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RESUMO

Devido ao aumento na necessidade de uma vida saudavel, novas alternativas nao
farmacéuticas vém surgindo visando a prevencao e promoc¢do da saude da populagdo.
Neste sentido, grande énfase tem sido dada a descoberta de novos microrganismos com
atributos de probioticos que, no caso de Zymomonas mobilis, pode-se considerar a sua
capacidade antagonica contra microrganismos patogénicos, comprovada por estudos in
vitro. E de relevancia o seu estudo in vivo, a fim de observar possiveis efeitos em
parametros clinicos, hematologicos, bacterioldgicos e histoldégicos em ratos Wistar,
mantidos sob condi¢des convencionais. Aleatoriamente, os animais foram distribuidos
em dois grupos: tratado, aquele em que os animais foram submetidos a uma
concentragdo de Zymomonas mobilis na concentracdo de 10° UFC/mL/rato/dia; e
controle, que receberam dgua, ambos via gavagem, por um periodo de 30 dias. Por todo
o periodo experimental, foram monitorados a evolu¢do do ganho de peso, consumo de
racdo e caracteristicas gerais de saude dos animais. Para a avaliagdo dos parametros
hematologicos, foi coletado 10mL de sangue, via puncdo cardiaca, destinado a avaliagdo
leucocitaria total e diferencial. Quanto as analises microbioldgicas, foram coletados
100mg de fezes, necessarios a contagem de Escherichia coli e Enterococcus. Os
parametros hematologicos e bacterioldgicos foram realizados em dois momentos: antes
(TO) e apos a aplicacdo com a referida bactéria (T30), para ambos os grupos. Decorrido
o periodo de 30 dias, os animais foram sacrificados para a retirada de seu intestino,
figado e baco, a fim de serem avaliados histologicamente. Por fim, foi averiguada a
capacidade de haver translocacdo para o sangue das bactérias Zymomonas, E. coli e
Enterococcus. Os resultados demonstraram que a ingestdo de Zymomonas mobilis, apos
um periodo de 30 dias, ndo influenciou no ganho de peso dos animais; nao causou
alteracdo morfologica qualitativa entre os grupos experimental e controle, evidenciado
pelo estudo histolégico do figado, baco e intestino, ndo alterou a contagem total e
diferencial de leucdcitos e ndo promoveu translocagdo bacteriana para o sangue.
Entretanto, alteracdes foram observadas no comportamento da microbiota intestinal, que
evidenciou diferenga apenas para a contagem de Escherichia coli. Diante disso, pode-se
concluir que Zymomonas mobilis comportou-se como uma bactéria nao-patogénica e
ndo-toxica, podendo, pois, ser segura a0 consumo.

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, probidtico, ratos.



ABSTRACT

Due to the increaase need of health life, new no-pharmacologic alternatives is growing
up aiming the prevention of diseases and to benefit health in the World. In this way
greater emphasis, had been done to obtain new microorganisms with probiotic
attributes, which in Zymomonas mobilis may be regarding his antagonic capacity against
pathogenic microorganisms, comproved by ‘in vitro’ studies. The condition of ‘in vivo’
studies are very important to observe possible effects in clinic, haematologic,
bacteriologic and histologic parameters. Wistar rats were maintened under conventional
conditions, randomized in two distinct groups: 1 — treated — rats submitted to Z. mobilis
(10° UFC/mL/rat/day); 2 — treated rats receiving water (both for gavage), by 30 days.
During the experimental period the rats were weighted and general characteristics of
animal health. To evaluate the haematologic parameters , blood was collected (1 mL/
rat), by cardiac puncture , and determined total and differential leucocytes. Fecal
material (100mg) were collected to E. coli and Enterococcus analysis. The
haematological and bacteriological parameters were realized in two periods: before
microbial application (T0) and after application (T30), for both groups. After the 30
days period the animals were sacrified for extraction of intestine, liver and lien organs ,
for histological evaluation. The possibility of bacterial translocation (Zymomonas, E.
coli e Enterococcus) to animal blood was observed. The results demonstrated that
Zymomonas mobilis after period of 30 days did not influence the weight gain of
animals; did not cause qualitative morphological changes between control and
experimental groups, it was evidenced by histological study of liver, spleen and gut, it
did not promote bacterial translocation toward the blood and it did not promote
alterations in the total and differential leukocyte count. However, there were alterations
in the behavior of intestinal microbiota, which has been evidenced a difference in the E.
coli count. In this sense, it can be conclude that Zymomonas mobilis is an non-
pathogenic and non-toxic bacterium according to its behavior, therefore, it is secure for
consume.

Palavras-chave: Zymomonas mobilis, probiotic, rat.
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1. Introducao

As fungdes primarias do trato gastrintestinal eram simplesmente a de digerir
alimentos, absorver nutrientes e excretar produtos finais ndo aproveitados. Todavia,
atualmente tem sido considerado que o trato gastrintestinal realiza muitas outras func¢des
que sdo essenciais ao bem-estar do individuo, tendo a microbiota intestinal um papel

relevante (McNaught, MacFie, 2001).

A microbiota possui uma atividade metabolica global semelhante a de um
figado, podendo portanto ser considerada como um oOrgdo responsavel pelo
desenvolvimento de fungdes benéficas aos animais ¢ ao homem. A “protecdo ecologica’
(que impede a multiplicagdo de microrganismos patogénicos), a ‘imunomodulacao’ (que
permite resposta rapida e adequada do sistema imune a agressdes infecciosas) e a
‘contribui¢do nutricional’ (que regula a fisiologia digestiva e fornece vitaminas e
energia) sdo as principais fun¢des da microbiota do trato digestivo (Nicoli, Vieira,

2000).

Entretanto, em situacdes de estresse, as bactérias indesejaveis encontram um
ambiente propicio para se estabelecerem, levando a uma quebra da simbiose entre a
microbiota desejavel e o animal (Mulder, 1991), além de gerar um decréscimo da
eficiéncia alimentar e conseqlientemente na taxa de crescimento dos animais (Canalli et

al, 1996).

Como forma de reprimir estes microrganismos indesejaveis, aumentar a
eficiéncia de conversdao alimentar e promover o crescimento, extensivos usos de

antibidticos em animais de corte vem sendo visto. No entanto, esta medida tem gerado



um desequilibrio da flora intestinal (Pascual et al, 1999), ao desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, com o aparecimento de cepas resistentes (Dafwang, Bird, Sunde,

1984), e a alta toxicidade cronica (Dundas et al. apud Shu, Gill, 2002).

Mediante essas premissas e considerando o interesse cada vez mais crescente da
populacdo em ter uma vida saudédvel, novas alternativas ndo farmacéuticas vem
surgindo visando a prevengdo e promog¢do da saude (Tagg, Dierksen, 2003). Neste
sentido, grande énfase tem sido dada aos probidticos, que sdo microrganismos benéficos
a saude, capazes de restaurar a microbiota intestinal, promovendo o seu equilibrio

(Fuller, 1989), e podem ser bactérias, fungos ou leveduras (Hart, Stagg, Kamm, 2003).

Os organismos probioticos sdo classificados como GRAS — General Recognized
As Safe (Saxelin et al, 1996). Portanto, o status de GRAS de novos organismos isolados
sem nenhuma historia prévia deve ser cautelosamente assegurado por meio de estudos
seguros usando animais-alvo (Goldin, 1998), antes de serem oferecidos ao consumo

(Collins, Thornton, Sulivan, 1998; Huang, Kotula, Adams, 2003).

Em linhas gerais, os métodos que podem ser usados para assegurar a inocuidade
de uma cepa de probiotico devem incluir estudos sobre: a) as propriedades intrinsecas
da cepa; b) sua farmacocinética e c¢) as interagdes existentes entre a cepa € o hospedeiro
(Saarela et al., 2000). Analises de toxicidade de o6rgdos, por meio do estudo
histopatologico, funcdo imune e translocacdo bacteriana, sdo também usados com
freqliéncia em roedores na avaliagdo dos probioticos (Salminen et al., 1998; O’Brien et

al., 1999; Zhou et al., 2000).

Zymomonas mobilis, bactéria gram-negativa na forma de bastonetes curtos e

grossos, foi isolada primeiramente por Barker e Hillier em 1911, quando eles estudavam



a ‘doenca da sidra’. Eles acreditaram ser ela o microrganismo responsavel pelo ‘flavour’

de sidra estragada (Swings e De Ley, 1977).

A principal caracteristica bioquimica de Zymomonas esta na sua capacidade de
produzir etanol, além de sorbitol e levanas (Snoep et al, 1996). Entretanto, além de
apresentar essas alternativas em potencial para a industria, Zymomonas mobilis vem se

destacando também por suas diversas aplicagdes terapéuticas.

Foi verificado que a ingestdo de preparagdes liquidas de Zymomonas no
tratamento de certas infec¢des entéricas (Gomes, 1959; Gongalves de Lima et al, 1970)
e urogenitais (Wanick et al, 1970; Wanick e Silva, 1971; Souza e Souza, 1973)
promovia resultados promissores, além de possuir propriedades anti-tumorais (Calazans
et al, 2000). Foi demonstrada ainda, in vitro, a atividade antagonista de Zymomonas
mediante patdgenos como Escherichia coli e Salmonella enteritidis, por meio da

producdo de bacteriocinas (Lima, 2002).

Com base nesses dados, torna-se relevante o estudo in vivo para avaliar os
efeitos da ingestdo de Zymomonas mobilis sobre parametros clinicos, imunolédgicos e
bacteriologicos, bem como na promog¢do do crescimento, em ratos Wistar mantidos sob

condi¢des convencionais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Probioticos e promocao do crescimento

O estabelecimento de uma populagdo microbiana em animais de sangue quente
logo apds o nascimento ¢ inevitavel. A microbiota intestinal dos frangos de corte e
outros animais tem um papel importante na digestao e absorcao dos alimentos ingeridos,

exercendo, dessa forma, influéncia sobre a sua saude e producao (Canalli et al, 1996).

Os microrganismos intestinais também aumentam a necessidade de nutrientes
pelo hospedeiro, devido a um aumento na freqiiéncia de reposi¢do da mucosa, bem
como por competirem com o hospedeiro por uma parte da dieta (Milles et al 1989 apud
Canalli et al., 1996). Ainda, conforme Walton (1990), citado por Zuanon et al. (1998), a
atividade bacteriana intestinal acarreta diminui¢do no desempenho animal, pela
produgdo de substancias toxicas, o que determina o espessamento da parede intestinal e
causa menor utilizagdo de nutrientes. E por fim, em situagdes de estresse, as bactérias
indesejaveis tém a oportunidade de prevalecer, o que leva a um decréscimo nas taxas de

crescimento e producao animal (Canalli et al, 1996).

