentos Log UFC/Baco
Controle 1,77+ 0,73
10*UFC/mL 152+ 1,13
10°UFC/mL 2,08+ 0,51
10°UFC/mL 2,18+ 0,72
(P<) 0,4059

Dieta-controle = dieta AIN-93M + tampé&o fosfato; e tratamentos = deta-controle + tampao fosfato
adicionado de probidtico.

Quadro 35 — Contagem de células de Lactobacillus spp. no bago de coelhos
aimentados com dieta basal suplementada com diferentes
concentracdes de L. casei spp., apos 14 dias de experimentacdo

(média £ desvio-padrdo, n = 6)

Tratamentos Log UFC/Baco
Controle 1,25+ 0,92
10°UFC/mL 1,43+ 0,75
10°UFC/mL 1,74+ 0,60
10°UFC/mL 1,70+ 0,88
(P<) 0,7299

Dieta-controle = dieta comercial + tampéo fosfato; e tratamentos = deta-controle + tampao fosfato
adicionado de probidtico.

Observa-se que ndo houve diferenca (P>0,05) na contagem de células de
Lactobacillus spp., no bagco de ratos e coelho, 0 que evidencia que as
concentrages administradas aos animais experimentais durante 14 dias também
nao apresentaram propriedades invasivas nos animais experimentais. ZHOU et
al. (2000) também ndo verificaram propriedades invasivas nem infecciosas

guando suplementaram a dieta de camundongos com L. rhamnosus, L.
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acidophilus e Bifidobacterium lactis. As culturas reisoladas do baco de ratos e
coel hos apresentaram morfologia caracteristica de lactobacilos.

As bactérias do género Lactobacillus spp. séo freqlentemente associadas a
efeitos benéficos para a salde humana (REID, 1999). Entretanto, é importante
gue a taxa de translocagdo dos microrganismos utilizados nas pesquisas seja mais
um pardmetro no processo de selecdo de estirpes candidatas a compor um
probidtico, uma vez que se implicagdes deste processo nos individuos

imunodeprimidos séo desconhecidas (ZHOU et al., 2000).

4.10. Analise histolégica do intestino delgado de ratos e coehos

nor mocol ester olémicos

Na Figura 7 observam-se dois cortes histol gicos das vilosidades do ileo

derato e coel ho.
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Figura 7 — Representacdo das vilosidades do ileo de ratos e coelhos alimentados com
dieta basal: A= ileo de ratos corado pela técnica de Malory (10X);
B = ileo de coelho corado pela técnica de HE (4X); seta = células
caliciformes; e linha pontilhada = comprimento do vilo.

Os valores medios referentes ao comprimento de vilosidades do ileo de
ratos e coelhos alimentados com dieta basal suplementada com doses crescentes

de L. casei spp. estao apresentados nos Quadros 36 e 37, respectivamente.
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Quadro 36 — Comprimento das vilosidades do ileo de ratos alimentados com
dieta basal suplementada com doses crescentes de L. casaei spp.

(média + desvio-padrdo, n = 5)*

Tratamentos Comprimento da Vilosidade (um)
Controle 242,49 + 65,29
10°UFC/mL 255,07 + 60,11
10°UFC/mL 277,53 + 48,81
1CPUFC/mL 284,50 + 54,92

(P<) <0,0001

1 160 medidas por grupo; dieta-controle = dieta AIN-93M + tampéo fosfato; e tratamentos = deta-
controle + tampéo fosfato adicionado de probidtico.

Quadro 37 — Comprimento das vilosidades do ileo de coelhos aimentados com
dieta basal suplementada com doses crescentes de L. casei spp.

(média + desvio-padrdo, n = 5)*

Tratamentos Comprimento da Vilosidade (um)
Controle 421,23 + 101,91
10*UFC/mL 433,07 + 87,51
10°UFC/mL 488,48 + 102,63
10°UFC/mL 531,28 + 78,80

(PS) <0,0001

1160 medidas por grupo; dieta-controle = dieta comercial + tamp&o fosfato; e Tratamentos = deta-
controle + tamp&o fosfato adicionado de probiético.

Observou-se que o efeito de dose foi significativo (P<0,01) no aumento do
comprimento das vilosidades intestinais dos dois modelos (rato e coelho).
Aparentemente, 0 aumento na ingestéo de L. caseli spp. estimula o crescimento
das vilosidades intestinais, o que indica uma possivel modulacdo dessa bactéria
na morfologia intestinal. A possibilidade de que um grupo microbiano seja capaz
de favorecer o aumento da superficie absortiva da mucosa intestinal é de extrema
importancia, uma vez que pode-se aumentar a biodisponibilidade de véarios
nutrientes (CASPARY, 1992).

Contudo, quando se observou arecuperacéo das bactérias administradas
nas fezes dos animais em estudo (Quadros 15 e 23, respectivamente), constatou-
se que a ingestdo de doses crescentes dessa espécie probidtica ndo promoveu

aumento gradativo no nivel de bactérias intestinais do género Lactobacillus em
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coelhos, diferentemente de ratos. Percebe-se, assim, que a modulagdo da
morfologia dos modelos animais adotados pode estar relacionada ndo s6 com o
aumento da populagéo microbiana intestinal (verificada em ratos), mas também
devido a possiveis metabdlitos liberados no rompimento das células
administradas em coelhos que poderiam estar estimulando outros grupos
bacterianos ou ativando resposta no hospedeiro que culminaram com o aumento
do comprimento da vilosidade. Em corroboracédo, MARINOVA et al. (2000)
administraram por via ora células inativadas de L. acidophilus a coelhos e
observaram estimulacdo do sistema imune em nivel de mucosa. Portanto, novos
estudos poderiam investigar essa relacdo, uma vez que a renovagdo epitelial no
intestino ndo é modulada apenas pelas bactérias intestinais, e sim pela interacéo
de vérios fatores, inclusive alimentos e fatores de crescimento produzidos neste
local.

Estudos realizados em camundongos (ALLORI et al., 2000), ratos
(AZEREDO, 2002) e frangos (SAMANYA e YAMAUCHI, 2002), que
utilizaram a suplementacéo de L. casei, L. acidophilus e Bacillus subtilis var.
natto, respectivamente, tém também comprovado o aumento das vilosidades
intestinais nos modelos estudados. Contudo, nos estudos citados tém sido
constatado os efeitos sem que 0s mecanismos segjam discutidos. Porém, os
pesquisadores ndo mencionam a recuperacdo das células administradas nos
animais experimentais, ndo deixando claro se os efeitos observados sdo devidos
ao aumento da populagdo microbiana intestinal do produto utilizado ou fruto dos
metabolitos originados dessas culturas, tornando dificil o entendimento da
influéncia dos probidticos sobre a morfologia intestinal. Por outro lado, estudos
desenvolvidos por RITZ et a. (1995) e SAMANYA e YAMAUCHI (2002)
indicam que a enzima amilase é responsavel pelo aumento no comprimento das
vilosidades intestinais em peru e frangos, respectivamente. Para essa constatacéo,
0s autores suplementaram a dieta dos animais com amilase dietética (RITZ et al.,
1995) ou com diferentes concentragdes da bactéria probiotica Bacillus subtilis
natto, que eleva a atividade da amilase no intestino dos animais experimentais
(SAMANYA e YAMAUCHI, 2002). Estes resultados abrem a perspectiva de
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novos estudos para avaliar a influéncia dos probidticos na atividade de enzimas
intestinais e suarelacdo com a morfologia gastrointestinal .

Em estudos desenvolvidos com animais germfree, observou-se que a
microbiota intestinal tem papel importante na producdo de muco e no
desenvolvimento das vilosidades intestinais, visto que nestes animais a mucosa
intestinal e a camada de muco sdo relativamente menores do que em animais
convencionais (FALK et al., 1998). Em adicéo, ALLORI et a. (2000), estudando
os efeitos da suplementacdo de probidticos na recuperagdo de camundongos
desnutridos, observaram que os animais que receberam a dieta adicionada de L.
casei recuperavam amorfologia normal do epitélio do intestino delgado mais
rapidamente gquando comparados com o0s animais que receberam a mesma dieta
sem a suplementacdo probidtica, sugerindo o efeito benéfico de L. casei na
renovacdo epitelial. Resultados semelhantes foram obtidos por GUERIN-
DANAN et al. (2001), quando administraram L. casel DN-114 001 a ratos
infectados com rotavirus.

Sugere-se que a ingestdo de probidticos pode modular a populacéo
microbiana do trato intestind e, por meio de simbiose, produzir grande variedade
de compostos que possivelmente estariam envolvidos na proliferagcao celular da
mucosa intestinal. Por exemplo, diversos estudos indicam a importancia dos
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) na manutencéo das funcdes do epitélio
intestinal. Sabe-se que o0s enterocitos utilizam estes acidos como fonte energética,
principalmente butirato e propionato, que estdo largamente envolvidos na
proliferacdo e diferenciacdo celular do epitélio do colon (CUMMINGS e
MACFARLANE, 1991; TOPPING, 1996; GIBSON, 1998, DEN HOND et al.,
1998; NAIDU et al., 1999). Embora os efeitos dos AGCC sgjam constatados no
intestino grosso (e ndo no intestino delgado) e considerando que as bactérias
probiGticas produzem esses compostos sobretudo na forma de acetato, o aumento
na ingestdo de produtos carreadores dessas bactérias poderia favorecer a
producdo de butirato e propionato a partir de outros géneros bacterianos que
colonizam ndo sO o intestino grosso, como também a porcéo terminal do intestino

delgado, ou seja, o ileo que é o principal sitio de colonizacdo dos lactobacilos.
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Em corroboracéo, RAMOS et al. (1999) verificaram em camundongos ger m-free
que a administracdo oral de AGCC protege ndo sO6 a mucosa do colon, mas
também do intestino delgado, quando induziram lesbes no trato gastrointestinal
desses animais.

