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RESUMO GERAL

A maioria dos estudos que envolvem prebidticos tém sido realizados com
frutooligossacarideos (FOS) e galactooligossacarideos (GOS) devido a segurancga,
estabilidade, propriedades sensoriais, resisténcia a digestao na parte superior do intestino e
fermentabilidade no célon, bem como suas capacidades em promover o crescimento das
bactérias benéficas no trato gastrintestinal. Assim, esta pesquisa teve como objetivo estudar
a producao e aplicacao do prebidtico galactooligossacarideo (GOS) em estudos in vitro e in
vivo. A producdo de GOS foi realizada utilizando a enzima B-galactosidase, extraida de
Scopulariopsis sp., na forma livre e imobilizada no suporte organico DEAE-celulose. Por
meio do estudo in vitro avaliou-se o efeito do GOS sobre a producao de citocinas em culturas
de células tumorais, utilizando interferon gama (INF-y) como marcador. Verificou-se também
o efeito bifidogénico do GOS, utilizando as culturas probio6ticas Lactobacillus acidophillus
(LAQ5) e Bifidobacterium animalis (Bb12), bem como a acdo dos metabolitos, resultantes da
fermentacao por estes micro-organismos probidticos, em relagéo a atividade antiproliferativa
em modelos de células tumorais. Foi realizado ainda o estudo in vivo com ratas adultas, com
o objetivo de avaliar o impacto fisiolégico dos prebiédticos FOS e GOS no intestino (ceco) dos
animais, através das analises de pH fecal e técnicas de morfometria intestinal. O rendimento
da producdo de GOS foi de 30% em 12 horas e 24% em 15 dias para a enzima livre e
imobilizada, respectivamente. Nos estudos in vitro, a acao direta do GOS apresentou indicios
de atividade antiproliferativa na linhagem HT-29 (adenocarcinoma de célon), todavia, nao foi
capaz de reduzir em pelo menos 50% o crescimento das células tumorais. Nao houve
diferenca significativa (p>0,05) entre as células tumorais estudadas em relacdo a
concentracdao de IFN-y. O efeito bifidogénico do GOS foi demonstrado pelas diferencas
observadas entre as contagens iniciais e finais (A logUFC.mL™") utilizando o meio
MRS+GOS, que foram de 3,98 logUFC.mL" para LAO5 e de 4,6 logUFC.mL" para Bb12. Os
metabdlitos resultantes da fermentacéo da linhagem LAO5 foram testados quanto a atividade
antiproliferativa em linhagens tumorais humanas. Verificou-se que o meio sem dextrose
(MRS-minimo) apresentou atividade antiproliferativa para as linhagens UACC-62
(melanoma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovario), 786-0 (renal), NCI-H460 (pulmao) e

HT-29 (cblon). O meio de cultura acrescido com GOS, por sua vez, apresentou efeito