Hé4 poucas décadas, o método mais comumente utilizado para reprimir os
microrganismos indesejaveis era o tratamento com agentes antibacterianos, com o
objetivo também de promover o crescimento (Pollmann, Danielson, Peo, 1980). Os
promotores de crescimento, segundo Zuanon et al (1998), adicionados as ra¢des, agem
diminuindo a populacdo de patéogenos, bem como a producdo de toxinas por
microrganismos indesejaveis, além de suprimir o nimero de células inflamatérias em

decorréncia de uma resposta imunoldgica menos intensa.
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Entre as substancias mais empregadas como promotoras de crescimento estao os
antibioticos, que representam um grupo de compostos com estrutura quimica
heterogénea e com propriedades fisico-quimicas e espectro de acao diferentes, tendo

como unico ponto comum a capacidade antimicrobiana (Jong et al., 1985).

Contudo, o uso indiscriminado de antibidticos pela medicina veterinaria e
humana (Mattila-Sandholm, Matto, Saarela, 1999), vem gerando questionamentos
acerca dos possiveis perigos aos humanos, via cadeia alimentar, a citar: 1) reagdes
alérgicas aos antimicrobianos; 2) residuos de drogas nos alimentos e 3) aumento da
resisténcia a droga (Wilson apud Al-Ankari, Homeida, 1996). Além disso, vem sendo
verificado que alguns antibidticos (ex. oxytetraciclina e sulfamidina) podem ainda

causar efeito imunossupressor (Al- Ankari, Homeida, 1996).

A microbiota intestinal ¢ composta por centenas de espécies bacterianas, as
quais sdo conhecidas por possuirem determinantes de resisténcia. Tem sido especulado
que a microbiota poderia funcionar como um reservatdrio de genes resistentes a
antibidticos, sendo tal resisténcia transferida ndo somente entre os membros da flora
residente, mas também por bactérias da flora transitéria (Salyers, Shoemaker, 1996;

Mattila-Sandholm, Matto, Saarela, 1999; Noble, Virani, Cree, 1992).

Nos EUA, sdo estimados de 2-4 milhdes de casos anuais de salmonelose.
Salmonella ¢ largamente distribuida em frangos e porcos. Uma gama de produtos
alimenticios tem sido implicada em surtos de salmonelose incluindo ovos, frangos,
carnes, queijos € numerosos outros produtos de origem animal. E o mais desconcertante
¢ que o nivel de resisténcia a antibidticos € extremamente alto em animais de corte.
Dados recentes indicam que, enquanto 3 milhdes de antibidticos sdo consumidos pelos

humanos, 24.6 milhdes sdao destinados aos animais, em niveis subterapéuticos, com o

12



objetivo de promover o crescimento (Mellon, Benbrook, Benbrook, 2001 apud White et
al, 2001). E isso vem fazendo com que anualmente venha aumentando os fracassos no
tratamento de diversas infec¢des, devido a multipla resisténcia aos antibioticos (Van der

Waaij, Nord, 2000).

Além dos antibioticos, dieta e estresse também tém sido identificados como
fatores capazes de afetar a saude do animal, bem como sua performance de crescimento
(Bernadeau, Vernoux, Gueguen, 2002). Diante dessas premissas, o uso de probioticos
como uma possivel alternativa aos antibioticos tem recebido renovado interesse nas

areas clinica e veterinaria (Michelan et al., 2002).

A definicdo mais comumente utilizada para probidtico é “um suplemento
alimentar microbiano vivo que beneficamente afeta o animal hospedeiro por promover
um balanco microbiano intestinal”. Tal defini¢do tem sido desde entdo estendida a
sade humana como “microrganismos nao patogénicos que, quando ingeridos, exercem
uma influéncia positiva sobre a satde ou a fisiologia do hospedeiro” (Marteau et al.,

2001).

Os probidticos podem ser bactérias — mais comumente as produtoras de acido
latico, como os lactobacilos, bifidobactérias e estreptococus — ou fungos, como

Saccharomyces boulardi (Hart, Stagg, Kamm, 2003).

A base tedrica para a selegao de um probiotico inclui propriedades de seguranca,
funcionais e tecnoldgicas. No que se refere a seguranca, as cepas de probidticos para
uso em humanos devem preferencialmente ser da mesma origem e nao podem causar
patogenicidade e/ou toxicidade. Quanto aos aspectos funcionais, elas devem ser

resistentes ao suco gastrico, aderentes a superficie da mucosa intestinal, possuir

13



atividade antagonista contra patogenos, bem como propriedades antimutagé€nicas e
anticarcinogénicas. Considerando o fator tecnoldgico, sdo relevantes as seguintes
caracteristicas: bons atributos sensoriais, viabilidade durante o processamento, além de
estabilidade no produto durante a estocagem (Saarela et al., 2000). Entretanto, segundo
Ouwehand et al, (1999), um microrganismo para ser considerado probidtico ndo

necessariamente precisa atender a todos esses critérios.

Para se alcancar a maior parte desses efeitos, os probidticos agem por exclusao
competitiva, aderindo a sitios especificos localizados no epitélio intestinal diminuindo,
dessa maneira, a colonizagdo por microrganismos patogénicos (Jin et al., 1997), como
também essa adesdo prové uma interacdo com a superficie da mucosa, promovendo o
contato com o tecido linféide associado ao intestino, mediando efeitos imunes

sist€micos ¢ locais (Saarela et al., 2000).

Muito embora a implantagdo de cepas de probioticos a superficie da mucosa e a
subseqiiente coloniza¢do no trato gastrintestinal tenha sido sugerido ser um dos pré-
requisitos para a a¢do do probidtico (Gismondo, Drago, Lombardi, 1999), Hargrove e
Alford (1978), verificaram que os microrganismos Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, mesmo quando ausentes no intestino, promoveram
resposta positiva ao crescimento. Por outro lado, Lactobacillus acidophilus foi

implantado e nenhum efeito significante sobre o crescimento foi observado.

Os mecanismos por completo ndo estdo totalmente esclarecidos, entretanto,
mediante algumas pesquisas ja realizadas, pode-se levantar algumas formas de atuagao

dos probidticos (Jin et al., 1997):
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e No intestino, eles realizam uma rapida metabolizagdo de substratos (agucares,
vitaminas, aminodcidos, proteinas), tornando-os indisponiveis aos patdégenos e,
por conseqiiéncia, impedindo a proliferacdo destes;

e Através da producdo de 4cidos organicos, provoca uma reducdo no pH intestinal,
tornando o meio impréprio para a multiplicacao de agentes patogénicos;

e Secretam proteinas (bacteriocinas) que tém uma acdo inibitdria ou destrutiva
contra uma cepa especifica de bactéria;

e Reduzem a atividade enzimatica bacteriana (Gorbach, 2000).

Os acidos organicos incluem o latico e o acético, que juntamente com perdxido
de hidrogénio e didxido de carbono, representam as substancias antimicrobianas mais
largamente produzidas pelos probidticos. Se estes organismos forem metabolicamente
ativos durante a passagem pelo trato intestinal, algumas dessas substancias serdo
produzidas. As indicacdes disto vém de estudos que demonstram que o consumo de
cepas de probiodticos reduzem o pH fecal, indicando, pois, a produgcdo de &acidos
organicos. A produ¢do de outras substancias antimicrobianas como diacetil, acido
piroglutamico e especialmente bacteriocinas, ndo tem sido relatada sob condigdes in

vivo (Ouwehand et al., 1999).
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2.2. Func¢des metabdlicas, troficas e protetoras da microbiota intestinal

H4 um século, foi sugerido que os microrganismos possuiam também a
capacidade de prevenir e tratar doencgas, além de suas fun¢des milenares na fermentagao
de alimentos e bebidas. Entretanto, somente h4 algumas décadas que se tem dirigido
atencdo especial a microbiota intestinal, por suas fungdes colonicas que afetam a

nutri¢do e a saide animal e humana.

Muitos fatores afetam a composi¢do da microbiota, incluindo a idade,
susceptibilidade a infec¢des, requerimentos nutricionais e estado imunolégico do
hospedeiro, como também o pH, tempo de transito, interacdo entre os componentes da
flora e a presenca e disponibilidade de material fermentdvel na luz intestinal (Collins,

Gibson, 1999).

Em diferentes regides do trato gastrintestinal estdo presentes grupos especificos
de microrganismos, que sdo capazes de produzir uma grande variedade de compostos
que tém diversos efeitos na fisiologia intestinal, assim como outras influéncias
sistémicas, bem como produzir enzimas que podem atuar metabolicamente no intestino,
na conversdo de substancias em compostos que podem ser benéficos ou nocivos ao

hospedeiro (Mitsuoca,1992).

O estdmago e o intestino delgado contém poucas espécies bacterianas aderentes
ao epitélio e algumas outras no transito. A escassez de bactérias no intestino delgado se
deve a composi¢ao do meio luminal (acido, bile, secrecao pancreatica), que destroi a
maior parte dos microrganismos ingeridos, além ainda da atividade motora propulsiva a
partir do segmento final do ileo, impedindo a colonizagao de bactérias no limen. Do

contrario, o intestino grosso contém um ecossistema microbiano complexo e dinamico
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com altas densidades de populagdes microbianas, alcangando concentragdes de 10'-

10'? células/ g de contetido luminal (Simon, Gorbach, 1984).

Os microrganismos residentes no célon proximal estio em contato com
nutrientes dietéticos em abundancia e crescem a uma taxa rapida, causando um
decréscimo no pH como resultado de uma intensa produgdo de acidos graxos de cadeia
curta. No lado esquerdo, o colon distal, contudo, a disponibilidade de substrato ¢ baixa,
as bactérias crescem em nivel mais lento e o pH se aproxima mais da neutralidade
(Cummings et al., 1987). Logo, ¢ verificado um alto grau de heterogeneidade dentro

deste ecossistema.

A microflora do intestino grosso ¢ adquirida ao nascer. Inicialmente, anaerobios
facultativos s@o os dominantes. A flora fecal de recém-nascidos amamentados ao peito €
dominada por bifidobactérias. Do contrario, além destas, ha a presenca de bacteroides,
clostridio e estreptococos, todos sendo prevalentes. Apds o desmame, a configuracio da

microflora se assemelha a de um adulto (Ducluzeau, 1993 apud Salminen et al, 1998).

Pesquisas com animais ‘germ-free’ (isento de germes) tém oferecido importantes
informagdes acerca dos efeitos da populacdo microbiana intestinal sobre o hospedeiro.
A partir desses estudos, pode-se sugerir que a microbiota tem importantes e especificas

fungdes metabolicas, troficas e protetoras.

Como fungdes metabdlicas, pode-se dizer que embora esteja envolvida na
sintese de vitaminas, especialmente B ¢ K (Mitsuoca 1992), o principal papel da
microflora intestinal ¢ aproveitar a energia de carboidratos ndo digeridos pelo intestino,
por meio da fermentacdo. Os maiores substratos para a fermentagdo sdo os carboidratos

dietéticos que nao sofreram o processo de digestdo e absor¢ao. Estes incluem celuloses,
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pectinas, gomas e oligassacarideos nao digeriveis. O produto metabolico final ¢ a
geracao de acidos graxos de cadeia curta (Guarner, Malagelada, 2003). Proteinas e
aminoacidos podem também ser efetivos como substratos para o crescimento de
bactérias colonicas. Esses incluem elastina, colageno e albumina, bem como proteinas
oriundas da lise de outras bactérias (Cummings et al., 1997). Muito embora o
metabolismo anaerobio de peptideos e proteinas (putrefagdo) pela microflora também
produzam &cidos graxos de cadeia curta, paralelamente sdo geradas uma serie de
substancias, potencialmente toxicas, incluindo amoénia, aminas, fendis, inddis e tidis

(Smith, Macfarlane, 1996).