Diante dos resultados encontrados ro presente trabalho, conclui-se que a
suplementacdo de doses crescentes de L. casei spp. modulou de maneira benéfica
a morfologia intestinal de ratos e coelhos, uma vez que houve aumento no

comprimento das vilosidades intestinais nesses animais.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Cinco experimentos foram conduzidos, envolvendo 104 ratos e 48
coelhos, com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes concentracdoes de
microrganismos probidticos sobre 0 metabolismo de colesterol nesses animais.
Avaliou-se ainda o efeito de concentracdo nos niveis de E. coli na atividade da
enzima &-glucuronidase, na taxa de transocacdo dos microrganismos
administrados e na morfologia intestinal. Com base nos resultados das
experimentacoes, pode-se concluir que:

I) 0 aumento na suplementacdo de L. casei spp. a dieta de ratos elevou o0s
nivels de bactérias do género Lactobacillus no contetido col6nico, o que indica
gue as bactérias administradas transpuseram as barreiras intestinai s nesses animais,

ii) as diferentes doses de L. casel spp. ndo reduziram significativamente os
niveis séricos de colesterol nos dois modelos animais estudados,
Independentemente se normo ou hipercol esterol émicos

iii) houve tendéncia de reducdo na trigliceridemia de ratos e coelhos
hipercol esterolémicos,

IV) 0s ratos suplementados com probidticos reduziram significativamente a
concentracdo de colesterol hepatico e aumentaram sua excrecdo nas fezes.
Embora a interagdo dose/dieta fosse significativa nos niveis de colesterol

hepético, o desdobramento da interacdo mostrou que ndo houve diferenca
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significati va entre as diferentes concentragdes testadas, evidenciando que o efeito
observado ndo foi dose dependente e que niveis de 10* UFC/mL foram
suficientes para inferir as modificagoes observadas. N&o foi observada reducao
no colesterol hepatico nos coel hos, embora apresentasse tendéncia de aumento na
excrecdo de colesterol nasfezes;

v) houve aumento significativo na concentracdo de acidos biliares nas
fezes de ratos que receberam as dietas com probidticos, independentemente se
normo ou hipercolesterolémicos, indicando que numa concentracdo mais elevada
de microrganismos probidticos os efeitos foram mais acentuados. Nos coelhos,
no entanto, essa alteracdo ndo foi significativa;

vi) as diferentes concentracdes probidticas aplicadas em ratos e coelhos
ndo alteraram o peso do bago, nem a contagem bacteriana nesse 0rgéo, 0 que
indica que as doses administradas ndo apresentaram propriedades invasivas ou
infectivas nesses animais,

vii) os ratos normocolesterolémicos que receberam as maiores
concentragdes de probidticos apresentaram menores niveis de E. coli. Nesses
animais foram observadas também as menores atividades da enzimaéa -
glucuronidase. No entanto, nos coelhos 0 aumento nas concentracoes do
probi6tico ndo resultou em diferencas nos niveis de E. coli e nem na atividade da
enzima & glucuronidase; e

viii) 0s animais experimentais que receberam as maiores concentragcdes do
probidtico foram 0s que apresentaram maiores comprimentos de vilosidades do
ileo. Assim, mesmo nos coel hos onde nédo foi possivel a recuperacdo das células
microbianas no meio de cultura empregado, o beneficio da presenca dessas
células foi confirmado pelo aumento das vilosidades.

Sugere-se que estudos futuros investiguem 0s possiveis mecanismos de
acdo dos metabdlitos produzidos pel os probioticos que poderiam ter relacdo com
0 metabolismo de colesterol, sobretudo na atividade das enzimas envolvidas
nesse processo metabolico, como HMG CoA redutase, BSH e 7&hidroxilase,
além da influéncia dos probioticos na atividade de enzimas intestinais e sua

relacdo com a morfologia gastrointestinal .
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APENDICE A

Quadro 1A — Atividade da enzima BSH, pH, densidade Optica em células de L
acidophilus CH5 nostempos 0, 6 e 12 horas

Acido Colico : -
Desconjugado (uM/mL) pH Densidade Optica
0 6 12 0 6 12 0 6 12
Repeticdo 1 0,00 0,00 2,92 6,38 4,90 4,28 0019 0,138 0,187
Repeticdo 2 0,00 0,00 3,07 6,38 4,93 4,28 0019 0,149 0,199
Média 0,00 0,00 3,00 6,38 4,91 4,29 0019 0143 0,193

Quadro 2A — Atividade da enzima BSH, pH e densidade Optica em células de L.
casei spp. nostempos0, 6 e 12 horas

Acido Cdlico

H Densi dpti
Desconjugado (UM/mL) P ensidade Optica
0 6 12 0 6 12 0 6 12
Repeticdo 1 0,00 0,37 2,93 6,36 5,02 4,68 0,021 0,233 0,257
Repeticdo 2 0,00 0,35 3,09 6,36 5,06 4,83 0,021 0,229 0,269
Média 0,00 0,36 3,01 6,36 504 4,75 0,021 0231 0,263

Quadro 3A — Atividade da enzima BSH, pH e densidade Optica em células de
L. acidophilus NCFM nos tempos 0, 6 e 12 horas

Acido Cdlico . A
Desconjugado (uM/mL) pH Densidade Optica
0 6 12 0 6 12 0 6 12
Repeticdo 1 0,00 0,24 1,59 6,38 4,89 4,24 0,024 0,246 0,301
Repeticéo 2 0,00 0,27 1,53 6,38 4,94 4,29 0,024 0,243 0,286
Média 0,00 0,255 1,56 6,38 4,91 4,26 0,024 0,244 0,293
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Quadro4A—Ganho de peso diario de ratos suplementados com diferentes
culturas de lactobacilos (pré-tratamento)

Ganho de peso (g/dia)

Basal Controle L acidophilusCH5 L acidophilus NCFM L. casei spp.
1 4,00 529 5,00 5,57 543
2 3,50 4,86 5,07 4,71 4,86
3 2,71 6,00 5,43 3,43 4,50
4 3,86 5,07 5,29 4,86 5,07
5 4,14 4,50 5,50 4,07 4,57
6 5,00 3,93 4,93 571 4,64
7 5,07 6,21 3,43 4,14 3,86
8 3,64 4,71 4,36 6,00 4,79
Média 3,99 5,07 4,88 4,81 4,71
DP 0,78 0,76 0,68 0,90 0,46

Quadro 5A — Consumo aimentar diario de ratos suplementados com diferentes
culturas de lactobacil os (pré-tratamento)

Consumo Alimentar (g/dia)

Basal Controle L acidophilusCH5 L acidophilusNCFM L. casei spp.

1 19,97 19,31 18,33 18,39 19,46
2 18,46 21,89 18,41 16,95 18,79
3 15,79 18,74 18,77 17,71 19,09
4 17,08 19,20 18,53 17,23 18,38
5 20,09 15,48 19,11 16,44 18,46
6 19,09 16,94 18,18 19,77 18,24
7 18,26 17,83 16,96 16,19 18,53
8 17,05 18,42 16,49 18,81 18,7
Média 18,1 18,48 18,1 17,69 18,71
DP 1,51 1,88 0,90 1,23 0,40
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Quadro 6A— Conversdo aimentar de ratos suplementados com diferentes
culturas de lactobacil os (pré-tratamento)

Conversao Alimentar (%)

Basal Controle L acidophilusCH5 L acidophilusNCFM L. casei spp.

1 21,08 27,38 27,28 30,29 279
2 18,96 22,19 27,54 27,81 25,86
3 17,19 32,01 28,92 19,35 23,57
4 22,58 26,41 28,53 28,19 27,59
5 20,62 29,07 28,79 24,76 24,77
6 26,20 23,2 27,11 28,9 25,45
7 27,77 34,86 20,21 25,58 20,82
8 21,37 25,59 26,42 31,9 25,59
Média 22,05 27,45 26,94 27,21 25,2
DP 3,52 4,28 2,82 3,89 2,26

Quadro 7A — Unidades formadoras de colénias (UFC/mL) dos concentrados de
lactobacil os admi nistrados aos ratos (pré-tratamento)

UFC/mL
L. casei spp. L acidophilus NCFM L acidophilus CH5
1 1,5 x 101° 2,3 x 10'° 1,2 x 101°
2 1,5 x 10° 2,3 x 10'° 1,2 x 101°
3 1,5 x 10° 2,3 x 10'° 1,2 x 101°
4 1,9 x 10° 3,6 x 101° 1,6 x 10°
5 1,9 x 10° 3,6 x 101° 1,6 x 10°
6 1,9 x 10° 3,6 x 10° 1,6 x 10'°
7 2,2 x 10° 52 x 10'° 23x 10°
8 2,2 x 10° 52 x 10'° 2,3 x 10°
9 2,2 x 10° 52 x 10'° 23x 10°
10 42 x 10° 2,6 x 101° 2,2 x 10°
11 42 x 10° 2,6 x 10'° 2,2 x 10°
12 42 x 10° 2,6 x 10'° 2,2 x 10°
13 2,1x 10'° 6,2 x 10'° 1,9 x 10°
14 2,1x 10'° 6,2 x 10'° 1,9 x 10°
Média 1,6 x 101° 38x 10%° 7,2 x 10°
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Quadro 8A — Peso do figado de ratos suplementados com diferentes culturas de
lactobacilos (gramas)

Basal Controle L acidophilusCH5 L acidophilusNCFM L. casei spp.
1 10,80 14,35 12,63 13,66 12,28
2 11,04 12,60 11,21 11,03 1314
3 12,28 14,33 13,22 12,22 11,68
4 11,36 11,77 13,72 11,99 12,25
5 12,69 10,31 12,22 11,38 12,25
6 11,69 11,80 10,85 13,11 11,05
7 11,58 10,10 10,37 10,63 11,35
8 10,02 11,57 12,54 13,95 12,85
Média 11,43 12,10 12,10 12,25 12,11
DP 0,84 1,60 1,18 1,23 0,71

Quadro 9A — Peso do bago de ratos suplementados com diferentes culturas de
lactobacil os (gramas)

Basal Controle L acidophilusCH5 L acidophilusNCFM L. casei spp.
1 1,19 2,35 1,10 2,14 1,55
2 1,60 1,59 1,09 1,53 1,94
3 1,10 1,42 1,48 1,20 157
4 0,58 1,15 1,70 1,51 2,03
5 1,05 1,08 1,30 1,79 1,26
6 1,35 0,37 2,42 1,26 1,65
7 0,75 0,44 1,74 1,14 1,20
8 0,73 0,22 1,04 1,20 1,41
Média 1,04 1,08 1,48 1,47 1,58
DP 0,34 0,72 0,47 0,35 0,30

Quadro 10A — Colesterol total de ratos suplementados com diferentes culturas de
lactobacilos (pré-tratamento)

Colesterol Total (mg/dL)

Basal Controle L acidophilusCH5 L acidophilusNCFM L. casei spp.