Resumo Geral
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citostatico apenas para duas linhagens (UACC-62 e HT-29). Os resultados obtidos sugerem
que os metabdlitos bacterianos provenientes da LAO5 cultivada em meio sem GOS exercem
efeito antiproliferativo e que o GOS reduz a producdo desses compostos resultando em
diminuicdo da atividade antiproliferativa. Quanto aos estudos in vivo, 0s animais que
consumiram racao com o0s prebiodticos tiveram um discreto aumento de peso, sem aumento
no consumo de racdo; além disso, ndo foi observado decréscimo relevante em relacdao ao pH
do ceco. Os animais alimentados com FOS ou com GOS apresentaram aumento na altura
das vilosidades intestinais em relacédo ao grupo controle (p<0.05). Foi verificado que apenas
as vilosidades intestinais dos animais que consumiram FOS apresentavam-se mais largas,
quando comparado com o grupo controle. Por outro lado, quanto a altura dos enterdcitos, as
ratas que consumiram GOS apresentaram média maior que o grupo padrdao, enquanto as
alimentadas com FOS nao apresentaram diferenca significativa (p<0,05). Embora os
mecanismos envolvidos em relacao a atividade metabdlica do GOS nao estejam totalmente
esclarecidos, sugere-se que este oligossacarideo tenha potencial de modulacdo no epitélio
intestinal das células. Nao é possivel, no entanto, excluir o efeito mediado pelos acidos
graxos de cadeia curta, estimulados a partir da ingestdo dos prebibticos, em relacao a
nutrigdo dos enterocitos.
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ABSTRACT
Most studies involving prebiotic have been performed with fructooligossacarideos (FOS) and
galactooligosaccharides (GOS), due to security, stability, sensory properties, resistance to
digestion in the upper bowel and fermentability in the colon as well as their ability to promote
beneficial bacteria growth in the gastrointestinal tract. Thus, the aim of this research was to
study the prebiotic galactooligosaccharide (GOS) production and application in vitro and in
vivo. GOS production was performed using p-galactosidase enzyme extracted from
Scopulariopsis sp. in free form and immobilized on an organic DEAE-cellulose. The in vitro
study GOS effect on cytokine production was evaluated on human cancer cell lines, using
interferon gamma (INF-y) as a marker. GOS bifidogenic effect was determined using probiotic
cultures Lactobacillus acidophillus (LA05) and Bifidobacterium animalis (Bb12) and the
antiproliferative activity of metabolites resulting from these probiotics microorganisms
fermentation was studied in human cancer cell lines. An in vivo study was also performed
with adult female rats in order to evaluate the physiological impact of prebiotics FOS and
GOS in the cecum of animals by analyzing fecal pH and intestinal morphology was done. The
yield of GOS production was 30% at 12 hours and 24% at 15 days for free and immobilized
enzyme, respectively. The direct action of GOS in vitro showed evidence of antiproliferative
activity in HT-29 line (colon adenocarcinoma), however, it was not able to reduce at least
50% growth of tumor cells. There was no significant difference (p> 0.05) between tumor cells
studied in IFN-y concentration. GOS bifidogenic effect was demonstrated by differences
between initial and final scores (A logUFC.mL™") when MRS + GOS was used. The difference
was 3,98 logUFC.mL™" for LAO5 and 4,6 logUFC.mL™" for Bb12. The metabolites resulting
from LAOS fermentation were tested for antiproliferative activity on human cancer cell lines.
The medium without dextrose (MRS-minimum) showed antiproliferative activity for the cell
lines UACC-62 (melanoma), MCF-7 (breast), NCI-ADR/RES (ovary), 786-0 (renal) NCI-H460
(lung) and HT-29 (colon). The culture medium supplemented with GOS, in turn, showed only
a cytostatic effect for two cell lines (UACC-62 and HT-29). The results suggest that bacterial
metabolites from LA05 grown in medium without GOS exert antiproliferative effect while GOS
supplementation propably reduced the active metabolites concentration. Animals fed with diet
supplemented by prebiotics showed slight weight gain with no changes in fed intake and no
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significant decrease on cecal pH. Animals fed with FOS or GOS showed an increase in villus
height in comparison with control group (p <0.05). It was found that only the villi of the
animals fed with FOS were wider when compared with control group. Moreover, the
enterocytes height was larger in rats that consumed GOS in comparison of control group,
while those fed with FOS did not differ significantly (p<0.05). Although the mechanisms
involved in GOS metabolic activity are not entirely clear, our results suggested that this
oligosaccharide has a potential as intestinal epithelial cells modulator. It is not possible,
however, to exclude the effect mediated by short-chain fatty acids, stimulated by prebiotics

ingestion in enterocytes nutrition.
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OBJETIVOS

Avaliar o estado da arte na éarea de produgdo biotecnolégica de
galactooligossacarideos (GOS).

Analisar a eficiéncia do processo de producdo de GOS por enzima
imobilizada, utilizando a resina DEAE-Celulose, comparando-o com a
produgéo por enzima livre.