H4 mais de um século, foi sugerido por Metchnikoff que algumas bactérias
intestinais sdo benéficas a satde, enquanto outras podem ser prejudiciais. Efeitos
patogénicos incluem diarréia, infecgdes, carcinogénese e putrefacdo intestinal; como
benéficos, podemos citar a inibi¢ao do crescimento de bactérias patogenas, estimulacao
da fun¢do imune, reducao dos problemas de distensdo intestinal (flatuléncias), aumento
da digestibilidade e da absor¢do de nutrientes essenciais, sintese de vitaminas (Gibson,
Roberfroid, 1995), produgao de acidos organicos que podem ser utilizados pelo corpo
como fonte de energia, e ainda exercem, no intestino, o papel modulador no sistema

imune, que discrimina entre bactérias invasoras das nao-hostis (Abott, 2004).

Bactérias benéficas correspondem principalmente as bifidobactérias e
lactobacilos. Sua predominancia nas fezes de recém-nascidos faz-nos pensar que prové
protecdo contra infeccdo. Em adultos, elas podem ser as principais espécies
responsaveis pela fungdo barreira e pela estimulacdo da fungdo imune em individuos
saudaveis. Além disso, as bactérias agem em simbiose com o hospedeiro por meio da

fermentagdo (Salminen et al., 1998).
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Contudo, em virtude de algumas bactérias que vivem no colon serem maléficas
ao organismo, a colonizacdo microbiana do intestino por bactérias benéficas
(probidticos) tem um importante papel na manutencdo da satde (Kopp-Hololihan,
2001). Probidticos sdo produtos bioldgicos atrativos que produzem efeitos benéficos a
saude humana. Todavia, seus mecanismos de acdo nao estdo totalmente esclarecidos,
havendo ainda muita discussdo sobre a relagdo dose/efeito, posologia e resisténcia

antimicrobiana (Gismondo, Drago, Lombardi, 1999).

A microflora colonica, portanto, ¢ um complexo ecossistema de microrganismos
e suas funcdes sdo uma conseqiiéncia de atividades combinadas dos componentes
microbianos. Sua manipulagdo, por conseguinte, oferece o potencial para prover

beneficios a satde, por meio de uma variedade de mecanismos.

2.3. Relagdes entre a microbiota intestinal, histologia do intestino e sistema imune

As interagdes entre a flora comensal gastrintestinal e o hospedeiro tomam lugar
ao longo das superficies mucosas. A mucosa gastrintestinal compreende uma area muito
extensa dentro do organismo, com uma simples camada de células epiteliais separando

os conteudos do limen intestinal do meio interno (Shanahan, 2002).

As superficies mucosas do organismo sdo sitios por meio dos quais ocorrem
trocas de nutrientes e gases essenciais para a sobrevivéncia (Clare, Huett, Doughan,
2002). Como conseqiiéncia dessa demanda fisioldgica e a exposi¢ao ao ambiente,

células eucaridticas associadas a essas mucosas estao sempre vulneraveis ao ataque por

microrganismos patogénicos. Estes tém desenvolvido mecanismos para atacar e invadir
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as superficies mucosas, enquanto o sistema imune, por sua vez, trabalha para conter
essas ameacgas constantes (Czerkinsky et al., 1999), contando com componentes inatos e

adaptativos (Kagnoff, Eckmann, 1997).

Por representar um portal de entrada aos patdogenos, a mucosa intestinal constitui
o principal sitio de iniciagdo dos processos infecciosos (Blum et al., 1999). Os
mecanismos de defesa do hospedeiro, em nivel intestinal, compreendem sistemas que
envolvem a microflora enddgena e respostas imunes inatas e adaptativas (Vaughan,

Mollet, de Vos, 1999).

As respostas imunes inatas representam a primeira linha de defesa contra
microrganismos patogénicos. Bactérias residentes entéricas podem ser consideradas
como componentes da imunidade inata. Um ecossistema saudavel pode prevenir o
estabelecimento de microrganismos oportunistas, por meio da competicdo por
nutrientes, repressdo direta pela produg¢do de bacteriocinas, interferéncia com sinais

imunes etc (Neish, 2002; Lu, Waker, 2001).

Compreendendo a imunidade inata estdo as barreiras fisicas, células fagocitarias
(ex. macrofagos), eosinofilos, uma classe de linfocitos chamados de células matadoras
naturais (Natural Killer — NK) e varias moléculas originadas no sangue. Essas células
possuem a capacidade de reconhecer microrganismos patogénicos, bem como moléculas
(lipopolissacarideo, peptideoglicano) por meio de seus receptores especificos. Células
fagociticas tém um papel central na doenga contra as infec¢des microbianas, enquanto

as c¢lulas NK agem na defesa contra infecgdes virais e cancer (Gill, 2003).

No que se refere a resposta imune especifica, as células B e T do hospedeiro

localizam-se em sitios indutores para o desenvolvimento da imunidade da mucosa —
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placas de Peyer, foliculos linféides — e sitios efetores no intestino — lamina prépria,
leucocitos intra-epiteliais (Jiang et al., 2004). As células B correspondem a imunidade
humoral (producao de anticorpos) e as células T representam a imunidade mediada por

células (linfocitos T).

A linfoproliferagdo ¢ comumente examinada quando se deseja analisar a eficicia
de uma terapia imunossupressora ou imunoestimulante, quando se testam substancias
quimicas para averiguar seu potencial imunotdxico ou quando se monitoram falhas

imunolégicas ou congénitas (Kirjavainen et al., 1999).

Antes da evolucdo dos vertebrados, a defesa do hospedeiro contra invasores
estranhos era, em grande parte, mediada pelos mecanismos da imunidade natural. A
imunidade especifica, consistindo de linfocitos e seus produtos secretados, os
anticorpos, apareceu nos vertebrados. Todavia, a fim de executar sua funcdo de
defender o hospedeiro por eliminagdo de antigenos estranhos, tanto os linfocitos quanto
os anticorpos precisam da participacdo dos fagdcitos e do complemento, que constituem
a imunidade natural. Tem sido proposto, inclusive, que o sistema imune inato vem
sendo preservado ao longo da evolugdo ndo apenas para controlar as infec¢des, mas,
sobretudo para alertar a imunidade adaptativa contra a presenca de patdogenos

(Medzhitov, Preston-Hulburt, Jeneway Jr, 1997).

Como forma de otimizar as respostas imunes especificas, a maioria dos
linfocitos, fagocitos mononucleares e outras células acessorias estdo localizadas em
tecidos ou oOrgdos, que também sdao os locais para onde os antigenos vao ser
transportados e concentrados. Os tecidos linféides podem ser classificados em dois
grupos: 6rgaos centrais (medula 6ssea e timo) e 6rgdos periféricos (linfonodos, bago,

tecidos linfoides associados as mucosas e o sistema imune cutaneo) (Calich, Vaz, 2001).
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A resposta imune das mucosas ¢ provavelmente o mecanismo mais elucidado de
defesa contra enteropatdogenos. Os sitios indutores tomam lugar nos agregados linfoides,
que sdo cobertos por um epitélio especializado que contém células M, as quais tém a
capacidade de se ligar e transportar antigenos, para posterior apresentacdo aos linfocitos
(Neutra, Frey, Kraechenbuhl, 1996). Os linfocitos, por sua vez, estdo agregados em
foliculos que contém compartimentos de células B e T, representando os mediadores

das respostas humoral e celular, respectivamente (Blum et al., 1999).

A imunidade humoral ¢ o principal mecanismo de defesa contra microbios
extracelulares e suas toxinas secretadas, visto que os anticorpos podem se ligar a eles e
auxiliar na sua destruicdo. Ao contrario, microbios intracelulares obrigatérios, como os
virus e algumas bactérias, proliferam no interior das células do hospedeiro, tornando
inacessivel o acesso dos anticorpos circulantes. A defesa contra tais infec¢des deve-se a
imunidade celular, que funciona induzindo e promovendo a destrui¢ao intracelular dos

microrganismos ou a lise das células infectadas (Calich, Vaz, 2001).

Uma caracteristica marcante dos mecanismos protetores da mucosa intestinal ¢ a
capacidade de discriminar entre elementos luminais nao-patogénicos (alimentos,

bactérias comensais) e antigenos derivados de enteropatogenos (Blum et al., 1999).

Esta relacdo entre o sistema imune e a microflora do hospedeiro existe numa
relacdo de mutua dependéncia, representando um desafio constante para o sistema
imune. Por um lado, o hospedeiro precisa evitar uma resposta agressiva a esta
populacdo microbiana (tolerancia imunoldgica), o que poderia levar a eliminacdo de
organismos benéficos, podendo resultar certamente em inflamagdo e extensivos danos
aos tecidos (Sartor, Rath, Sellon, 1996). Por outro lado, precisa ser mantida a

capacidade de limitar a propagacdo de bactérias do lumen em direcdo aos tecidos
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(translocagdo bacteriana), além de manter uma resposta imune eficaz aos patogenos
intestinais (Klapproth et al., 1995; Garside, Mel, Khoruts, 1999). Neste sentido, o
sistema imune da mucosa comporta-se como um 6rgao sensorial, detectando o perigo
dentro de seu proprio microambiente, por meio de receptores (que reconhecem
moléculas especificas de microrganismos como DNA, lipopolissacarideo e flagelos)
(Aizapurua, Russel-Jones, 1988), capazes ndo s6 de detectar, mas, sobretudo de

memorizar informacdes (Shanahan, 2002).

A imunomodulag¢do pela administracdo oral de microrganismos, particularmente
por aqueles considerados como probidticos, tem recebido renovado interesse.
Probidticos tém sido relatados como sendo capazes de modular favoravelmente tanto a

imunidade adquirida quanto a inata (Dugas et al, 1999).

Foi o que observaram Nicoli e Vieira (2000), ao realizar estudos com
camundongos ‘germ-free’, apds a administragdo com os probidticos Lactobacillus
acidophillus e Saccharomyces boulardi. Foi verificado que os animais que receberam os
probidticos combateram com mais eficiéncia a septicemia induzida por uma cepa
patogénica de Escherichia coli, do que animais ndo-tratados com probioticos. Essa
resisténcia ¢ provocada pela ativagdo da imunidade inata, isto ¢, a reacdo do sistema
imune nos primeiros dias ap6s a infec¢do, antes que anticorpos € outros mecanismos de
resisténcia especificos para o microrganismo invasor fossem ativados. Assim, nos
animais tratados com probidticos, a atividade dos macréfagos (células brancas de defesa
capazes de realizar a fagocitose) era maior do que nos animais ndo-tratados, fazendo
com que E. coli fosse eliminada mais rapidamente. Isso pode ser comprovado pelo fato

de animais ‘germ-free’ terem baixas densidades de células linféides na mucosa, serem
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pequenas as suas estruturas de foliculos especializados e as concentracdes de

imunoglobulinas no sangue serem baixas (Tannock, 2001).