1 102,70 104,30 122,20 139,00 105,10
2 85,60 137,80 100,70 137,80 11310
3 110,70 90,30 103,90 124,70 118,70
4 111,10 76,00 126,60 119,50 104,70
5 91,10 90,70 121,90 111,10 117,10
6 86,00 113,10 107,10 85,60 87,60
7 95,50 145,00 107,90 133,80 119,50
8 98,30 92,30 187,30 123,50 109,10
Média 97,63 106,19 122,20 121,88 109,36
DP 10,04 24,36 28,00 17,47 10,54
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Quadro 11A —HDL-C de ratos suplementados com diferentes culturas de
lactobacilos (pré-tratamento)

HDL-C (mg/dL)

Basal Controle L acidophilusCH5 L acidophilusNCFM L. casei spp.
1 48,10 51,40 41,23 45,90 44,30
2 37,20 49,20 43,70 45,40 36,10
3 48,10 37,20 33,90 43,70 46,40
4 62,30 42,60 42,10 45,40 36,60
5 46,40 38,80 45,40 42,10 44,30
6 48,10 45,40 41,50 38,30 30,10
7 49,70 49,70 35,00 49,20 42,10
8 49,20 40,40 47,00 48,10 47,50
Média 48,64 44,34 41,23 44,76 40,93
DP 6,81 5,39 4,63 3,44 6,05

Quadro 12A — VLDL + LDL-C de ratos suplementados com diferentes culturas
de lactobacilos (pré-tratamento)

VLDL + LDL-C (mg/dL)

Basal Controle L acidophilusCH5 L acidophilusNCFM L. casei spp.

1 54,60 52,90 80,97 93,10 60,80
2 48,40 88,60 57,00 92,40 77,00
3 62,60 53,10 70,00 81,00 72,30
4 48,80 33,40 84,50 74,10 68,10
5 44,70 51,90 76,50 69,00 72,80
6 37,90 67,70 65,60 47,30 57,50
7 45,80 95,30 72,90 84,60 77,40
8 49,10 51,90 140,30 75,40 61,60
Média 48,99 61,85 80,97 77,11 68,44
DP 7,26 20,81 25,49 14,77 7,68

Quadro 13A — Trigliceridios de ratos suplementados com diferentes culturas de
lactobacilos (pré-tratamento)

Trigliceridios (mg/dL)

Basal Controle L acidophilusCH5 L acidophilusNCFM L. casei spp.

1 162,70 131,90 134,73 136,00 97,50
2 95,70 166,20 89,80 192,30 125,90
3 247,40 131,90 117,00 138,40 137,80
4 135,40 86,80 136,60 158,50 133,60
5 158,50 77,90 144,90 140,10 167,40
6 87,40 131,90 127,70 141,90 120,00
7 121,20 133,00 175,70 231,40 148,40
8 119,40 92,10 151,40 97,50 132,40
Média 140,96 118,96 134,73 154,51 132,88

DP 50,59 30,17 25,20 40,66 20,44
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Quadro 14A — indice aterogénico de ratos suplementados com diferentes culturas
de lactobacil os (pré-tratamento)

Basal Controle L acidophilusCH5 L acidophilusNCFM L. casei spp.

1 1,14 1,03 1,9 2,03 1,37
2 1,30 1,80 1,30 2,04 2,13
3 1,30 1,43 2,06 1,85 1,56
4 0,78 0,78 2,01 1,63 1,86
5 0,96 1,34 1,69 1,64 1,64
6 0,79 1,49 1,58 1,23 1,91
7 0,92 1,92 2,08 1,72 1,84
8 1,00 1,28 2,99 1,57 1,30
Média 1,02 1,38 1,96 171 1,70
DP 0,19 0,37 0,50 0,26 0,29

Quadro 15A — Acidos biliares séricos de ratos suplementados com diferentes
culturas de lactobacilos (pré-tratamento)

Basal Controle L acidophilusCH5 L acidophilusNCFM L. casei spp.

1 1,17 0,80 0,73 0,82 0,59
2 0,99 0,60 0,70 0,75 0,79
3 1,47 0,87 0,64 0,67 0,63
4 0,82 0,74 0,53 0,65 0,78
5 1,01 1,10 0,79 0,69 0,68
6 1,41 0,82 0,81 0,61 0,68
7 0,82 0,70 1,03 1,29 0,77
8 0,82 0,63 0,62 0,49 0,68
Média 1,06 0,78 0,73 0,75 0,70
DP 0,26 0,16 0,15 0,24 0,07
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Quadro 16A — Unidade formadora de coldnias (UFC/mL) das doses de L. casei
spp. administrados aos ratos (0,1 mL)

UFC/mL

10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL
1 30x 10° 29 x 10’ 38x 10°
2 30x 10° 2,9 x 10 38x 10°
3 55 x 10° 7,0 x 10 7,0 x 10°
4 55 x 10° 7,0 x 10 7,0 x 10°
5 55 x 10° 7,0 x 10 7,0 x 10°
6 24 x 10° 2,6 x 10 35x 10°
7 24 % 10° 2,6 x 10’ 35x 10°
8 24 % 10° 2,6 x 10’ 35x 10°
9 7.8x 10° 7.4 % 10" 6,7 x 10°
10 7.8x 10° 7.4 x 107 6,7 x 10°
11 7.8x 10° 7.4 x 107 6,7 x 10°
12 25x 10° 22 x 107 22 x 10°
13 25x 10° 22x 10 2,2 x 10°
14 25x 10° 22 x 10 2,2 x 10°
Média 43x 10° 45x 107 47x 10°

Quadro 17A — Efeito de diferentes concentragbes de L. casel spp. no ganho de
peso diério de ratos normocol esterol émicos

Ganho de Peso (g/dia)

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 3,93 2,57 2,50 1,43
2 2,57 3,57 2,43 2,57
3 1,21 2,64 2,21 2,71
4 2,50 4,50 2,14 2,93
5 2,64 2,14 2,93 2,21
6 2,07 1,86 2,07 3,50
7 2,64 2,21 343 3,50
8 2,43 3,50 1,86 1,50
Média 2,50 2,83 2,45 2,54
DP 0,75 0,90 0,51 0,80

125



Quadro 18A — Efeito de diferentes concentracOes de L. casei spp. no ganho de
peso diério de ratos hipercol esterol émicos

Ganho de Peso (g/dia)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 4,43 1,21 2,64 2,93
2 2,57 7,71 3,86 2,93
3 3,36 2,57 3,64 2,93
4 2,50 3,00 2,57 4,07
5 3,64 1,71 4,93 2,36
6 2,98 3,43 3,00 3,29
7 2,86 2,93 2,86 421
8 1,50 2,21 2,86 3,79
Média 2,98 3,10 3,29 3,31
DP 0,87 2,00 0,80 0,65

Quadro 19A — Efeito de diferentes concentracfes de L. casei spp. no consumo
dimentar diario de ratos normocol esterolémicos

Consumo Alimentar (g/dia)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
1 20,51 19,26 18,48 16,82
2 19,49 21,26 17,74 16,91
3 18,19 19,27 15,64 18,41
4 18,72 21,30 16,86 19,08
5 17,99 17,96 17,65 15,65
6 18,64 16,68 16,21 18,31
7 16,69 17,20 19,06 18,66
8 18,43 17,40 16,31 14,46
Média 18,58 18,79 17,24 17,29
DP 1,11 1,79 1,19 1,62
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Quadro 20A — Efeito de diferentes concentracdes de L. casel spp. ho consumo
alimentar diario de ratos hipercol esterolémicos

Consumo Alimentar (g/dia)

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
1 17,88 14,34 15,56 19,60
2 16,87 22,63 19,66 17,07
3 16,34 17,84 20,26 16,63
4 15,66 18,02 17,24 18,28
5 18,45 11,61 20,07 16,69
6 17,20 19,35 15,18 17,38
7 18,98 17,80 14,44 16,94
8 16,21 16,05 17,99 16,95
Média 17,20 17,20 17,55 17,44
DP 1,16 3,30 2,32 1,02

Quadro 21A — Efeito de diferentes concentracdes de L. casei spp. na conversido
alimentar diaria de ratos normocol esterol émicos

Conversdo Alimentar (%)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
1 19,16 13,35 13,53 8,49
2 13,19 16,80 13,69 15,21
3 6,68 13,71 14,16 14,74
4 13,35 21,13 12,71 15,35
5 14,69 11,93 16,59 14,15
6 11,11 11,13 12,78 19,12
7 15,84 12,87 17,98 18,76
8 13,18 20,11 11,38 10,37
Média 13,45 15,30 14,19 14,72
DP 3,61 3,78 2,17 3,66
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Quadro 22A — Efeito de diferentes concentragdes de L. casel spp. na conversdo
alimentar diaria de ratos hipercol esterol émicos

Conversao Alimentar (%)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 24,77 8,47 16,99 14,94
2 15,24 34,09 19,62 17,15
3 20,54 14,42 17,98 17,61
4 15,96 16,65 14,92 2227
5 19,74 14,76 24,56 14,13
6 17,22 17,72 19,76 18,91
7 15,05 16,45 19,79 24,88
8 9,25 13,80 15,88 22,33
Média 17,22 18,01 18,77 18,99
DP 4,60 7,44 3,00 3,82

Quadro 23A — Viabilidade de células de lactobacilos em contetido col6nico de
ratos normocolesterolémicos suplementados com diferentes
concentragOes de L. casel spp.