Investigar se os GOS, obtidos de B-galactosidase de Scopulariopsis sp,
apresentam atividade antiproliferativa em células tumorais e se poderiam
influenciar diretamente o sistema imune através da producao de citocinas
utilizando interferon gama (IFN-y) como marcador e linhagens de células
tumorais.

Investigar se os GOS possuem efeito bifidogénico sobre culturas de
Lactobacillus acidophillus (LA05) e de Bifidobacterium animalis (Bb12) e
avaliar a atividade antiproliferativa, em cultura de células tumorais
humanas, dos metabdlitos produzidos por essas bactérias na presenca e
auséncia de GOS.

Avaliar os efeitos da ingestdo de GOS sobre a morfologia intestinal de ratas

fémeas wistar adultas.

Objetivos
XVii



CAPITULO |

PRODUCAO DE GALACTOOLIGOSSACARIDEO POR B-GALACTOSIDASE
MICROBIANA

RESUMO

Galactooligossacarideos (GOS) sao oligossacarideos nao digeriveis
(NDOs), resistentes as enzimas digestivas do intestino, capazes de promover o
crescimento de bifidobactérias no célon. Esses prebibticos sdo formados a partir
da lactose pela atividade da B-galactosidase de diferentes micro-organismos. A
maioria dos processos envolvendo a producao de GOS relaciona uma mistura de
GOS, contendo tri e tetrassacarideos, o dissacarideo lactose (maior propor¢cao) e
0s monossacarideos glicose e galactose, respectivamente. Alguns processos
envolvem o0 uso da enzima [-galactosidase obtida de diferentes fontes
microbianas, por exemplo, Aspergillus oryzae, Bullera singularis, Candida sp.,
Kluyveromyces sp., Bacillus circulans, Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus
thermophilus, Bifidobacterium bifidum e Scopulariopsis sp, utilizando lactose como
substrato. A mistura de GOS pode ser incorporada em numerosos produtos
alimenticios ou ragdes para animais com o objetivo de melhorar a saude intestinal,
promovendo o crescimento de bifidobactérias no intestino e reprimindo o
crescimento da microflora patogénica. Eles sdo encontrados nos mais diversos
produtos na industria de alimentos como compostos prebibticos, podendo ser
utilizados em produtos lacteos como leites em geral, leite em pd, suplemento
infantil, sorvetes, iogurte, queijo, produtos lacteos fermentados, cereais, paes,
biscoitos, doces, suplementos alimentares, dietéticos, racbes ou mesmo outros
alimentos ou bebidas. O GOS ja € reconhecido como GRAS (Generally
recognized as safe) no Japao desde 1989 e recentemente, em 2008, a FAO (Food
and Agriculture Organization) licenciou seu uso nos Estados Unidos, para
aplicagdo em foérmulas infantis e em diversos produtos. Devido sua ampla

aplicagdo na industria de alimentos, observa-se nos ultimos anos, um crescimento
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nos estudos visando o aprimoramento dos processos envolvidos na producao de
GOS. Assim, o objetivo deste trabalho foi de avaliar o estado da arte na area de

producgao biotecnolégica de galactooligossacarideos.

Palavras-chave: Producdo, Galactooligossacarideo, Sintese enzimatica
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ABSTRACT