2.4. Zymomonas mobilis: caracteristicas bioquimicas, ecoldgicas e terapéuticas

Zymomonas mobilis ¢ uma bactéria Gram-negativa, apresenta-se na forma de
bastonete curto e grosso, com extremidades arredondadas, e cresce em faixas de pH que
variam entre 3,4 a 7,5, apresentando temperatura 6tima de crescimento entre 25° C e 30°

C (Viikari, Gisler, 1986).

O primeiro isolamento de Zymomonas mobilis registrado na literatura foi
realizado por Barker e Hillier, em 1911, quando ambos estudavam a ‘doenca da sidra’.
Por falta de um binomio latino para a bactéria, a descri¢ao desses pesquisadores nao foi
validada. Uma década apos, Lindner isolou, no México, da seiva fermentada do agave
(producdo do pulque), uma bactéria semelhante a de Barker e Hillier, e a descreveu
como Thermobacterium mobili. Até que Kluyver e Hoppenbrouwers, em 1931,
estudaram a fermentacdo alcodlica produzida por Thermobacterium mobili e a
denominaram de Pseudomonas lindneri. Em 1936, Kluyver e Van Niel criaram o género
Zymomonas € denominaram a bactéria descoberta por Lindner de Zymomonas mobilis

(Falcao de Morais, 1982).

A principal caracteristica bioquimica de Zymomonas mobilis ¢ a sua capacidade
de produzir etanol, mas também se destaca na produgdo de sorbitol e levana (Swings &
De Ley, 1977). Levanas sdo polissacarideos formados a partir de sacarose ou rafinose.

O metabolismo da sacarose parece ser induzido e, a partir deste dissacarideo, além de
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etanol e dioxido de carbono, também ¢ produzida a levana, polimerizada a partir da
frutose. Células que estejam ou ndo em crescimento, assim como o caldo fermentado
isento de células, produzem levana, pela agdo de uma invertase que seria a0 mesmo
tempo responsavel pela polimerizagdo da frutose, denominada de levanassacarase

(Doelle et al., 1993).

Testes farmacoldgicos realizados por Calazans (1997) revelaram a ocorréncia de
acdo anti-tumoral e imunomoduladora por parte desses polimeros de frutose (levanas) e

que o percentual de inibi¢do tumoral depende do peso molecular da levana aplicada.

Frutooligossacarideos e levanas podem ser produzidos por Zymomonas mobilis
em meio rico em sacarose; conseqiientemente, podem ser formados como subprodutos
em destilarias que utilizam a sacarose como matéria-prima. E bem provavel que ambos,
frutooligossacarideos e levanas, serdo componentes de alimentos funcionais por
estimular bactérias probidticas, além de agir como agentes redutores do colesterol

sangiiineo (Bekers et al., 2002).

Do ponto de vista nutricional, Zymomonas mobilis sdo organismos pouco
exigentes, crescem em meios contendo glicose e extrato de levedura apenas (1 a 2g/L).
Apesar disso, ndo sdo microrganismos faceis de serem isolados, pois sempre se
encontram ao lado das leveduras e de outros organismos sacaréfilos comuns, como

Lactobacillus, Acetobacter, Gluconobacter etc (Falcao de Morais et al, 1982).

Caracterizar Zymomonas mobilis como um agente terapéutico deve-se, em
grande parte, a sua atividade antagdnica, cujas propriedades fermentativas sao similares
aos fungos alcoolicos. Foi entdo sugerido que Zymomonas mobilis era um

microrganismo correspondente aos agentes de fermentacao latica, capazes de modificar
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a populacdo microbiana intestinal, inibindo o desenvolvimento da flora putrefativa

(Gongalves de Lima, Schumacher, Aragjo, 1972).

Falcao de Morais (1982) cita que estirpes de Zymomonas mobilis t€m sido
encontradas em ambientes acucarados os mais diversos, tais como vinhos de maca e de
péra, na Europa; seiva do agave fermentado (pulque), no México; cerveja deteriorada,
nas ilhas britanicas; seivas de palmas diversas, na Africa, Asia e Américas; e caldo de
cana fermentado, no Brasil. Nessas fermentacdes, Zymomonas mobilis se encontra ao
lado de leveduras e bactérias como Acetobacter, Lactobacillus, Leuconostoc, o que

dificulta bastante o seu isolamento em cultura pura.

Com um Unico relato na literatura cientifica, que constitui o isolamento de
Zymomonas mobilis da bebida fermentada derivada do agave (aguamiel), Lindner em
1926 faz alusdo as inter-relagdes entre a microflora, com predominancia de fungos,
causada pela acidificagdo artificial do meio com d&cido tartdrico, competindo com
Zymomonas mobilis, que ndo tolera a concorréncia de alguns agentes existentes nessas
populacdes microbianas (Gongalves de Lima, Schumacher, Aradjo, 1972). Lindner
afirmava que a fermentagdo ¢ o meio mais simples de combater a putrefacdo. Logo, a
descoberta de um microrganismo que produz uma fermentagdo tdo potente, leva a
sugerir 0 seu emprego na pratica clinica, especialmente em supuragdes e infeccdes

intestinais (Gongalves de Lima, Schumacher, Aratjo, 1972).

Com a finalidade de observar o comportamento de Zymomonas mobilis var.
recifensis frente a pacientes que apresentam infec¢des genitais, foi realizado um estudo
por Wanick e Silva (1971), que utilizaram duas formas de aplicacdo de Zymomonas

mobilis: liquida ou sob a forma de geléia. Foi verificado que o tempo médio de cura foi
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mais curto nos pacientes submetidos a aplicacdo com geléia (12 dias), por haver maior

reten¢do in loco, do que o tratamento sob a forma liquida (15 dias).

O efeito antagdnico de Zymomonas mobilis sobre Escherichia coli. Haemophilus
vaginalis, Neisseria gonorrheae, Trichomonas mobilis e Staphylococcus aureus foi
mostrado por Souza e Souza (1973), ao inocularem em pacientes portadores de colpite e
vulvovaginite tampdes vaginais impregnados de Zymomonas mobilis sob a forma de
geléia. Os tampdes eram substituidos a cada 24 h e em media a duracdo do tratamento
foi de 6-10 dias, com obten¢do de resultados significativos, a citar a recuperagdo da

coloracdo normal da mucosa vaginal e o desaparecimento dos sintomas clinicos.

Lopes et al. (1980) avaliaram os efeitos obtidos ao empregar Zymomonas
mobilis var. recifensis em pacientes com enterocolite bacteriana, apos ingestdo de 150
mL e 300 mL, divididos em trés respectivas doses diarias de 50 mL e 100 mL, por um
periodo de 10 dias. Foram feitas coproculturas antes e depois do tratamento. Mediante
os resultados, foi observado uma melhora na sintomatologia durante o tratamento e

erradicacdo da bactéria.

Santos (2002), objetivando esclarecer um dos possiveis mecanismos de agdo de
Zymomonas mobilis, realizou um estudo a fim de verificar seu efeito imunoestimulante,
por meio da producdo de citocinas humanas ‘in vitro’. Foi verificado que a cultura de
Zymomonas mobilis na concentragdo de 10° UFC / mL foi mais efetiva na promogio de
efeitos imunoestimulantes, do que quando administrados levana ou o filtrado de células,

levando a sugerir a necessidade de viabilidade celular para a observagao desses efeitos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da ingestdio de Zymomonas mobilis sobre parametros

hematolédgicos, histopatoldgicos e microbioldgicos em ratos.

3.2. Objetivos especificos

=  Monitorar o consumo de ragdo e a evolucao ponderal dos ratos;

= Avaliar os leucoécitos totais e diferenciais;

= Verificar a histopatologia do figado, bago e intestino;

= Averiguar a ocorréncia de translocacdo bacteriana;

= Analisar o comportamento da microbiota intestinal, quanto a contagem de

Escherichia coli e Enterococcus.
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4. Material e Métodos

4.1. Microrganismo

Foi utilizada a linhagem de Zymomonas mobilis CP4 (DAUFPE 202), isolada de
caldo de cana fermentado (Gongalves de Lima et al., 1970). Esta linhagem ¢ pertencente

a colecdo do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco.

4.1.1. Meios de Cultivo

4.1.1.1. Conservacao

A linhagem de Zymomonas mobilis foi conservada em meio Standard de Swings
& De Ley (SSDL), com a seguinte composicdo em g/L: glicose 20,0; extrato de
levedura 5,0 agar 15g. O pH antes da autoclavagem foi ajustado para 6.5 (Swings e De

Ley, 1977).

4.1.1.2. Fermentacio

As fermentagdes foram realizadas em Erlenmeyers de 500mL, contendo 100mL
de meio de produgdo (SSDL), utilizando-se como in6culo 10% do cultivo crescido a
30°C, por 24 horas (Lima, 2002). Incubava-se a mesma temperatura por um periodo de

48 h para proporcionar o processo fermentativo.

4.1.1.3. Manutenc¢ao

Zymomonas mobilis foi repicada a cada dois meses para tubos contendo meio de
cultura SSDL. Os cultivos foram incubados a 30°C por 48 horas, sendo apds a linhagem

estocada sob refrigeracdo (aproximadamente 4°C).
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4.1.2. Contagem de células viaveis do fermentado de Zymomonas mobilis

Foi realizada por meio de semeadura em meio s6lido Schreder, com a seguinte
composi¢ao em g/L: MgS04.7H,0 0,5; (NH4)SO4 1,0; KoHPO4 1,0; extrato de levedura
1,0; sacarose 20; agar 15-20 g. Antes, contudo, foram realizadas as diluigdes sucessivas,

conforme Figura 1.

Dilui¢oes com SF (0,9%)

fermentado (0,9mL por tubo)

De cada dilui¢do, foram retirados 100ul
para as respectivas placas de Petri,
contendo 10 mL de meio Schreder. A
técnica utilizada foi pour plate.

Figura 1 - Contagem de cé€lulas viaveis do fermentado de Zymomonas mobilis

4.2. Animais

Foram utilizados ratos albinos, de ambos os sexos, da linhagem Wistar (Rattus

novergicus, variedade albinus), com 5 semanas de idade, desmamados aos 21 dias,
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provenientes do Biotério de Criagcdo do Departamento de Antibidticos da Universidade

Federal de Pernambuco.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, em ntimero de 5 por
gaiola, a temperatura de 23°C £ 1, sob condi¢des padrao de iluminagdo (ciclo claro-
escuro de 12/12 horas) (Merusse e Lapichik, 1996), tendo livre acesso a dgua e ragdo -

LABINA®.

Os procedimentos descritos para o manejo ¢ cuidado dos animais foram de
acordo com as regras estabelecidas pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal) e conforme as normas preconizadas pelo ‘National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals’, adotadas como critérios de

avaliacdo pela ‘Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE.