Lactobacilos L ogl0 UFC/g

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 5,54 7,04 6,70 7,67

2 6,52 6,81 7,41 7,10

3 7,04 6,85 6,49 7,37

4 7,01 7,02 7,01 7,45

5 7,06 6,73 6,77 7,84

6 6,80 6,50 6,69 7,95
Média 6,66 6,82 6,85 7,56
DP 0,59 0,20 0,32 0,32

128



Quadro 24A — Viabilidade de células de lactobacilos em contetido col6nico de
ratos hipercolesterolémicos suplementados com diferentes
concentragdes de L. casel spp.

L actobacilos (Log UFC/g)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 4,22 3,95 4,36 6,62

2 4,48 4,26 4,43 5,37

3 4,94 4,44 5,85 6,28

4 3,79 4,21 5,21 6,35

5 5,18 5,27 5,25 6,82

6 5,38 5,36 5,49 6,38
Média 4,67 4,58 5,10 6,30
DP 0,61 0,59 0,59 0,50

Quadro 25A — Peso do figado de ratos normocolesterolémicos suplementados
com diferentes concentragdes de L. casei spp.

Peso do Figado (mg)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 10,30 10,56 11,38 9,15
2 11,89 10,06 11,45 9,85
3 8,79 11,21 9,05 10,65
4 8,08 12,04 9,65 10,45
5 10,30 11,12 9,15 10,55
6 10,65 9,49 11,25 10,05
7 9,28 9,06 11,15 8,55
8 9,24 8,05 9,75 9,45
Média 9,93 10,20 10,35 9,84
DP 1,05 1,30 1,05 0,74
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Quadro 26A — Peso do figado de ratos hipercol esterolémicos suplementados com
diferentes concentragOes de L. casel spp.

Peso do Figado (mg)

Controle 10*UFC/mL 108UFC/mL 108UFC/mL

1 13,35 14,35 14,45 12,15
2 13,25 15,55 16,05 12,55
3 13,25 14,35 15,05 11,65
4 12,55 15,45 14,85 12,95
5 14,95 10,85 15,45 12,65
6 13,22 17,65 11,65 11,45
7 14,05 13,55 12,05 12,15
8 11,15 13,75 15,45 11,15
Média 13,22 14,44 14,38 12,09
DP 1,10 1,95 1,63 0,63

Quadro 27A — Peso do baco de ratos normocol esterolémicos suplementados com
diferentes concentragcdes de L. casel spp.

Peso do bago (mg)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 1,18 0,80 1,17 1,45
2 1,28 1,06 1,35 1,05
3 1,06 1,40 0,95 1,45
4 1,21 1,61 1,45 0,85
5 1,00 1,86 1,05 1,45
6 1,10 1,29 1,25 0,95
7 0,85 1,18 0,95 1,25
8 1,65 0,81 1,15 1,15
Média 1,17 1,25 1,17 1,20
DP 0,24 0,37 0,18 0,24
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Quadro 28A — Peso do baco de ratos hipercolesterolémicos suplementados com
diferentes concentragdes de L. casei spp.

Peso do Bago (mg)

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 0,96 0,95 1,35 1,05
2 1,05 1,45 1,35 1,05
3 1,45 1,15 1,25 0,85
4 1,25 1,65 1,25 1,65
5 1,25 1,05 1,25 1,15
6 1,24 1,45 1,05 0,95
7 1,45 1,05 1,65 1,15
8 1,25 0,85 1,05 1,05
Média 1,24 1,20 1,28 1,11
DP 0,17 0,28 0,19 0,24

Quadro 29A — Colesterol total de ratos normocolesterolémicos suplementados
com diferentes concentragdes de L. casei spp.

Colesterol Total (mg/dL)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
1 78,80 103,90 76,00 85,20
2 99,10 95,90 86,80 101,10
3 84,40 81,20 92,30 88,40
4 84,40 103,90 91,10 90,30
5 95,50 89,20 92,70 91,90
6 86,00 84,80 93,10 89,60
7 95,90 69,60 105,10 80,80
8 76,80 68,80 105,50 110,30
Média 87,61 87,16 92,83 92,20
DP 8,29 13,77 9,52 9,34
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Quadro 30A — Colesterol total de ratos hipercol esterolémicos suplementados com
diferentes concentragOes de L. casei spp.

Colesterol Total (mg/dL)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 154,60 105,50 116,70 91,50
2 110,30 109,90 122,70 180,50
3 135,00 97,90 91,10 84,40
4 93,90 99,50 102,30 99,90
5 98,70 89,60 123,90 175,30
6 115,30 184,90 169,30 117,10
7 118,70 107,50 135,00 143,00
8 95,90 126,60 116,70 105,50
Média 115,30 115,18 12221 12465
DP 20,97 30,17 23,33 37,37

Quadro 31A —HDL-C de ratos normocolesterolémicos suplementados com
diferentes concentragcdes de L. casel spp.

HDL-C (mg/dL)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 40,40 47,00 35,00 39,90
2 47,00 44,80 36,60 39,90
3 39,90 40,40 33,30 37,20
4 37,70 49,70 36,60 44,80
5 38,80 45,40 39,90 42,10
6 31,70 36,60 39,90 41,00
7 39,90 39,90 48,10 32,20
8 39,90 34,40 45,90 44,80
Média 39,41 42,28 39,41 40,24
DP 4,18 5,30 5,22 4,14
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Quadro 32A —HDL-C de ratos hipercolesterolémicos suplementados com
diferentes concentragdes de L. casei spp.

HDL-C (mg/dL)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 36,10 28,40 32,80 29,50
2 29,00 51,90 31,10 42,10
3 41,00 27,90 31,70 33,30
4 34,40 33,30 35,50 35,00
5 31,70 31,10 30,60 39,90
6 34,99 38,30 33,30 41,00
7 36,10 23,00 33,30 26,20
8 36,60 35,00 39,30 31,10
Média 34,99 33,61 33,45 34,76
DP 3,55 8,76 2,82 5,80

Quadro 33A — VLDL + LDL-C de ratos normocolesterolémicos suplementados
com diferentes concentragdes de L. casei spp.

VLDL + LDL-C (mg/dL)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
1 38,40 56,90 41,00 45,30
2 52,10 51,10 50,20 61,20
3 44,50 40,80 59,00 51,20
4 46,70 54,20 54,50 45,50
5 56,70 43,80 52,80 49,80
6 54,30 48,20 53,20 48,60
7 56,00 29,70 57,00 48,60
8 36,90 34,40 59,60 65,50
Média 48,20 44,89 53,41 51,96
DP 7,79 9,56 5,9 7,39
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Quadro 34A — VLDL + LDL-C de ratos hipercolesterolémicos suplementados
com diferentes concentracdes de L. casei spp.

VLDL + LDL-C (mg/dL)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 118,50 77,10 83,90 62,00
2 81,30 58,00 91,60 138,40
3 94,00 70,00 59,40 51,10
4 59,50 66,20 66,80 64,90
5 67,00 58,50 93,30 135,40
6 80,31 146,60 136,00 76,10
7 82,60 84,50 101,70 116,80
8 59,30 91,60 77,40 74,40
Média 80,31 81,56 88,76 89,89
DP 19,65 28,82 23,68 34,82

Quadro 35A — Trigliceridios de ratos normocol esterolémicos suplementados com
diferentes concentraces de L. casei spp.

Trigliceridios (mg/dL)

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 129,50 160,90 64,90 74,40
2 175,70 169,80 85,00 112,90
3 114,10 176,90 118,20 137,80
4 76,70 163,30 105,80 100,40
5 101,60 89,20 81,50 107,00
6 149,00 101,60 115,90 97,50
7 83,90 107,00 160,30 84,40
8 87,40 106,40 59,60 153,20
Média 114,74 134,39 98,90 108,45
DP 34,70 36,35 33,11 26,21

134



Quadro 36A — Trigliceridios de ratos hipercolesterolémicos suplementados com
diferentes concentragOes de L. casel spp.

Trigliceridios (mg/dL)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 89,80 57,20 72,60 40,60
2 76,10 94,50 90,40 81,50
3 158,50 60,70 67,30 69,60
4 65,50 51,30 98,10 105,20
5 107,00 42,40 52,40 37,60
6 94,10 132,40 51,90 56,60
7 75,00 70,20 101,60 51,30
8 86,80 70,20 51,90 70,20
Média 94,10 72,36 73,28 64,08
DP 29,01 28,81 21,04 22,47

Quadro 37A —indice aterogénico de ratos normocolesterolémicos suplementados
com diferentes concentracdes de L. casei spp.

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 0,95 1,21 1,17 1,14

2 1,11 1,14 1,37 1,53

3 1,12 1,01 1,77 1,38
4 1,24 1,09 1,49 1,02

5 1,46 0,9 1,32 1,18
6 1,71 1,32 1,33 1,19
7 1,40 0,74 1,19 1,51

8 0,92 1,00 1,30 1,46
Média 1,24 1,06 1,37 1,30
L. casei spp. DP 0,27 0,17 0,19 0,19
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Quadro 38A — indice aterogénico de ratos hipercol esterolémicos suplementados
com diferentes concentragoes de L. casei spp.