Galactooligosaccharides (GOS) are non-digestible oligosaccharides
(NDOS), resistant to digestive enzymes in promote the growth of bifidobacteria in
the colon. These prebiotics are produced from lactose by B-galactosidase activity
of different micro-organisms. Most processes involving GOS production lists a
mixture of GOS containing tri- and tetrasaccharide, the disaccharide lactose
(highest ratio) and the monosaccharides glucose and galactose, respectively.
Some processes involve the use of B-galactosidase, an enzyme obtained from
different microbial sources, such as, Aspergillus oryzae, Bullera singularis,
Candida sp., Kluyveromyces sp., Bacillus circulans, Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium bifidum and Scopulariopsis sp., using
lactose as substrate. The mixture of GOS can be incorporated into numerous food
products or animal feed in order to improve intestinal health by promoting
bifidobacteria growth in the gut, and repressing pathogenic microflora growth. They
are found in various products in the food industry as prebiotic compounds and can
be used in dairy products like milk in general, milk powder, children's supplement,
ice cream, yogurt, cheese, fermented dairy products, cereals, breads, cookies,
food supplements, dietary, feed or any other food or drink. The GOS are already
recognized as GRAS (Generally recognized as safe) in Japan since 1989 and
recently, in 2008, the FAO (Food and Agriculture Organization) has licensed its
use in the United States in infant formula and in various products. Because of its
wide application in food industry, it is observed in recent years, an increase in
studies aimed at improving the processes involved in the production of GOS. The
objective of this study was to assess the state-of-the-art in biotechnological
production of galactooligosaccharide.

Key words: Production, Galactooligosaccharide, Enzimatic synthesis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Tecnoldgicos

Os oligossacarideos sao carboidratos encontrados naturalmente em muitos
alimentos, alguns, por apresentarem atividade fisiolégica além da funcéo
nutricional ou de adogante sdo considerados prebidticos.

Dentre estes, destacam-se o0s galactooligossacarideos (GOS) que séao
oligossacarideos nao digeriveis (NDOs) que promovem beneficios ao hospedeiro
por estimularem seletivamente o crescimento e/ou atividade das bactérias
“benéficas”, resistentes no coélon intestinal. Além disso, apresentam efeito
antagbnico, diminuindo os compostos toxicos dos micro-organismos indesejaveis
(CHOCKCHAISAWASDEE et al., 2005).

GOS séao acucares naturais compostos de lactose e unidades de galactose.
Sao substancias semelhantes as fibras hidrossoliveis em sua maioria e sao
produzidos a partir da lactose por acdo da [B-galactosidase por atividade de
transgalactosilacéo (Figura 1) (SANTOS, 2006).

(H (H 0
[O-B-D-Gal-(1-4)-O-B-D-Gal-(1-4)-D-Gli]

Figura 1. Estrutura quimica do galactooligossacarideo
Fonte: Hayashi et al. 1991

Esta enzima B-galactosidase (EC 3.2.23), comumente chamada de lactase,
tem a fungéo de catalisar a hidrélise de B-galactopiranosideos, tais como a lactose
e pode ser obtida de diferentes fontes microbianas, por exemplo, Aspergillus
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oryzae (SANTQOS, 2006), Bullera singularis (CHO, SHIN & BUCKE, 2003), Bacillus
circulans (AVALAKKI, MAHESWARAN & SARAVANAN, 2009), Lactobacillus
bulgaricus (KEISUKE, YOICHI & TATSUHIKO, 1990), Streptococcus thermophilus
(AKIYAMA et al.,, 2001), Bifidobacterium bifidum (JORGENSEN, HANSEN &
STOUGAARD, 2001; TZORTZIS et al., 2005; TZORTZIS, GOULAS & GOULAS,
2009) e Scopulariopsis sp. (ALMEIDA & PASTORE, 2001; SANTOS, SIMIQUELI &
PASTORE 2009).

As vantagens tecnoldgicas advindas desta atividade sédo diversas, dentre as
quais, eliminacdo dos problemas relacionados com o descarte de soro,
cristalizacao de lactose em certos alimentos congelados e o consumo de leite por
individuos com intolerancia a lactose podem ser aliviados (ALMEIDA & PASTORE,
2001).

Os GOS nao sao digeridos nem absorvidos no intestino porque apresentam
configuragdo beta, e as enzimas digestivas gastrintestinais humanas séo
principalmente especificas para ligagoes alfa. No célon, os GOS sao fermentados
promovendo um aumento das bifidobactérias (MODLER, 1994) que sao
consideradas as bactérias mais importantes a saude humana, dentre as quais
destacam-se os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, aliada a uma diminuicao
das bactérias deterioradoras, causando beneficios a saude humana com a
reducdo de metabdlitos toxicos. Além disso, os GOS estimulam a absorcao de
calcio, aumentando a mineralizagdo 6ssea e a resisténcia contra fraturas (SAKO,
MATSUMOTO & TANAKA, 1999).