4.3. Delineamento experimental

Foram realizados dois experimentos com a concentracao de Zymomonas mobilis
em 10° UFC/ml, conforme figura 2. Cada grupo foi constituido por igual numero de

machos e fémeas, distribuidos em gaiolas separadamente, sendo assim constituidos:

e Grupo controle: formado por ratos que receberam, via gavagem, 1 mL de agua,
diariamente.
e Grupo tratado: composto por animais que foram submetidos a dosagens diarias

de Zymomonas mobilis na concentragdo de 10° UFC/mL (1mL/ rato/ dia).
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Animais

n= 40
Ay h
Experimento 1 Experimento 2
n=20 n=20
controle tratado controle tratado
n=10 n=10 n=10 n=10

~

Avaliacio de parametros hematolégicos,

Avaliacdo ponderal, consumo de racio e 3 P . g
microbiologicos e histopatologicos

caracteristicas gerais de saude

Figura 2 — Distribui¢do dos grupos experimentais e controles



4.3.1. Experimento 1

4.3.1.1. Evoluc¢iao do ganho de peso e consumo de ragio

Foi destinado a avaliagdo do crescimento, por meio da evolugdo ponderal dos
ratos e sua correlacdo com o consumo de racdao ingerida. As caracteristicas gerais de
saude, utilizando um sistema de score de 1 a 5 (Tabela 1- Shu et al, 1999), ¢ a

ocorréncia de diarréia foram também monitoradas.

Ambos os grupos receberam ragcdo e dgua em quantidades suficientes que
permitissem livre acesso (ad [libitum). A afericdo do consumo de racdo foi feita
semanalmente, no mesmo dia em que os ratos eram pesados. Para isso, mediante estudo
piloto, era fornecida uma quantidade de 1100 g de racdo, correspondente a 7 dias de
consumo de 5 ratos que compunham cada gaiola. O consumo foi medido pela diferenca
entre a quantidade fornecida (1100 g) e as sobras existentes na gaiola. Dessa forma, foi
obtido o consumo total das fémeas ou dos machos, que dividindo-se pelo nimero de
animais existentes na gaiola, era obtido o consumo médio de cada animal. A quantidade
de 4gua foi fornecida diariamente, devido a inexisténcia de um bebedouro que
comportasse um volume de 4gua semanal a ser ingerido pelos animais. Foi oferecida
uma quantidade de 500 mL. Seguindo procedimento semelhante ao consumo de racdo,

foi obtido o consumo diario de cada animal.
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Tabela 1 — Score de caracteristicas gerais de aparéncia e saude

Caracteristicas gerais de aparéncia e satide Score
Rato com olhos brilhantes e alerta, pele macia com brilho, responde ao 1
estimulo, demonstra interesse no ambiente.

Pele ligeiramente crespa, enrugada, com perda de brilho, porém o rato )
permanece alerta e ativo.

Pele crespa e enrugada, rato menos alerta e ativo, menos interessado ao 3
ambiente, sinais de hiperventilacdo quando manuseados.

Rato arqueado, sonolento, apresentando menos interesse ao ambiente, pele 4
crespa e enrugada.

Rato nao reativo ao estimulo, preferindo dormir a reagir ao ambiente, patas 5

frias ao toque, rato frio ao toque, pele totalmente enrugada.

Fonte: Shu et al, 1999.
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4.3.2. Experimento 2

Foi destinado a avaliacdo leucocitaria total e diferencial, histopatologia do

figado, baco e intestino, translocacao bacteriana e microbiota intestinal.

4.3.2.1. Avaliacao leucocitaria total e diferencial

A coleta das amostras sanguineas foi realizada em animais previamente
anestesiados com éter etilico P.A. Tais amostras foram submetidas a avalia¢do
leucocitaria total e diferencial, com observagdes leucocitarias e plaquetarias. Para isso,
foram coletados aproximadamente 1000uL. de sangue, os quais foram depositados em
‘eppendoffs’ de 2 mL, previamente acrescidos de uma gota do anti-coagulante Acido-

Diamino-Tetra-Acético (EDTA) a 1%.

As amostras foram transportadas ao Laboratoério de Analises Clinicas, do
Departamento de Farmacia da Universidade Federal de Pernambuco, para serem
realizadas as analises. Este procedimento ocorreu antes e apds 30 dias da administragao

com Zymomonas mobilis.

4.3.2.2. Histologia da mucosa intestinal, baco e figado

Apbs a retirada do baco, do figado e intestino delgado efetuou-se cortes
transversais nos mesmos de modo a facilitar a penetragdo da substancia fixadora

formalina a 10% tamponada).
p
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Apo6s a fixagdo (no minimo 48 horas), foram obtidos 3 fragmentos transversais

de cada 6rgao, com aproximadamente 0,5 cm de espessura, de trés regides distintas.

Todos os fragmentos foram submetidos a rotina histoldgica e incluidos em
parafina. Os cortes histologicos (4pum), trés de cada orgdo, foram obtidos por
microtomia, corados com Hematoxilina-Eosina para promover as mensuracdes dos
pardmetros morfologicos (espessura das células epiteliais, altura das vilosidades,

profundidade das criptas) e analisados em microscépio Optico.

4.3.2.3. Translocacao bacteriana para o sangue

Amostras de sangue (aproximadamente 1 mL) foram coletadas via pungdo
cardiaca e cultivadas em caldo TSB por 48 horas, sendo em seguida plaqueadas sobre os
seguintes meios seletivos: Agar seletivo EMB, para analises de Escherichia coli e dgar
ME para Enterococcus, Agar SLP, para Zymomonas mobilis (Shu et al., 1999). Para as
analises de Escherichia coli e Enterococcus, procedeu-se com a técnica ‘spread plate’
(espalhamento por superficie) e para Zymomonas mobilis, ‘pour plate’ (por

profundidade). A coleta foi realizada sobre condi¢des assépticas.

4.3.2.4. Determinacido de Zymomonas mobilis, Escherichia coli e Enterococcus nas

fezes

Foram coletadas amostras de fezes de todos os animais (n = 20), por estimulagao

peristaltica, no primeiro dia do experimento (T0), ou seja, antes de haver a inoculacao
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com Zymomonas mobilis. Estas amostras foram destinadas as analises microbiologicas,
para deteccao de Escherichia coli (meio EMB) e Enterococcus (meio ME), segundo
Waard et al. (2002). Este procedimento se repetiu aproximadamente 30 dias apods a
aplicagdo com a bactéria, incluindo além de E. coli e Enterococcus, a analise de

Zymomonas mobilis (meio SLP), para o grupo de 10 animais que a receberam.

A coleta das fezes ocorreu sob condigdes assépticas, sendo as fezes depositadas
sobre placas de Petri estéreis, especificamente codificadas para cada animal. De cada
amostra, por meio da pesagem, foram coletados 100mg de fezes que foram
homogeneizados em 900 pL de solugdo salina estéril, contida em tubos de ensaio. A

partir dai, foram feitas as dilui¢cdes sucessivas, como ilustrado na Figura 3.

Ao agar SLP, no momento de ser distribuido nas placas de Petri, foram
adicionados os antibiodticos clorafenicol e penicilina, nas respectivas concentragdes de

50 pg/ml e 100 pg/ml, além do antifungico cetoconazol, na concentragdo de 1000

ug/ml.
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Diluicoes com SF
(0,9%) (0,9mL por

tubo)
-1 -2
Homogenelzagao
De cada diluigdo, foram
900 uL de solugdo retirados 100uL para as
salina 0,9% l i i respctivas placas de Petri
Pesagem
ﬁ (100 mg) 10 ml de meio SLP
= (técnica pour plate)
FEZES
10 ml de meio EMB
(técnica spread plate)
=
10 ml de meio ME

(técnica spread plate)

Figura 3 — Determinacao de Zymomonas mobilis, Escherichia coli e Enterococcus nas

fezes de ratos da linhagem Wistar.
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4.4. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram digitados e analisados através do programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 11.0. Inicialmente, utilizou-se uma
analise descritiva para as varidveis quantitativa ganho de peso dos animais, consumo de
racdo e consumo de dgua por um periodo de 30 dias, correspondendo a uma avaliagdo
semanal, separando-se por tratamento a que o animal foi submetido, ou seja, se recebeu
Zymomonas mobilis (grupo tratado) ou agua (grupo controle). Em seguida, esta mesma

analise foi aplicada sendo que estratificada por sexo.

Posteriormente, foi realizada uma analise de covaridncia (ANCOVA), utilizando
como variavel dependente o ganho de peso; como fatores fixos, o tratamento a que o
animal foi submetido e o sexo; e para covariaveis foram adotados o consumo de ragdo e
o consumo de agua. Este modelo estatistico ¢ uma combinagdo de andlise de variancia

com analise de regressao.

A eliminacdo dos fatores ¢ das covariaveis foi realizada usando o valor P,
utilizando-se como critério para a sua manutengao no modelo o valor de P<0,05. A fim
de encontrar o melhor modelo, todas as variaveis foram incluidas, sendo utilizado o
procedimento Backward para exclui-las do modelo. O modelo final foi escolhido com
base em dois critérios: um modelo simples e com alto valor de R?, onde R? mede o

quanto a varidvel ¢ explicada pelo modelo.

Para as andlises das contagens de bactérias Escherichia coli e Enterococcus,

bem como dos leucocitos totais e diferenciais, foi aplicado o teste T pareado, visto que

41



as mensuragoes desses parametros foram feitas em dois periodos durante o experimento

(antes e ap0s a aplicagdo de Zymomonas mobilis).
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Resultados e discussao



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimento 1

5.1.1. Evolucao ponderal dos ratos

Foram adotados para a avaliacdo os seguintes parametros: ganho de peso,
consumo de racao e monitoramento das caracteristicas gerais de aparéncia e saude (Shu

et al., 1999).

Podemos verificar ao analisar o grafico A (Figura 4) que o consumo de racao
semanal ndo foi influenciado pelo tratamento a que o animal foi submetido, uma vez
que suas médias ndo diferiram entre si (p >0,05). No grafico B (Figura 4), observa-se
nitidamente um efeito relacionado ao sexo, ou seja, os machos em média consumiram

racdo em quantidades superiores as fémeas, a um nivel de significancia de 1%.

O gréafico C (Figura 4) ilustra a comparacdo entre sexos e tratamentos, onde
podemos verificar que a média de consumo das fémeas ndo foi influenciada pelo
tratamento a elas aplicado. No que se refere aos machos, a administragdo com
Zymomonas mobilis (Zm) promoveu um consumo de ragdo superior aqueles do grupo

controle.

A figura 5 (graficos D, E e F) representa a média do ganho de peso semanal em
funcao do tratamento (D), do sexo (E) e a interacdo tratamento x sexo (F). Observou-se
mais uma vez um efeito relacionado ao sexo (Grafico E), resultado este explicado pelo
consumo de racdo mais elevado dos machos (grafico B, Figura 4). Muito embora tenha
sido detectado um maior consumo de ragdo dos machos tratados com Zm em relagdo

aos do grupo controle (grafico C, Figura 4), este efeito ndo se manteve para o ganho de
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peso (Grafico F), onde se verificou que nao houve diferenga significativa entre suas
médias (p>0,05). Resultados semelhantes foram encontrados por Loddi et al. (1998),

Zuanon et al. (1998) e Zhou et al. (2000).