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 3,28 2,71 2,56 2,10
2 2,80 1,12 2,95 3,29
3 2,29 2,51 1,87 1,53
4 1,73 1,99 1,88 1,85
5 2,11 1,88 3,05 3,39
6 2,30 3,83 4,08 1,86
7 2,29 3,67 3,05 4,46
8 1,62 2,62 1,97 2,39
Média 2,30 2,54 2,68 2,61
DP 0,54 0,91 0,77 1,01

Quadro 39A — Colesterol hepético de ratos normocolesterolémicos suplementados
com diferentes doses de L. casei spp

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 21,56 6,73 2,67 6,36
2 20,03 8,01 8,56 7,84
3 18,42 11,93 2,40 6,88
4 10,06 13,69 13,08 5,77
5 31,29 10,04 0,77 15,20
6 24,27 16,59 21,50 9,23
7 23,02 1,56 9,14 6,86
8 18,07 7,32 13,34 4,94
Média 20,84 9,48 8,93 7,89
DP 6,06 4,66 7,00 323

Quadro 40A — Colesterol hepatico de ratos hipercolesterolémicos suplementados
com diferentes doses de L. casei spp.

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 500,68 30,90 35,54 18,74
2 451,76 42,16 32,50 25,86
3 577,20 22,59 31,86 10,44
4 385,40 24,15 27,06 22,95
5 662,60 36,33 49,86 14,37
6 366,32 49,97 22,83 20,29
7 25,79 30,96 26,97 43,72
8 21,72 10,51 59,05 37,95
Média 373,93 30,94 35,71 24,29
DP 236,71 12,25 12,46 11,37
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Quadro 41A — Colesterol fecal de ratos normocolesterolémicos suplementados
com diferentes doses de L. casel spp.

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 1,94 4,35 8,84 6,77
2 7,46 3,67 7,46 12,97
3 1,60 9,18 4,35 11,59
4 1,25 1,94 9,18 4,70
5 5,73 5,39 5,39 10,90
6 9,18 9,52 9,87 5,73
7 7,80 6,77 6,77 3,67
8 6,08 10,90 1,94 4,35
Média 5,13 6,47 6,72 7,59
DP 311 317 2,70 3,67

Quadro 42A — Colesterol fecal de ratos hipercolesterolémicos suplementados
com diferentes doses de L. casei spp.

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 661,89 696,36 515,41 390,47
2 545,57 373,24 437,86 562,80
3 153,52 627,42 679,12 735,13
4 592,96 442,17 493,87 636,04
5 192,30 584,34 278,46 687,74
6 399,09 498,18 653,27 588,65
7 386,17 381,86 597,27 765,29
8 317,23 592,96 644,66 580,03
Média 406,09 524,57 537,49 618,27
DP 184,25 118,98 135,19 118,15

Quadro 43A — Acidos biliares fecais de ratos normocolesterolémicos suple-
mentados com diferentes doses de L. casei spp.

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 239,06 503,26 524,27 722,42
2 447,72 239,06 521,27 728,42
3 338,14 677,38 590,32 668,38
4 212,04 332,13 377,16 438,71
5 740,43 422,20 444,71 677,38
6 318,62 332,13 443,21 380,17
7 368,16 626,35 512,26 566,30
8 503,32 263,08 755,44 440,21
Média 407,19 424,45 521,08 577,75
DP 180,40 164,06 114,90 141,01
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Quadro 44A — Acidos biliares fecais de ratos hipercolesterolémicos suplemen-
tados com diferentes doses de L. casel spp.

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 746,43 830,50 641,36 707,41
2 536,28 596,32 1.204,27 1.061,66
3 776,46 800,47 979,10 705,90
4 1.091,69 680,39 890,54 842,50
5 434,21 548,29 1.139,72 949,08
6 701,40 890,54 530,28 617,34
7 677,38 710,41 596,32 617,34
8 797,47 815,48 701,40 1.219,28
Média 720,16 734,05 835,37 840,06
DP 194,80 120,56 255,86 220,26

Quadro 45A — Contagem bacteriana de E. coli em contetido col6nico de ratos
normocol esterolémicos suplementados com diferentes doses de

L. casal spp.
(Logio UFC/g)
Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
1 392 4,35 5,36 4,27
2 6,13 5,01 4,45 3,69
3 5,42 4,21 5,35 3,33
4 5,54 4,15 4,49 3,59
5 475 5,70 3,36 3,53
6 521 4,91 4,54 471
Média 5,16 4,72 4,59 3,85
DP 0,76 0,60 0,74 0,53
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Quadro 46A — Atividade da enzima betad-glucuronide em ratos normocoles-
terolémicos suplementados com diferentes doses de L. casei spp.

(uM/min.g de contetdo col6nico)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 0,40 0,39 0,28 0,17

2 0,42 0,35 0,42 0,33

3 0,41 0,40 0,42 0,42

4 0,40 0,42 0,31 0,17

5 0,42 0,42 0,41 0,40

6 0,42 0,42 0,42 0,32
Média 0,41 0,40 0,38 0,30
DP 0,01 0,03 0,06 0,11

Quadro 47A — Translocagdo de células de lactobacilos em bacos de ratos
normocol esterol émicos suplementados com diferentes doses de L.

casel spp.
(UFC/o6rgao)
Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 1,55 0,60 1,55 2,55
2 0,81 2,10 2,60 1,67
3 2,57 2,40 1,93 3,01
4 1,48 2,29 1,97 0,93
5 1,30 324 1,50 2,90
6 2,66 0,81 2,69 1,76
7 2,60 0,07 1,68 2,00
8 1,22 0,61 2,70 2,64
Média 1,77 1,52 2,08 2,18
DP 0,73 1,13 0,51 0,72
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Quadro 48A —Unidade formadora de colénia (UFC/mL) dos concentrados
celulares deL. casel spp. administrados em coelhos (0,3 mL)

UFC/mL
10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
1 8,0 x 10° 82 x 10 6,2 x 10°
2 8,0 x 10° 82 x 10 6,2 x 10°
3 57 x 10° 4,8x 10’ 6,4 x 10°
4 57 x 10° 48 x 10 6,4 x 10°
5 38x 10° 34x 10 2,7x 10°
6 38x 10° 34 x 10 2,7 x 10°
7 73x 10° 6,4 x 10 57 x 10°
8 73x 10° 6,4 x 10 57 x 10°
9 26 x 10° 23x 10’ 24 x 10°
10 2,6 x 10° 23x 10’ 24 x 10°
11 6,5x 10° 6,5 x 10’ 7.1 x 10°
12 6,5 x 10° 6,5 x 10 71x 10°
13 6,2 x 10° 45 x 10 6,1 x 10°
14 6,2 x 10° 45 x 10 6,1 x 10°
Média 57 x 10° 52 x 10 52 x 10°

Quadro 49A — Efeito de diferentes doses de L. casei spp. no ganho de peso
diario de coelhos normocol esterol émicos

Ganho de Peso (g/dia)

Controle 10°UFC/mL 10’UFC/mL 10°UFC/mL

1 2,50 8,21 12,50 12,86

2 12,50 11,79 5,71 16,79

3 11,79 7,50 11,79 6,79

4 17,86 15,00 13,93 16,43

5 8,21 14,64 12,50 5,36

6 13,93 8,57 8,57 17,14
Média 11,13 10,95 10,83 12,56
DP 5,26 3,34 3,08 5,28
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Quadro 50A — Efeito de diferentes doses de L. casei spp. no ganho de peso
diério de coelhos hipercol esterolémicos

Ganho de Peso (g/dia)

Controle 10°UFC/mL 10"UFC/mL 10°UFC/mL

1 18,21 16,07 16,43 15,71

2 4,29 13,21 38,57 11,07

3 10,36 13,93 13,57 0,00

4 9,64 14,29 15,00 2,14

5 6,79 0,00 10,71 13,21

6 13,93 15,71 13,93 14,64
Média 10,54 12,20 18,04 9,46
DP 4,99 6,08 10,24 6,72

Quadro 51A — Efeito de diferentes doses de L. casel spp. no consumo alimen-tar
diario de coelhos normocol esterol émicos

Consumo Alimentar (g/dia)

Controle 10°UFC/mL 10’UFC/mL 10°UFC/mL

1 112,62 111,36 114,04 116,22

2 113,14 110,79 114,38 117,11

3 116,31 104,66 112,45 103,50

4 115,24 114,04 112,49 115,69

5 109,38 114,89 113,42 108,87

6 111,99 109,44 116,42 114,55
Média 113,11 110,86 113,87 112,66
DP 2,46 3,66 1,48 5,36

Quadro 52A — Efeito de diferentes doses de L. casel spp. no consumo alimen-tar
diario de coelhos hipercol esterolémicos

Consumo Alimentar (g/dia)

Controle 10°UFC/mL 10’UFC/mL 10°UFC/mL

1 105,94 115,76 119,01 119,81

2 117,94 105,99 119,51 119,13

3 112,81 116,87 117,26 84,37

4 112,29 114,21 116,29 92,69

5 120,00 101,46 119,48 120,00

6 111,84 114,69 117,64 117,11
Média 113,47 111,50 118,35 108,85
DP 4,97 6,26 1,48 15,99
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Quadro 53A — Efeito de diferentes doses de L. casei spp.

coel hos normocol esterol émicos

na conversao de

Conversao Alimentar (%)

Controle 10°UFC/mL 10"UFC/mL 10°UFC/mL

1 2,22 7,38 10,96 11,06

2 11,05 10,64 5,00 14,33

3 10,13 7,17 10,48 6,56

4 15,50 13,15 12,38 14,20

5 7,51 12,75 11,02 4,92

6 12,44 7,83 7,36 14,97
Média 9,81 9,82 9,53 11,01
DP 4,56 2,73 2,78 4,33

Quadro 54A — Efeito de diferentes doses de L. casei spp. na converséo de

coel hos hipercol esterol émicos

Conversdo Alimentar (%)

Controle 10°UFC/mL 10'UFC/mL 10°UFC/mL
1 17,19 13,88 13,70 13,12
2 3,63 12,47 32,27 9,29
3 9,18 11,92 11,57 0,00
4 8,59 12,51 12,90 2,31
5 5,65 0,00 8,97 11,01
6 12,45 13,70 11,84 12,50
Média 9,45 10,75 15,21 8,04
DP 4,86 5,32 8,51 5,54

Quadro 55A —pH do conteido duoderd, ileal e col6nico de ratos normocoles
terolémicos suplementados com diferentes doses de L. casei spp.