Como nao sao metabolizados pela microflora bucal, sdo agucares de baixa
cariogenicidade = (MACFARLANE, STEED & MACFARLANE, 2008).
Também foram eficazes em aumentar a ocorréncia de defecacdo em homens e
mulheres com problemas de constipacdo (SAAD, 2006). Os GOS séao
preconizados como GRAS (Generally Recognized as Safe), alimento seguro, por
serem componentes do leite humano, além de serem naturalmente encontrados
na soja. Nao apresentam toxidade e somente a diarréia é conhecida como efeito
adverso quando os GOS sado consumidos em excesso, sendo a dose estimada em
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0,3-0,4 g/Kg de peso corpéreo. Mas esse sintoma desaparece em poucos dias,
pois 0 numero de bactérias intestinais € aumentado (SAKO, MATSUMOTO &
TANAKA, 1999; SANTQOS, 2006).

O mercado de oligossacarideos surgiu no Japao, na década de 1970 e logo
se expandiu na Asia e Europa. A procura de novos oligossacarideos, assim como
de GOS, foi impulsionada pela consciéncia do consumidor a saude e a nova
demanda de alguns paises como resultado das mudancas regulatérias.
Recentemente houve uma mudanca na regulagao nos Estados Unidos, Austréalia e
Nova Zelandia, onde o produto Vivinal GOS, da empresa americana Friesland
Foods Domo, foi reconhecido como GRAS para aplicagcdo em férmulas infantis e
em diversos produtos, devido sua ampla aplicaggo (GALACTO-
OLIGOSACCHARIDE, 2010).

Ha, portanto, uma expectativa para um futuro importante no uso do GOS e
esta tendéncia esta representada em perspectiva até 2018, como mostrado pelo
grafico (Figura 2).
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Figura 2. Tendéncia anual global da producao de oligossacarideos (estimados "000 mt 1990 —

2018). Fonte: GALACTO-OLIGOSACCHARIDE, 2010.
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Uma revisdo da Empresa Frost & Sullivan, empresa internacional de
consultoria e inteligéncia de mercado que apdia o desenvolvimento de novas
estratégias ha mais de 40 anos, relatou que o mercado europeu de prebiodticos era
de aproximadamente 87 milhdes de Euros em 2008 e a perspectiva atual é de
179,7 milhdes de Euros, em 2010 (FROST & SULLIVAN, 2010).

Os principais fatores que impulsionam esta tendéncia séo:

e A possibilidade dos GOS na Europa e Asia — principalmente em férmulas
infantis, formula folow-on (6 meses a 1ano de vida) e férmula growing up
(ap6s 1ano de vida), além de expandir a demanda de mercado, apos
conhecerem os beneficios do seu uso e diferentes aplicacoes.

e As alteragbes da regulamentacédo em favor do uso;

e As conclusbdes da 5% Conferéncia Internacional de soro (5th International
Whey Conference — IWC, realizada em Paris 2008) apontaram o GOS
como produto comercial do futuro no aproveitamento de residuos
agroindustriais, como soro e permeado de soro, na tecnologia de novos
produtos;

e O grande volume de soro e permeado de soro resultado da producao de
leite por UF — Ultra Filtragcdo, MPC — concentrado protéico de leite, queijo e
caseina — com grupos expandindo nestas categorias, a pressao para
remanejar o futuro de residuos agroindustriais;

e Novas aplicagbes emergentes baseadas nas caracteristicas bioativas e
fisico-quimicas;

e Novas invengdes da ciéncia e tecnologia de alimentos em novos campos
de aplicacao, métodos de extracao e producao para melhora do rendimento
e oferecendo produtos com materiais de baixo custo (GALACTO-
OLIGOSACCHARIDE, 2010).