E importante ressaltar que a promogdo do crescimento resultante do uso de
probidtico somente ocorre na presenca de algum microrganismo depressor deste
crescimento (Fuller, 1988 apud Canalli et al., 1996). Considerando-se isso, o efeito de

probidticos sobre o crescimento apresenta-se variavel.

Em animais saudaveis, pouco beneficio pode ser visto no uso de probidticos.
Entretanto, como as chances de contaminacdo sdo amplas, a probabilidade de
comprometer o desempenho animal existe, podendo ser citadas: excessivos calor, frio
ou umidade; amonia; condi¢gdes higi€nico-sanitarias dos locais etc. Tais fatores podem
reduzir os mecanismos de defesa (anticorpos) maternos e a colonizagdo normal do
intestino por organismos benéficos, conseqiientemente permitindo a colonizagdo de

patogenos durante o estagio pés-nascimento (Edens, 2003).

Viérios sdo os fatores apontados pelos pesquisadores como os responsaveis pelos
resultados conflitantes na aplicacdo de probidticos em animais com o objetivo de
promover o crescimento. Segundo Corréa et al. (2003), fatores como a idade do animal,
tipo de probidtico, viabilidade das células, condi¢des de armazenamento, manejo
(minimo estresse) e sanidade, podem afetar a eficacia dos probidticos. E ainda que ndo
se tem estabelecida a proporg¢do ideal em que devem estar as espécies bacterianas, para
que sejam eficazes na promogao de beneficios como probiodticos (Teshima, 2003).

Pensando nisso, alguns autores sugerem que a resposta a um determinado
probidtico mais parece estar envolvida com situacdes de estresse negativo (Thomke,

Elwinger, 1998). A comprovagdo desta afirmativa vem sendo mostrada em alguns
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trabalhos, como o de Perdigon et al. (1995), no qual foi demonstrado que a
administracdo com probidticos preveniu o estresse de perda de peso em animais
desnutridos. Bernadeau, Vernoux, Gueguen (2002), com o mesmo propoésito, realizaram
uma pesquisa com camundongos que receberam dieta convencional enriquecida ou dieta
hipocaldrica a base de cevada, constituindo-se assim 0s seus grupos experimentais: 1)
dieta convencional; 2) dieta convencional + Lactobacillus; 3) dieta hipocalorica; 4)
dieta hipocaldrica + Lactobacillus. Foi verificado que na dieta enriquecida, o probidtico
nada alterou em relacdo ao ganho de peso, ao passo que os animais submetidos a dieta
hipocalorica apresentaram redu¢do do seu peso, que foi sendo recuperado com a
administracdo de Lactobacillus na concentra¢do 10°, considerada como sendo a minima
necessaria para promover resultados promissores, ja que foram testadas as

® ¢ 10 UFC/mL. Como forma de averiguar ainda a

~ 2 4
concentragdoes 107, 107, 10
viabilidade das células, foi realizado outro experimento com células vidveis e nao-

viaveis de Lactobacillus, e ndo foi encontrada diferenga estatisticamente significante

entre os dois grupos.

Estes resultados corroboram com o de Higginbothan e Bath (1993), que
relataram aumentos no ganho de peso semelhantes, quando culturas de Lactobacillus
vidveis e ndo-vidveis foram administradas em bezerros. Uma das vantagens de se usar
probidticos ndo-viaveis € o fato de poderem ser incorporados em produtos tratados pelo

calor.

46



Média do consumo de ragédo (g)

800

700 o

600 o

500 +

400

Zm

Tratamento

controle

800

700 o

600 +

500 +

Média do consumo de ragao (g)

400

Sexo

TRATAMENTO

Ezm
|:| controle

Média do consumo de ragao (g)

800

700

600 +

500 4

400

i

™ Qli

Sexo

Figura 4— Ingestdo alimentar de ratos submetidos a uma dosagem de Zymomonas
mobilis (Zm) na concentracio de 10° UFC/mL e daqueles que receberam agua
(controle). Grafico A= corresponde a média do consumo semanal de racdo em funcdo
do tratamento; Grafico B= corresponde a média do consumo semanal de racdo em
funcdo do sexo; Grafico C = corresponde a média do consumo semanal de racdo em
funcdo da relagdo tratamento x sexo.
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Figura 5 — Média de ganho de peso de ratos submetidos a uma dosagem de Zymomonas
mobilis (Zm) na concentragio de 10° UFC/mL e daqueles que receberam agua
(controle). Grafico D= corresponde a média do consumo semanal de racdo em fungao
do tratamento; Grafico E = corresponde a média do consumo semanal de ragdo em
funcao do sexo; Grafico F = corresponde a média do consumo semanal de ragdo em
funcao da relacdo tratamento X sexo.
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5.2. Experimento 2

5.2.1. Avalia¢ao Leucocitaria Total e Diferencial

Os resultados das contagens totais e diferenciais de leucocitos para animais

tratados estdo expressos na Tabela 2, obtidos antes (T0) e apos 30 dias da inoculagao

com Zymomonas mobilis (T30). Verifica-se que as diferencas entre as médias para os

leucocitos totais e diferenciais foram significativas, exceto para os neutrofilos (p>0,05).

Fato este também observado para animais controles (tabela 3).

Tabela 2 — Contagem de leucdcitos totais e diferenciais presentes no sangue periférico

de animais tratados com Zymomonas mobilis.

Leucdcitos Meédia | Desvio padrdo | Erro padrdo | Significancia
Leucocitos totais TO - T30 | 1630,00 2279,401 720,810 0,050
Neutréfilos TO - T30 | -254,80 945,281 298,294 0,416
Eosinofilos TO-T30 | -110,50 132,016 41,747 0,027
Linfocitos TO-T30 | 1631,40 1954,387 618,031 0,027
Mondcitos TO-T30 | 363,90 134,651 42,580 0,000

T= tempo em dias

As médias foram comparadas por teste T pareado.
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Tabela 3 — Contagem de leucdcitos totais e diferenciais presentes no sangue periférico

de animais controle.

Leucocitos Média Desvio padrao | Erro padrdo | Significancia
Leucocitos totais TO - T30 | 1530,00 1902,659 601,674 0,032
Neutrofilos TO-T30 | -436,70 1463,745 462,877 0,370
Eosinofilos TO-T30 | -107,60 137,726 43,553 0,036
Linfocitos TO-T30 | 1729,20 1305,134 412,720 0,002
Monocitos TO-T30 | 344,50 151,329 47,854 0,000

T= tempo em dias
As médias foram comparadas por teste T pareado.

A administragdo de bactérias probiodticas representa uma forma de estimular a
imunidade inata do hospedeiro por aumentar a resposta imune sistémica ou por modular
as fungdes das células imunocompetentes (Perdigon et al., 1986). Entretanto, muito
pouco se sabe acerca da modulagdo da imunocompeténcia epitelial por bactérias nao-
patogénicas e seu papel na fisiologia de defesa da mucosa (Blum et al., 1999), como
também se desconhece a dose/concentracio responsavel pelos efeitos
imunomodulatérios de diferentes cepas de probiodticos ou sobre os mecanismos destes
efeitos. Conseqiientemente, a imunomodulagcdo por probiodticos pode ainda ndo ser
realizada de uma maneira controlada, limitando entdo sua aplicagdo clinica (Marteau

apud Kirjavainen et al., 1999).

Recentes experimentos com animais ‘germ-free’ t€m demonstrado que a flora
normal afeta diretamente as fungdes fisiologicas intestinais (Neish, 2002) e que o
hospedeiro tem uma resposta imune para cada espécie bacteriana benigna utilizada para

colonizar o animal (Jiang et al., 2004).
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Gill et al. (2000) administraram cepas de Lactobacillus rhamnosus (HNOO1),
Lactobacillus  acidophilus (HNO17) e Bifidobacterium lactis (HNO19), em
camundongos saudaveis, com a finalidade de avaliar o efeito destas cepas sobre varios
indices da resposta imune. Os autores verificaram que a suplementagdo da dieta com
estas bactérias por 10 ou 28 dias resultou em um significativo aumento da atividade
fagocitica de leucocitos sangiliineos e macrofagos peritoneais, comparados com o0s
animais controle. Para avaliar o efeito destas bactérias sobre a fungdo de células Be T
do camundongo, respostas de proliferagdo de células esplénicas para lipopolissacarideo
foram mensuradas in vitro. Aos 10 ¢ 28 dias de inoculagdo com L. rhamnosus, L.
acidophilus e B. lactis, foram detectadas respostas proliferativas mais intensas,
significativamente, em relagdo ao controle. Em outro experimento, realizado por
Meédici, Vinderola e Perdigon (2004), foi comprovado mais uma vez que a flora
bacteriana associada com a mucosa pode influenciar o nivel de ativagdo de macréfagos,
fato observado ao submeter camundongos saudaveis a uma dieta com queijo probidtico,
produto alimenticio veiculador de Streptococcus termophilus, Lactobacillus lactis
(bacterias ‘starter’), Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus acidophilus (bactérias

probidticas).

Resultados discordantes foram encontrados por Zhou et al. (2000), onde
mostraram que mesmo as cepas recém-isoladas e ja caracterizadas com propriedades
imunoestimulantes por Gill et al. (2000), ndo provocaram diferengas nos parametros

hematologicos (neutrofilos, eosindfilos, linfocitos, mondcitos) em relagdo ao controle.

51



5.2.2. Estudo histopatologico

O estudo histologico do bago, figado e intestino delgado ndo evidenciou

diferenca morfoldgica entre os grupos experimentais e controle.

No bago, observou-se distribuicdo uniforme dos foliculos linféides primarios e
secundarios e das bainhas peri-arteriolares da polpa branca. Na polpa vermelha nao
houve sinais de congestdo. No figado, ndo houve sinais de necrose ou infiltrado
inflamatorio, estando os hepatdcitos bem preservados. No intestino delgado, observou-
se uniformidade na morfologia das vilosidades e na quantidade de muco armazenado
pelas células caliciformes. As placas de Peyer apresentaram-se preservadas, com sua

estrutura morfoldgica normal.

O epitélio do trato intestinal ¢ um tecido complexo, dindmico e muito bem
equipado para funcionar na secre¢do de fluidos e enzimas digestivas, essenciais para o
processamento de substancias alimentares. O epitélio intestinal compreende uma area de
superficie de cerca de 200 metros quadrados (m”) com apenas uma Gnica camada

espessa de cé¢lulas, organizadas em vilosidades (Madara, 1990).

Particularmente no coélon, a mucosa estd, por um lado, em contato com um
ecossistema diverso de organismos procariotos existentes em densidades de 10"
organismos/ mL de conteido luminal e, por outro, encontra-se um sistema biologico

extremamente sensivel a esses organismos e seus metabdlitos (Neish, 2002).

A importancia desses compartimentos epiteliais como componentes essenciais

na defesa das mucosas e homeostase dos tecidos foi reconhecida (Eckmann et al., 1993).
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Isto envolve os dois maiores componentes celulares: os linfocitos intraepiteliais e as

células epiteliais intestinais (Blum et al., 1999).