Duodeno ileo Coélon
0 10° 10" 10° 0 10° 10" 10° 0 10° 10" 10°
1 720 78 720 7,73 750 831 931 809 70L 728 716 692
2 725 675 561 754 892 828 888 858 7,04 7,06 7,22 7,27
3 679 769 7,77 758 7,74 824 792 815 744 766 757 694
4 821 852 731 815 804 921 818 843 722 769 7,78 6,62
5 762 824 832 724 814 741 851 836 674 697 686 749
6 774 821 768 790 860 823 729 838 765 79 726 7,18
Média 747 7,88 7,32 769 816 828 835 833 7,18 743 731 7,07
DP 050 063 092 031 053 057 072 018 033 038 032 031
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Quadro 56A — pH do conteldo duoderd, ileal e colénico de coelhos hiperco-
lesterolémicos suplementados com diferentes doses de L. casel

Spp.

Duodeno fleo Coélon

0 10° 10" 10° 0 10° 10" 10° 0 10° 10" 10°

1 770 665 783 814 838 807 842 864 687 716 642 6,93
2 668 832 808 601 825 805 792 771 711 701 661 7,20
3 706 7,77 802 857 892 850 863 868 687 710 714 711
4 706 792 809 814 742 772 874 874 69 751 715 7,35
5 776 837 898 804 79 915 770 833 726 737 6,78 659
6 803 770 751 78 853 858 745 790 682 780 657 650

Média 738 779 809 779 824 835 814 833 698 733 678 695
DP 052 062 049 09 051 051 053 04 017 030 031 034

Quadro 57A — Viabilidade de células de lactobacilos em contelido col6nico de
ratos normocolesterolémicos suplementados com diferentes
dosesdelL. casei sp.

L actobacilos

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

5 0 0 0 0

6 0 0 0 0
Média 0 0 0 0
DP 0 0 0 0

Quadro 58A — Viabilidade de células de lactobacilos em contetdo colénico de
coelhos hipercolesterolémicos suplementados com diferentes
dosesde L. casel spp.

Lactobacilos (Log UFC/g)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

5 0 0 0 0

6 0 0 0 0
Média 0 0 0 0
DP 0 0 0 0

143



Quadro 59A — Peso do figado de coelhos normocolesterolémicos suplementados
com diferentes doses de L. casei spp.

Peso do Figado (mg)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 68,85 76,78 79,51 79,14

2 76,74 70,89 61,06 86,55

3 67,64 54,22 73,98 62,40

4 63,82 76,32 77,08 %,71

5 78,50 76,24 74,59 75,38

6 86,26 57,05 74,92 78,28
Média 73,64 68,58 73,52 79,74
DP 8,34 10,30 6,44 11,46

Quadro 60A — Peso do figado de coelhos hipercol esterol émicos suplementados com
diferentes doses de L. casei spp.

Peso do Figado (mg)

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 81,60 100,77 125,16 118,62

2 76,57 92,48 118,88 83,03

3 97,49 107,29 83,95 57,05

4 112,96 107,03 112,16 61,01

5 115,84 75,94 75,12 102,37

6 83,40 101,35 104,87 89,74
Média 94,64 97,48 103,36 85,30
DP 16,83 11,85 19,85 23,73

Quadro 61A — Peso do baco de coelhos normocolesterolémicos suplementados
com diferentes doses de L. casei spp.

Peso do bago (mg)

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 1,20 2,14 0,93 0,77

2 0,9% 1,98 0,82 1,37

3 1,20 0,86 1,57 0,78

4 0,73 1,09 1,21 2,41

5 3,01 1,30 0,77 1,99

6 0,91 0,83 1,12 1,47
Média 1,32 1,38 1,07 1,60
DP 0,84 0,56 0,30 0,65
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Quadro 62A — Peso do baco de coelhos hipercolesterolémicos suplementados
com diferentes doses de L. casei spp.

Peso do bago (mg)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 0,91 0,81 1,25 1,32

2 1,37 1,16 1,16 0,71

3 0,60 1,03 1,30 1,14
4 1,37 0,86 0,62 1,03

5 1,90 1,22 1,51 0,95

6 1,72 1,36 1,36 2,08
Média 1,31 1,07 1,20 1,21
DP 0,49 0,21 0,31 0,47

Quadro 63A — Colesterol total de coelhos normocolesterolémicos suplementados
com diferentes doses de L. casei spp.

Colesterol total (mg/dL)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 122,70 114,30 105,50 90,00

2 81,60 12230 100,70 61,20

3 117,50 143,40 125,10 46,10

4 84,80 131,80 84,80 118,70

5 115,90 123,50 66,00 144,60

6 70,00 53,30 82,80 99,90
Média 98,75 114,77 94,15 93,42
DP 251 31,69 20,68 36,30

Quadro 64A — Colesterol total de coelhos hipercol esterolémicos suplementados com
diferentes doses de L. casel spp.

Colesterol Total (mg/dL)

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 1.672,00 1.686,00 1.646,00 1.924,00

2 2.384,00 1.118,00 1.585,00 1.834,00

3 2.498,00 2.005,00 1.946,00 1.573,00

4 1.890,00 1.780,00 2.005,00 910,50

5 1.876,00 1.006,00 1.351,00 1.980,00

6 1.469,00 2.237,00 1.890,00 1.455,00
Média 1.964,83 1.638,67 1.737,17 1.612,75
DP 401,26 486,99 252,70 400,08
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Quadro 65A — HDL-C de coelhos normocolesterolémicos suplementados com
diferentes doses de L. casei spp.

HDL-C (mg/dL)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 40,20 32,50 41,40 38,90

2 25,50 45,30 33,80 24,90

3 40,20 27,40 25,50 21,00

4 55,50 44,00 30,60 33,80

5 48,40 37,00 26,80 42,70

6 17,80 30,60 34,40 37,00
Média 37,93 36,13 32,08 33,05
DP 14,06 7,30 5,81 8,43

Quadro 66A — HDL-C de coelhos hipercolesterolémicos suplementados com
diferentes doses de L. casei spp.

HDL-C (mg/dL)

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
1 108,40 98,80 91,80 119,80
2 130,00 98,20 124,90 123,60
3 121,70 116,00 133,20 86,70
4 110,90 120,50 73,90 54,20
5 86,70 49,10 79,70 61,80
6 105,20 139,60 111,50 91,10
Média 110,48 103,70 102,50 89,53
DP 14,86 30,85 24,40 28,65

Quadro 67A — VLDL + LDL-C de coelhos normocolesterolémicos suplementados
com diferentes doses de L. casei spp.

VLDL + LDL-C (mg/dL)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL
1 82,50 81,80 64,10 51,10
2 56,10 77,00 66,90 36,30
3 77,30 116,00 99,60 25,10
4 29,30 87,80 54,20 84,90
5 67,50 86,50 39,20 101,90
6 52,20 22,70 48,40 62,90
Média 60,82 78,63 62,07 60,37
DP 19,37 30,61 21,01 29,13
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Quadro 68A — VLDL + LDL-C de codhos hipercolesterolémicos suplementados
com diferentes doses de L. casei spp.

VLDL + LDL-C (mg/dL)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 1.563,60 1.587,20 1.554,20 1.804,20

2 2.254,00 1.019,80 1.460,10 1.710,40

3 2.376,30 1.889,00 1.812,80 1.486,30

4 1.779,10 1.659,50 1.931,10 856,30

5 1.789,30 956,90 1.271,30 1.918.20

6 1.363,80 2.097,40 1.778,50 1.363.90
Média 1.854,35 1.534,97 1.634,67 1.523.22
DP 391,72 460,32 248,71 385.10

Quadro 69A — Trigliceridios de coelhos normocol esterol émicos suplementados com
diferentes dosesde L. casei spp.

Trigliceridios (mg/dL)

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 120,00 210,70 166,20 124,70

2 154,40 98,70 173,30 108,70

3 130,10 185,20 192,30 61,90

4 63,70 204,10 112,30 143,10

5 86,80 127,70 141,10 102,20

6 187,60 51,90 99,30 149,60
Média 123,77 146,38 147,42 115,03
DP 44,82 64,07 36,40 31,95

Quadro 70A — Trigliceridios de coelhos hipercolesterolémicos suplementados
com diferentes doses de L. casei spp.

Trigliceridios (mg/dL)

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 156,10 68,40 107,00 95,70

2 83,90 81,50 63,70 37,00

3 95,70 116,40 91,60 84,40

4 56,00 88,00 163,30 34,70

5 141,90 34,70 48,90 57,80

6 62,50 166,20 61,30 53,00
Média 99,35 92,53 89,30 60,43
DP 41,28 44,87 42,11 24,87
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Quadro 71A —indice aterogénico de coelhos normocolesterolémicos suple-
mentados com diferentes doses de L. casal spp.

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
1 2,05 2,52 1,55 1,31
2 2,20 1,70 1,98 1,46
3 1,92 4,23 3,91 1,20
4 0,53 2,00 1,77 2,51
5 1,39 2,34 1,46 2,39
6 2,93 0,74 1,41 1,70
Média 1,84 2,25 2,01 1,76
DP 0,81 1,15 0,95 0,56

Quadro 72A —indice aterogénico de coelhos hipercolesterolémicos suple-
mentados com diferentes doses de L. casel spp.