Células epiteliais intestinais sdo consideradas constituintes essenciais do sistema
imune da mucosa. Elas sdo as primeiras células do hospedeiro que entram em contato
com antigenos luminais e microrganismos, comensais ou patogenos, € podem dispor de
fungdes apresentadoras de antigenos (Huges et al, 1991). Sob estimulacdo, as células
epiteliais mudam o seu fendtipo-imune e produzem uma vasta quantidade de
imunomoduladores. Tais mudangas fenotipicas tornam as células epiteliais mais ativas
no recrutamento de células inflamatdrias e imunes para controlar patdgenos invasores

(Eckmann et al., 1993).

O processo de inflamag¢do comeca quando sinais enddgenos ou exdgenos de
perigo induzem liberacdo local de mediadores inflamatérios que servem para aumentar
a permeabilidade vascular e atrair células inflamatdrias, inicialmente neutrofilos e
posteriormente monocitos e linfocitos. Tipicamente, o exame histopatologico de um
tecido inflamado exibe edema e elevados niimeros de leucocitos no tecido afetado

(Neish, 2002).

Neste estudo em questdo, pode-se dizer que as analises microscopicas nao
revelaram sinais de inflamagdo, degeneragdo ou necrose da mucosa intestinal, nem
tampouco alteracdo na organizacdo das células epiteliais entre os grupos tratado com Z.
mobilis ¢ controle. A inoculagdo oral com Zymomonas nido causou efeitos adversos
sobre a integridade da mucosa intestinal, o que permite sugerir que esta cepa ¢
considerada ndo-toxica e nao-patogénica. Resultados semelhantes foram encontrados

por Shu et al. (1999) e Zhou et al. (2000).

53



5.2.3. Translocacao bacteriana

Nao houve crescimento de células de Zymomonas mobilis (meio SLP),
Escherichia coli (meio EMB) e Enterococcus (meio ME), correspondentes as amostras

de sangue coletado de todos os animais, tratado e controle.

Translocacdo bacteriana ¢ um dos indicadores recomendados para assegurar a
inocuidade de um probiotico. Refere-se ao fendmeno em que bactérias passam através
da mucosa epitelial intestinal, em direcdo a lamina prépria, nodos linfaticos
mesentéricos e seguem em dire¢do aos 6rgaos (Zhou et al., 2000). Subseqiientemente,
podem disseminar no corpo causando sepsemia, choque, falhas multiplas de 6rgios ou

até mesmo a morte do hospedeiro (Guarner, Malagelada, 2003).

Até o momento, ndo se tém informagdes acerca da capacidade de translocacao
de Zymomonas mobilis em homens e animais. Embora o trato gastrintestinal contenha
muitos organismos procarioticos, que baseado no nimero de células compreendem mais
do que todas as células do corpo, o sangue é completamente isento de bactérias. Este
ambiente ¢ conseguido e mantido pela estrutura fisica do trato gastrintestinal, bem como
pela atividade do sistema imune na prevencdo do crescimento excessivo e da

translocagdo bacteriana (Prindull, Ahmad, 1993).

Trés mecanismos primarios parecem promover a translocagdo bacteriana:
supercrescimento de bactérias intestinais, causada por um desequilibrio ecoldgico;
aumento da permeabilidade da mucosa como resultado de uma barreira defeituosa; e

deficiéncias nas defesas imunes do hospedeiro (Berg, 1999).
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E varidvel a taxa eficiéncia com que bactérias endogenas translocam do trato
gastrintestinal. Gram-negativas, anaerdbios facultativos tais como Enterobacteriaceae,
Escherichis coli, Klebsiela pneumoniae e Proteus mirabilis translocam em maior grau
do que outras bactérias endogenas, a0 passo que anaerdbias estritas € gram-positivas

parecem ser translocadores menos eficientes (O’Boyle et al., 1988).

Acredita-se que uma pequena taxa de translocagdo espontanea de bactérias
endogenas do limen para nodos linfaticos ocorre continuamente em hospedeiros
sauddveis. Essa migracdo de bactérias ¢ geralmente bloqueada durante a rota, podendo o
processo ainda ser benéfico ao hospedeiro por estimular a imunidade, embora mais

estudos devam ser realizados para fundamentar esta hipdtese (Shanahan, 2002).

Zhou et al. (2000) detectaram poucas células bacterianas em tecidos
extraintestinais, predominantemente nos nodos linfaticos mesentéricos, tanto no grupo
tratado como no controle, indicando que a translocacdo nado foi associada ao probiotico.
O que d4 mais fundamento a esta hipdtese ¢ o fato de as andlises moleculares terem
mostrado que as cepas de bactérias acido-laticas encontradas eram diferentes das que
foram inoculadas no animal. Os autores concluiram que as cepas acido-laticas HNO19,
HNOO1 e HNO17 nao possuem a capacidade de se translocar do intestino para outros
tecidos, ou entdo elas translocam para o tecido linféide associado ao intestino e outros
tecidos, e depois s3o mortas pelas defesas imunes do hospedeiro. Resultados
semelhantes foram encontrados por Steffen, Berg (1983) e Shu et al. (1999), embora
Huang, Kotula, Adams (2003) e M¢dici, Vinderola e Perdigon (2004) ndo tenham
detectado translocagdo bacteriana em seus estudos. Médici et al. (2004) sugerem que o
alto niimero de bactérias presentes no queijo probidtico ndo afetou a integridade do

epitélio intestinal nem o balango da microbiota residente.
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Neste estudo, ndo foi detectada translocacdo para o sangue das bactérias
Zymomonas mobilis, Escherichia coli e Enterococcus, por um periodo de 30 dias de
administracdo com Zm, sugerindo que a quantidade de bactérias ingeridas ndo causou
infeccdo sistémica e ndo foi prejudicial ao animal, confirmado também pelas
mensuragdes hematologicas e histologicas, onde nenhuma diferenca significativa entre

os grupos tratado e controle foi encontrada.

5.2.4. Avaliacao da microbiota intestinal, quanto a contagem de Escherichia coli e

Enterococcus

Conforme os resultados obtidos das contagens de Escherichia coli (Figura 6) e
Enterococcus (Figura 7), realizadas antes (TO) e apés 30 dias da inoculacdo com
Zymomonas mobilis (T30), pode-se dizer que houve significancia nas diferencas das
médias da contagem bacteriana, por um periodo de 30 dias, para E. coli e para
Enterococcus, nos animais tratados. Quanto aos animais controle, foi comprovado que
as diferencas entre as médias do T30 em relagdo ao TO foram significativas (p<0,05)

apenas para a contagem de Enterococcus.

Comparando-se os dois grupos de animais (tratado e controle), percebe-se que os
mesmos diferiram apenas em relagdo a bactéria Escherichia coli, ou seja, apenas nos
animais tratados foi detectado um aumento significativo desta bactéria em um periodo

de 30 dias.

Escherichia coli e Enterococcus exercem importantes papéis na fisiologia
intestinal. Sao organismos facultativos, presentes predominantemente na flora de

neonatos (Rotimi, Duerden, 1981). Bactérias facultativas (isto €, espécies que crescem
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sob condi¢des tanto anaerdbias quanto aerobias) ajudam a manter um ambiente reduzido
no colon pela utilizagao de oxigénio que se encontra difuso no limen. Na auséncia de
tais organismos, muitas bactérias anaerobias extremamente sensiveis ao oxigénio nao

sobreviveriam, como as bifidobactérias (Simon, Gorbach, 1984).

Além disso, tem sido relatado que algumas cepas de Escherichia coli (EMO,
JM105) sdo capazes de proteger animais contra a infec¢do por Salmonella typhimurium
(Barrow, Tucker, Simpson, 1987; Hudalt, Gutnot, Servin, 2001) e humanos contra a
infeccdo por outras bactérias enteroinvasivas, tais como Listeria monocytogenes,

Shigella flexneri e Legionella pneumophila (Altenhoenfer et al., 2004).

Pesquisas realizadas com probidticos apresentam resultados discordantes.
Bielecka, Biedzrycka, Majkowska (2002) realizaram um experimento com animais
convencionais, a fim de selecionar os probidticos, prebiodticos e simbidticos e confirmar
os seus efeitos in vivo. Das cepas de probioticos utilizadas, encontravam-se
Bifidobacterium longum, isolada de criangas, e Bifidobacterium animalis KSp4, isolada
de ratos. Restringindo-se aos probidticos, foi avaliado o seu efeito sobre a microbiota
intestinal, no que tange a contagem de bifidobactérias, aerdbios e anaerdbios
facultativos, coliformes e esporos de bactérias aerobias e anaerdbias. Verificou-se que a
populacdo de bifidobactérias ndo teve alteracdo significativa quando da ingestdo de
Bifidobacterium animalis, ao contrario para Bifidobacterium longum, que acentuou
significativamente a quantidade dessas bactérias (p<0,05). A contagem total de
bactérias mesoéfilas aerdbias e anaerobias facultativas ndo se mostrou diferente entre os
grupos. Os autores concluiram que os probidticos ndo ocasionaram mudancas
desfavoraveis na microflora por 14 dias de administragio com 10° células viaveis, para

os grupos de bactérias estudados.
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log UFC / mL

4,3169

Tratamentos

4,1933

OE. coli TO
EE. coli T30

Figura 6— Enumeragdo de Escherichia coli nas fezes de ratos submetidos a dosagem de
Zymomonas mobilis (Zm) na concentragio de 10° UFC/mL e daqueles que receberam agua
(controle), antes (T0) e ap6s a administragdo com Zymomonas (T30). Os valores incluidos nas

figuras sdo valores de log, correspondentes a média da contagem de células.

log UFC / mL

2,5+

3,3446

4,1604

4,2873

Oentero TO
Eentero T30

Zm

Tratamentos

Figura 7- Enumeracdo de Enterococcus nas fezes de ratos submetidos a dosagem de
Zymomonas mobilis (Zm) na concentragdo de 10° UFC/mL e daqueles que receberam 4gua
(controle), antes (TO) e ap6s a administragdo com Zymomonas (T30). Os valores incluidos nas

figuras sdo valores de log, correspondentes & média da contagem de células.
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Estudar o impacto de novas preparagdes de probiodticos, contendo cepas de
bifidobactérias, lactobacilos e Streptocococus salivarius ssp. thermophylus, sobre a
composi¢ao da flora fecal de pacientes com colite ulcerativa, foi o objetivo de Venturi
et al. (1999). A concentragdo fecal das bactérias administradas, apdés 20 dias de
tratamento com 10'' células/g, foi acentuada (p<0,05), se comparada com o nivel basal,
e nenhuma mudanga significativa para os numeros de Bacteroides, clostridio,
coliformes e bactérias totais aerobias e anaerobias foi registrada. Diante disso, os
autores sugerem a administracdo de varias cepas de probidticos como alternativa mais
viavel. Berg (1998) ja havia feito alusdo ao fato de que espécies singulares de
microrganismos seriam incapazes de colonizar o trato gastrintestinal, e mais ainda, de

modificar a microecologia intestinal.

A este respeito, ndo foi o que observaram O’Marrony et al. (2001), que
determinaram, dentre outros, os efeitos da ingestdo de Lactobacillus salivarus ssp.
salivarius UCCI118 sobre a microbiota gastrintestinal de camundongos, durante um
periodo de 16 semanas. Os resultados evidenciaram uma reducdo significativa nos
niveis de coliformes fecais e Enterococcus nos animais que receberam 10° células/mL

do probioético.