Contr ole 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 14,42 16,06 16,93 15,06
2 17,34 10,38 11,69 13,84

3 19,53 16,28 13,61 17,14

4 16,04 13,77 26,13 15,80

5 20,64 19,49 15,95 31,04

6 12,96 15,02 15,95 14,97
Média 16,82 15,17 16,71 17,98
DP 2,95 3,02 5,00 6,49

Quadro 73A — Colesterol hepatico de coelhos normocolesterolémicos suple-
mentados com diferentes doses de L. casei spp. (mg/g de figado)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 0,73 0,87 0,89 0,65

2 0,73 0,78 0,86 0,96

3 1,03 0,23 0,90 0,78

4 0,45 0,39 0,56 0,46

5 0,73 0,50 0,74 0,89

6 0,72 1,30 0,50 0,75
Média 0,73 0,68 0,74 0,75
DP 0,18 0,39 0,18 0,18
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Quadro 74A — Colesterol hepatico de coelhos hipercolesterolémicos suple-
mentados com diferentes doses de L. casal spp.

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 2,89 2,57 3,24 0,09

2 7,55 3,9 3,26 2,93

3 0,91 5,21 3,64 3,05

4 2,84 2,68 2,71 347

5 2,44 2,11 2,11 1,77

6 5,56 2,29 1,78 0,62
Média 3,70 314 2,79 1,99
DP 2,41 1,20 0,73 1,39

Quadro 75A — Colesterol fecal de coelhos normocolesterolémicos suple-
mentados com diferentes doses de L. casei spp. (mg/100g de

fezes)
Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 5,55 5,12 7,56 5,40

2 6,70 6,27 5,55 7,27

3 9,86 5,69 10,57 9,28

4 7,70 7,56 7,27 11,58

5 7,13 6,98 7,70 10,57

6 411 9,71 8,56 3,68
Média 6,84 6,89 7,87 7,97
DP 1,95 1,64 1,65 3,07

Quadro 76A — Colesterol fecal de coelhos hipercolesterolémicos suple-mentados
com diferentes doses de L. casei spp.

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 28,04 31,78 37,52 30,05

2 22,59 24,02 26,03 36,37

3 19,43 29,48 29,48 35,22

4 24,60 26,61 20,86 32,35

5 21,44 33,21 32,06 38,38

6 34,07 27,47 34,36 24,02
Média 25,03 28,76 30,05 32,73
DP 5,32 341 5,99 5,19
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Quadro 77A — Acidos biliares fecais de coelhos normocolesterolémicos suple-
mentados com diferentes doses de L. casal spp.

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 111,97 253,07 272,09 237,06

2 136,99 173,88 229,06 361,15

3 409,19 277,09 256,08 270,09

4 222,05 310,11 252,50 209,04

5 223,05 240,06 300,11 193,03

6 407,19 289,10 286,10 320,42
Média 251,74 257,22 265,99 265,13
DP 129,12 47,89 25,49 65,47

Quadro 78A — Acidos biliares fecais de coelhos hipercolesterolémicos suple-
mentados com diferentes doses de L. casel spp.

Controle 10*°UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 195,03 289,10 233,06 240,06

2 127,98 349,14 405,18 505,26

3 145,99 177,02 385,17 278,09

4 126,98 347,14 191,03 230,06

5 104,96 250,07 257,08 212,04

6 413,19 174,02 240,06 216,05
Média 185,69 264,41 285,26 280,26
DP 115,51 78,29 88,10 112,73

Quadro 79A — Contagem bacteriana de E. coli em conteido coldnico de coelhos
normocolesterolémicos suplementados com diferentes doses de

L. casei spp.
(Log UFC/g)
Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL

1 1,00 5,00 1,00 371
2 4.47 1,00 4,01 454
3 1,00 4,03 3,49 1,00
4 3,64 4,09 3,50 436
5 450 3,63 3,72 1,00
6 486 1,00 1,00 4,09
Média 325 312 2,79 312
DP 1,78 1,70 1,40 1,66
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Quadro 80A — Contagem bacteriana de Clostridium spp. em contetido col6nico
de coelhos normocolesterolémicos suplementados com diferentes
doses deL. casel spp.

(Log UFC/g)

Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 1,40 1,00 1,40 2,88

2 0,70 1,54 1,40 0,70

3 1,00 2,73 1,30 2,13

4 1,60 1,24 1,00 1,00

5 2,00 1,95 1,40 2,32

6 2,27 1,70 281 1,48
Média 1,49 1,69 1,55 1,75
DP 0,59 0,61 0,64 0,83

Quadro 81A — Atividade da enzima beta-d-glucuronide em coelhos normoco-
lesterolémicos suplementados com diferentes doses de L. casei

SPP.
UM/min.g
Controle 10*UFC/mL 10%UFC/mL 108UFC/mL

1 0,18 0,18 0,16 0,19
2 0,17 0,20 0,15 0,15
3 0,18 0,12 0,13 0,17
4 0,16 0,17 0,18 0,19
5 0,22 0,17 0,16 0,17
6 0,16 0,20 0,17 0,17
Média 0,18 0,17 0,16 0,17
DP 0,02 0,03 0,02 0,02

Quadro 82A — Translocagédo de células de lactobacilos em bacos de coelhos
normocol esterolémicos suplementados com diferentes doses de

L. casai spp.
(Log UFC/g)

Controle 10*UFC/mL 10°UFC/mL 108UFC/mL
1 0,08 1,33 1,90 221
2 2,20 2,27 1,65 0,14
3 0,68 1,41 2,61 1,37
4 221 2,02 0,78 1,68
5 0,56 0,11 1,54 217
6 1,78 1,42 1,98 2,61
Média 1,25 1,43 1,74 1,70
DP 0,92 0,75 0,60 0,88
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Quadro 83A — Comprimento das vilosidades intestinais do ileo de ratos e coelhos
normocol esterol émicos suplementados com diferentes doses de L.

casel spp.
Comprimento do Vilo (mm)
Ratos Coelhos
n Controle 10°UFC/ 10°UFC/  108UFC/ Controle 105UFC/  107UFC 10°UFC/
mL mL mL mL /mL mL
1 195,96 263,74 350,16 416,30 4877 372,4 533,2 585,0
2 196,91 236,56 333,58 327,68 464,2 367,0 522,6 543,0
3 214,68 281,43 303,09 366,16 401,9 3934 7188 4956
4 215,74 178,73 387,59 402,19 326,3 4833 695,2 594,7
5 154,36 298,67 260,77 328,21 4223 287,1 680,4 597,0
6 169,72 302,32 272,09 377,92 4173 4383 520,2 604,6
7 146,91 295,46 249,74 364,61 4318 416,1 7289 634,2
8 121,75 220,27 266,72 338,87 330,9 442,0 7192 566,0
9 143,75 317,61 279,20 348,90 4938 396,1 563,3 524,1
10 128,67 313,46 304,86 381,56 3738 3846 563,8 512,2
11 128,26 311,61 326,24 377,68 388,6 364,3 620,4 676,1
12 124,95 326,00 308,00 375,40 4272 385,1 661,8 604,2
13 138,28 325,92 287,96 347,76 3133 409,5 547,2 521,9
14 171,17 202,59 262,24 363,14 407,0 408,7 5375 556,9
15 150,78 299,56 297,77 360,56 392,7 2943 585,3 587,1
16 178,25 175,41 274,07 357,75 389,0 449,6 561,7 595,5
17 167,18 270,08 275,05 330,39 370,9 3739 589,3 6131
18 169,91 169,69 327,98 382,41 440,3 360,7 548,0 490,8
19 182,92 292,60 274,99 394,19 4187 317,5 567,0 578,8
20 182,09 117,93 295,04 361,62 476,5 358,9 305,2 399,8
21 147,72 127,79 326,27 308,74 358,0 3317 306,7 546,4
22 171,20 200,89 335,89 355,15 3429 2534 4993 668,7
23 165,16 211,23 323,31 344,17 308,0 2384 513,5 596,0
24 186,11 21342 308,12 353,87 3441 269,4 45372 600,0
25 161,87 265,85 298,07 391,98 575,2 252,3 4290 617,8
26 149,42 171,83 302,52 411,99 598,8 3881 4827 510,0
27 165,04 129,40 290,80 321,03 5432 367,1 538,1 4856
28 143,97 301,73 310,05 351,43 5483 372,0 4556 551,0
29 129,35 300,65 263,54 378,54 4712 4287 328,0 467,6
30 145,96 141,76 302,73 272,60 374,5 309,2 313,9 570,7
31 128,63 242,18 254,83 215,00 4779 386,4 450,9 537,7
32 117,58 170,51 306,28 210,33 638,0 3727 330,9 4841
33 327,21 228,81 261,12 223,00 547,3 3894 3778 533,3
34 313,84 295,00 316,29 232,99 616,3 368,4 408,0 519,9
35 352,94 177,03 358,01 326,45 601,0 3314 380,5 566,0
36 307,29 141,98 360,89 294,00 595,3 350,5 4523 4494
37 260,69 183,78 293,62 315,69 535,0 3659 472,0 498,0
38 234,21 379,60 302,94 282,64 517,0 311,4 384,7 345,0
39 247,39 290,64 369,59 296,04 510,3 4436 512,2 486,4
40 250,57 276,47 315,89 305,76 430,2 401,1 360,6 556,8
41 320,13 245,22 373,93 293,34 343,9 352,6 364,3 632,1
42 288,08 244,80 340,15 274,90 43372 3848 450,0 585,5
43 296,80 290,94 260,83 258,84 4446 3844 386,9 566,4
44 250,55 278,99 281,53 248,66 4837 3739 476,1 566,4
45 345,22 247,35 266,46 285,11 481,3 334,7 375,0 678,0
46 254,27 246,37 254,00 280,85 3726 336,9 414.4 6433
47 242,75 235,78 265,53 288,54 3794 612,1 336,9 6133
48 339,97 229,97 261,26 278,99 401,0 536,8 4277 695,2
49 346,30 224,18 317,61 297,00 459,0 600,6 3245 600,5
50 208,71 240,07 271,48 316,47 576,6 461,2 4205 682,9
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Quadro 83A, Cont.