A microflora normal dispde de uma notdvel estabilidade quantitativa e
qualitativa, refletida por uma excelente sintonia que os microrganismos apresentam ao
limitar a invasdo de estranhos ou o supercrescimento (superinfec¢do) de um membro
minoritario da populagdo. Isto acontece nos casos de redugdes significativas de alguns
componentes individuais da flora. Portanto, a alta estabilidade intrinseca da microbiota
endogena pode representar o maior obstaculo para modificacdo de sua composicao pela

introducdo de cepas especificas (Tagg, Dierksen, 2003).
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No que se refere a Zymomonas mobilis, pode-se dizer que, neste estudo, ndo se
conseguiu isola-la das fezes dos animais. Sabe-se, contudo, que apds a ingestao pelo
rato, Zymomonas mobilis foi confrontada diante de muitos efeitos fisico-quimicos que
podem adversamente ter influenciado a sua viabilidade. Esses incluem o 4cido gastrico,
sais biliares e enzimas pancreaticas. Considerando a sua sobrevivéncia durante esta
passagem, ao chegar no intestino grosso, ainda teve que competir efetivamente com
uma flora enddgena complexa e metabolicamente ativa, formada por centenas de outras

espécies bacterianas.

Outro agravante ¢ o fato de ter sido utilizado meio seletivo para seu isolamento,
que pode ter subestimado sua presenca. Isto porque a utilizagdo deste tipo de meio pode
ter permitido o crescimento de outras espécies bacterianas, inclusive as ndo
identificadas, dada a sua diversidade na microbiota, levando a exclusdo competitiva,
principalmente se as células de Zymomonas mobilis estiveram presentes em baixos

niveis, em virtude das condi¢des adversas a que foi submetida.
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Conclusoes



6. CONCLUSOES

Mediante os resultados, pode-se inferir as seguintes conclusdes:

> A ingestdo de Zymomonas mobilis, ap6s um periodo de 30 dias, ndo
influenciou no consumo de ragdo nem no ganho de peso dos animais; ndo
causou alteracdo morfoldgica qualitativa entre os grupos experimental e
controle, evidenciado pelo estudo histologico do figado, baco e intestino,
ndo alterou a contagem total e diferencial de leucdcitos e ndo promoveu

translocagdo bacteriana para o sangue.

> Houve diferenga quanto a microbiota intestinal, apenas em relagdo a

bactéria Escherichia coli.

> Zymomonas mobilis comportou-se como uma bactéria nao-patogénica e

nao téxica, podendo, pois, ser segura ao consumo humano.
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Anexo 1 : Distribui¢ao de freqiiéncias e analise
de covariancia para média do ganho
de peso e consumo de racao.
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Distribuicdo de frequiéncias

Meédia do consumo de ragdo e média de ganho de peso/ semana dos animais do sexo

feminino tratados com Zymomonas mobilis,

Statistics?

média do
consumo ganho de

de ragao peso
N Valid 4 4
Missing 0 0
Mean 435,75 6,300
Std. Error of Mean 3,276 ,4509
Std. Deviation 6,551 ,9018
Variance 42,917 ,8133

a. TRATAMENTO =Zm, SEXO =F

Média do consumo de ragdo ¢ média de ganho de peso/ semana dos animais do sexo

masculino tratados com Zymomonas mobilis,

Statistics?

média do
consumo ganho de

de ragao peso
N Valid 4 4
Missing 0 0
Mean 708,50 29,350
Std. Error of Mean 21,796 3,5415
Std. Deviation 43,593 7,0831
Variance 1900,333 50,1700

a. TRATAMENTO =Zm, SEXO =M
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Média do consumo de ragdo e média de ganho de peso/ semana dos animais controle do

sexo feminino.

Statistics?

média do
consumo ganho de

de ragdo peso
N Valid 4 4
Missing 0 0
Mean 444 50 6,300
Std. Error of Mean 5,694 2,0421
Std. Deviation 11,387 4,0841
Variance 129,667 16,6800

a. TRATAMENTO = controle, SEXO =F

Média do consumo de ragdo e média de ganho de peso/ semana dos animais controle do

sexo masculino.

Statistics?

média do
consumo ganho de

de ragao peso
N Valid 4 4
Missing 0 0
Mean 647,75 28,700
Std. Error of Mean 13,817 1,9757
Std. Deviation 27,633 3,9514
Variance 763,583 15,6133

a. TRATAMENTO = controle, SEXO =M
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Andlise de covariancia, sendo a média de ganho de peso a variavel dependente e o

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: média do ganho de peso

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2199,6472 5 439,929 37,688 ,000
Intercept 2,384 1 2,384 ,204 ,661
SEXO 14,832 1 14,832 1,271 ,286
AGUA 41,909 1 41,909 3,590 ,087
TRATAMEN ,435 1 ,435 ,037 ,851
RACAO 33,055 1 33,055 2,832 ,123
SEXO * TRATAMEN 9,906 1 9,906 ,849 ,379
Error 116,731 10 11,673
Total 7307,800 16
Corrected Total 2316,378 15
a. R Squared = ,950 (Adjusted R Squared = ,924)
consumo de ragao, o tratamento e 0 sexo como covariaveis.
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: média do ganho de peso
Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2189,7412 4 547,435 47,552 ,000
Intercept 16,163 1 16,163 1,404 ,261
SEXO 53,170 1 53,170 4,618 ,055
AGUA 59,326 1 59,326 5,153 ,044
TRATAMEN ,352 1 ,352 ,031 ,864
RACAO 23,676 1 23,676 2,057 179
Error 126,636 11 11,512
Total 7307,800 16
Corrected Total 2316,378 15

a. R Squared = ,945 (Adjusted R Squared = ,925)
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Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: média do ganho de peso

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2189,3892 3 729,796 68,963 ,000
Intercept 19,317 1 19,317 1,825 ,202
SEXO 68,422 1 68,422 6,466 ,026
AGUA 66,258 1 66,258 6,261 ,028
RACAO 35,044 1 35,044 3,312 ,094
Error 126,989 12 10,582
Total 7307,800 16
Corrected Total 2316,378 15
a. R Squared = ,945 (Adjusted R Squared =,931)
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: média do ganho de peso
Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2189,3892 3 729,796 68,963 ,000
Intercept 19,317 1 19,317 1,825 ,202
SEXO 68,422 1 68,422 6,466 ,026
AGUA 66,258 1 66,258 6,261 ,028
RACAO 35,044 1 35,044 3,312 ,094
Error 126,989 12 10,582
Total 7307,800 16
Corrected Total 2316,378 15
a. R Squared =,945 (Adjusted R Squared = ,931)
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: média do ganho de peso
Type Ill Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Model 7145,767° 3 2381,922 191,103 ,000
SEXO 1628,737 2 814,369 65,337 ,000
AGUA 88,642 1 88,642 7,112 ,019
Error 162,033 13 12,464
Total 7307,800 16

a. R Squared = ,978 (Adjusted R Squared = ,973)
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Contrast Results (K Matrix)

Depende
nt

Variable
média do
ganho de

SEXO Simple Contrasf peso
Level 2 vs. Level 1 Contrast Estimate 32,185
Hypothesized Value 0

Diff Esti -H hesi

ifference (Estimate - Hypothesized) 32,185
Std. Error 3,962
Sig. ,000
95% Confidence Interval Lower Bound 23,625
for Difference Upper Bound 40,745

a. Reference category = 1
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Anexo 2: Teste T pareado para a contagem de
leucocitos  totais e  diferenciais,
realizada antes e apds a inoculagdo

com Zymomonas mobilis.
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Teste T pareado para leucocitos totais e diferenciais presentes no sangue periférico de
ratos tratados com Zymomonas mobilis.

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence
Interval of the
Std. Error Difference

Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair leucécitos TO -
1 leucoaitos T30 -1630,00 2279,401 720,810 -3260,58 ,58 -2,261 9 ,050
Pair neutrdéfilos TO -
2 neutrofilos T30 254,80 945,281 298,924 -421,41 931,01 ,852 9 ,416
Pair eosindfilos TO -
3 cosindfilos T30 110,50 132,016 41,747 16,06 204,94 2,647 9 ,027
Pair linfécitos TO -
4 linfocitos T30 -1631,40 1954,387 618,031 -3029,48 -233,32 -2,640 9 ,027
Pair mondécitos TO -
5 monécitos T30 -363,90 134,651 42,580 -460,22 -267,58 -8,546 9 ,000

Teste T pareado para leucocitos totais e diferenciais presentes no sangue periférico de
ratos controle.

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence
Interval of the
Std. Error Difference

Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair leucécitos TO -
1 leucoaitos T30 -1530,00 1902,659 601,674 -2891,08 -168,92 -2,543 9 ,032
Pair neutrdfilos TO -
9 neutrofilos T30 436,70 1463,745 462,877 -610,40 1483,80 ,943 9 ,370
Pair eosinofilos TO -
3 cosindfilos T30 107,60 137,726 43,553 9,08 206,12 2,471 9 ,036
Pair linfocitos TO - 1729,20 1305134 | 412,720 | -2662,84 | -795,56 4,190 9 002
4 linfécitos T30 B ' ' ' B ’ s o ’
Pair mondcitos TO -
5 monécitos T30 -344,50 151,329 47,854 -452,75 -236,25 -7,199 9 ,000
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Anexo 3: Teste T pareado para a contagem de
bactérias Escherichia coli € Enterococcus,
realizada antes e apds a inoculagdo com
Zymomonas mobilis.
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Teste T pareado para as bactérias Escherichia coli e Enterococcus presentes nas fezes
de ratos tratados com Zymomonas mobilis.

Paired Samples Statistics

Std. Error
Mean N Std. Deviation Mean

Pair LECTO 3,1131 8 ,87739 ,31020

1 LECT30 4,3169 8 ,68951 ,24378

Pair LENTTO 3,3446 8 ,61681 ,21808

2 LENTT30 |  4,1604 8 74189 | 26230

Paired Samples Test
Paired Differences
95% Confidence
Interval of the
Std. Error Difference

Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1  LECTO-LECT30 -1,2038 1,09865 ,38843 -2,1223 -,2853 -3,099 ,017
Pair2 LENTTO - LENTT30 -,8158 ,78939 ,27909 -1,4758 -,1559 -2,923 ,022

Teste T pareado para as bactérias Escherichia coli e Enterococcus presentes nas fezes
de ratos controle.

Paired Samples Statistics

Std. Error
Mean N Std. Deviation Mean

Pair LECTO 3,5335 9 ,56501 ,18834

1 LECT30 4,1933 9 ,68211 ,22737

Pair LENTTO 3,7522 9 ,36108 ,12036

2 LENTT30 4,2873 9 ,50082 ,16694

Paired Samples Test
Paired Differences
95% Confidence
Interval of the
Std. Error Difference

Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1  LECTO-LECT30 -,6598 1,04348 ,34783 -1,4619 ,1423 -1,897 ,094
Pair2 LENTTO - LENTT30 -,5351 ,53499 ,17833 -,9464 -,1239 -3,001 ,017
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