Comprimento do Vilo (mm)

Ratos Coelhos
n Controle 10°UFC/ 108UFC/  108UFC/ Controle 10°UFC/ 10'UFC  10°UFC/
mL mL mL mL /mL mL
51 305,76 243,62 294,78 305,76 4419 546,1 4145 515,8
52 289,20 264,27 301,92 282,42 3481 499,3 3229 693,9
53 258,31 283,31 299,58 292,26 549,5 266,7 3822 6448
54 329,13 267,92 306,95 226,79 4246 41372 590,8 603,1
55 311,13 288,04 324,71 235,64 305,6 4202 647,2 580,0
56 289,27 302,49 339,01 220,99 390,9 386,4 508,1 5757
57 288,77 299,00 305,01 233,23 3497 4287 508,7 590,4
58 321,43 266,88 291,21 303,81 401,7 399,8 530,1 5785
59 254,83 344,92 293,11 291,16 463,1 315,3 529,8 520,7
60 109,75 272,46 332,60 283,38 3976 3788 629,6 582,3
61 119,78 246,72 294,66 286,11 3888 5426 652,2 563,4
62 129,51 264,76 294,27 266,13 4289 497,2 633,2 517,1
63 137,41 381,52 280,62 222,66 501,5 614,1 521,5 510,1
64 226,49 271,91 308,24 267,83 4354 559,3 4264 6124
65 219,57 162,05 257,65 314,82 450,2 517,0 4827 5747
66 193,05 292,17 319,59 297,40 330,6 460,2 606,3 662,1
67 259,32 294,48 359,29 309,75 4457 471,0 49372 645,6
68 278,79 285,63 331,71 305,67 406,8 460,2 566,9 650,5
69 302,92 275,20 296,39 294,06 3137 469,1 4524 588,4
70 309,70 278,17 253,26 365,25 484.7 4393 394,0 650,5
71 311,90 259,81 270,74 318,17 538,7 528,5 609,0 588,4
72 332,26 300,46 209,54 293,58 4725 503,3 4722 580,8
73 256,10 299,94 220,54 315,50 426,3 306,5 506,0 574,4
74 278,58 274,35 231,17 301,65 4273 519,1 509,4 570,1
75 331,86 272,92 230,97 295,03 564,7 4389 505,1 586,2
76 264,41 296,66 239,98 280,63 505,3 4229 4276 4949
77 300,41 304,79 218,01 276,92 4129 4489 398,4 392,5
78 326,23 268,56 226,15 267,43 3434 528,9 633,1 5384
79 298,01 368,08 241,65 281,20 309,1 486,6 3189 4272
80 307,91 265,73 245,15 265,44 317,7 391,4 476,2 543,0
81 303,56 140,23 228,85 249,65 288,2 4974 469,7 4222
82 306,69 143,66 300,05 273,69 316,4 505,0 540,1 4285
83 122,76 237,80 335,32 269,53 3477 4369 532,1 4891
84 280,92 326,58 341,70 280,57 253,4 394,8 570,6 502,3
85 281,71 134,43 321,71 285,73 246,3 355,3 5229 504,2
86 262,71 266,18 274,32 228,92 341,3 407,5 4469 503,4
87 224,19 146,77 246,24 252,89 3234 3497 4522 645,2
88 225,98 250,64 241,60 273,94 306,2 4212 480,5 600,7
89 304,06 242,46 241,19 265,55 200,0 502,0 410,7 4842
90 266,40 168,45 221,80 253,73 1954 621,6 4936 522,2
o1 277,14 236,99 226,54 200,01 206,8 668,6 4141 408,2
92 254,05 255,42 359,17 235,32 254,1 642,8 4317 508,3
93 258,15 193,03 304,23 143,59 2872 5747 5436 518,9
94 241,62 169,07 350,59 241,44 265,9 553,1 465,1 4646
95 244,67 274,93 388,13 299,80 303,5 523,0 670,0 484,6
9 287,05 261,26 234,68 282,23 3035 457,0 5434 510,6
97 304,19 165,19 219,31 275,58 196,5 538,3 5438 4934
98 327,48 255,78 237,95 255,19 260,8 524,1 649,4 526,1
99 259,89 141,48 210,08 223,00 249,4 570,9 512,1 5714
100 261,35 130,42 376,80 253,19 2357 4889 488,0 520,9
101 268,53 352,63 366,61 237,93 354,8 546,1 503,6 5438
102 244,66 219,01 333,50 240,28 391,0 496,6 411,9 381,4
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Quadro 83A, Cont.

Comprimento do Vilo (mm)

Ratos Coelhos
n Controle 10°UFC/ 10%UFC/ 108UFC/ Controle 10°UFC/  107UFC 10°UFC/
mL mL mL mL /mL mL
103 278,74 235,45 349,47 165,88 3379 4214 504,0 4112
104 275,04 284,74 264,68 256,32 333,0 4540 4356 484,0
105 279,74 301,86 245,88 248,92 381,3 460,0 330,7 568,7
106 308,15 188,20 205,53 264,50 3137 4237 644,4 3428
107 310,73 199,04 263,63 227,22 259,6 517,4 637,9 4679
108 303,81 319,18 264,11 262,01 260,4 4459 5155 408,3
109 307,37 311,75 270,79 221,08 292,3 4543 519,9 549,0
110 307,97 299,57 234,95 239,61 275,1 4816 4918 584,2
111 288,75 319,68 220,56 183,11 4296 571,2 6275 501,4
112 286,49 312,53 243,69 221,05 465,8 553,3 567,0 4636
113 253,34 316,65 281,41 205,05 3793 456,5 5739 508,0
114 290,50 305,49 265,58 225,34 4345 401,4 4285 5122
115 283,54 34321 203,55 227,72 479,4 372,0 560,6 519,8
116 293,49 288,56 180,12 192,80 389,1 409,6 480,5 531,1
117 294,86 293,31 222,57 207,57 566,9 4259 590,9 545,1
118 289,16 280,24 185,79 176,80 557,7 362,6 4928 303,1
119 228,99 210,08 182,05 152,62 530,7 3815 536,4 276,6
120 181,44 293,53 159,33 221,13 3932 408,7 510,8 509,4
121 213,85 302,60 200,08 220,51 3796 4425 571,3 316,0
122 190,94 309,38 174,35 22337 491,2 399,9 567,1 4537
123 201,74 319,07 330,65 196,85 404,9 5488 4373 553,4
124 159,27 306,42 280,69 183,01 416,8 4778 3976 468,6
125 164,37 212,24 259,17 188,55 3835 498,7 348,0 529,5
126 140,24 315,81 194,67 270,96 3482 575,9 3416 4243
127 193,63 313,12 316,13 285,32 380,3 5324 512,6 5135
128 171,18 261,55 295,64 291,16 504,8 4451 4724 4526
129 183,03 258,04 279,98 300,97 406,0 398,3 544,9 527,8
130 232,16 257,12 206,08 296,02 498,6 4147 5757 501,7
131 186,96 286,54 156,04 288,60 4935 4977 3438 505,6
132 212,57 234,22 310,39 284,58 573,3 500,6 4539 546,3
133 200,32 246,85 234,43 291,04 596,1 5378 3788 4472
134 192,16 261,03 253,19 294,96 4587 3337 308,3 440,2
135 155,77 241,55 240,90 309,18 450,6 4539 4432 4688
136 171,19 255,84 238,62 309,90 436,4 518,1 376,0 402,6
137 245,69 120,51 247,49 281,62 580,0 3985 450,5 4276
138 31342 292,61 266,55 327,57 4956 4885 3854 4144
139 267,81 290,55 255,35 310,41 591,3 5338 289,3 527,7
140 237,45 173,15 215,83 314,15 553,7 4384 4672 503,6
141 249,18 246,40 277,07 335,16 530,7 500,7 4278 591,6
142 231,50 271,17 271,03 302,57 392,1 4734 410,3 593,1
143 259,07 229,14 369,71 311,02 603,5 4141 4412 516,1
144 316,17 287,46 276,31 312,34 5784 4848 370,0 505,8
145 279,98 270,03 361,15 389,13 557,9 381,3 3321 546,4
146 326,21 289,86 319,79 287,32 4875 359,7 450,0 4833
147 306,79 268,35 227,67 263,04 347,8 385,9 375,7 4971
148 324,98 119,33 236,46 278,50 3811 3943 4781 4836
149 246,30 289,45 223,92 211,14 456,7 3388 4587 540,5
150 244,85 269,18 265,08 255,98 525,6 3155 3743 451,3
151 291,43 336,57 254,64 220,57 510,5 282,6 391,9 4823
152 225,46 338,03 267,50 23342 4979 301,9 285,1 558,0
153 322,32 149,21 189,44 208,74 504,6 408,1 410,2 4271
154 308,70 188,04 251,16 298,90 4275 4255 706,8 555,0
Continua...
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Quadro 83A, Cont.

Comprimento do Vilo (mm)

Ratos Coelhos

n Controle 10°UFC/ 10%UFC/ 108UFC/ Controle 10°UFC/  107UFC 10°UFC/

mL mL mL mL /mL mL
155 313,50 366,76 246,66 338,02 567,8 4843 631,6 591,7
156 300,08 219,07 227,89 329,82 3478 462,3 602,5 594,2
157 303,75 297,42 280,90 248,49 552,8 431,1 670,8 7253
158 316,62 192,38 277,90 293,57 301,5 401,8 674,9 534,6
159 252,84 138,20 204,74 268,34 555,1 215,9 567,9 590,3
160 161,71 340,63 275,00 337,03 561,3 647,8 5442 501,4
X 242,49 255,07 277,53 284,50 421,23 433,07 488,48 531,28
DP 65,29 60,11 48,81 54,92 101,91 87,51 102,63 78,80
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Figura2A — Cromatograma de coel hos hipercol esterol émicos.
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Figura 3A — Cromatrograma de ratos normocol esterolémicos.
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Figura4A — Cromatrograma de ratos hipercol esterol émicos.
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