As inovacoes relacionadas com a producao e uso de GOS usando lactase
obtida de micro-organismos, vem sendo citadas ha muito tempo na literatura.

Pastore & Park (1979), estudaram a imobilizacdo da B-galactosidase de
Scopulariopsis sp. isolado de solo brasileiro. Este micro-organismo em
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fermentacdo semi-sélida produziu uma alta concentracdo da enzima com alta
capacidade de hidrolisar a lactose.

Os trabalhos continuaram e este micro-organismo veio a ser utilizado para
a producao de GOS (ALMEIDA, 2003). Neste estudo foi avaliado a influéncia da
temperatura, efeito do pH, concentracdo da enzima e sintese de GOS. Os maiores
rendimentos demonstraram ser a concentracao de lactose a 40% (p/v) em tampao
acetato de sédio 0,1 M, pH 4.5 a 45°C, incubada com 6U/mL de B-galactosidase, a
enzima converteu 30% da lactose em oligossacarideos (224,92 mg/mL de
4’galactosil lactose).

O mesmo grupo de pesquisa continuou trabalhando com a producéo,
quando Santos (2006) estudou a enzima B-galactosidase a partir do micro-
organismo Scopulariopsis sp. (extrato bruto) e Aspergillus oryzae (enzima
comercial) para producdo de GOS, utilizando lactose. A enzima obtida a partir de
Scopulariopsis sp. converteu 20% de lactose em oligossacarideos (80,8 mg/mL de
4’galactosyl-lactose), comparando com a B-galactosidase de Aspergillus oryzae,
que converteu 6% de lactose em oligossacarideos (25,6 mg/mL de 4’galactosyl-
lactose).

Pesquisas vém sendo desenvolvidas chegando a relatos de aplicacdo com
o estudo bifidogénico do GOS, como mostrado no estudo apresentado por Santos
et al. (2009) que avaliaram o efeito do prebidtico GOS produzido a partir de
Scopulariopsis sp. no crescimento das linhagens probiéticas Lactobacillus
acidophillus — LA 05 e Bifidobacterium animalis — Bb12, sob condigbes in vitro. O
efeito bifidogénico do GOS foi demonstrado pelas diferencas observadas entre as
contagens iniciais e finais (A LogUFC.mL™"), que foram mais elevadas nos meios
MRS+GOS (Bb12=4,58 e LA5=4,21) e MRS+FOS (Frutooligossacarideo)
(Bb12=4,19 e LA5=3,78) em relagdo aos meios que ndo continham nenhuma fonte
de carbono (MRS). Verificou-se que o pH do meio das duas linhagens teve pouca
variagdo. Concluiu-se que o GOS produzido por Scopulariopsis sp. apresenta

potencial tecnolégico para aplicagdo como prebibtico.
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Osamu, Kotaro & Nobuko (1987) obteve um alto rendimento na producéo
de GOS utilizando solucdo de lactose como substrato e B-galactosidase de
Cryptococcus. A producao foi realizada por batelada com a solugcédo de lactose e
da enzima obtendo-se o tetrassacarideo 4’galactosyl-lactose.

lkumasa & Kenzo (1990) desenvolveram em sua pesquisa uma alta
producédo de GOS, utilizando solucéo de lactose ou material contendo lactose. Os
micro-organismos utilizados Rhodotorula, Sterigmatomyces ou Sirobasidium, os
quais foram capazes de produzir uma mistura de GOS contendo residuos de
galactose, glicose e oligossacarideos com n (unidade de galactose) de 1-3. Neste
estudo nao foi detalhado se a producédo de GOS foi realizada diretamente pela
acao do micro-organismo ou pela acao enzimatica da B-galactosidase.

Keisuke, Yoichi & Tatsuhiko (1990), com o objetivo de obter um alto
rendimento e pureza na producado de GOS, utilizaram duas reacdes enzimaticas.
A primeira enzima B-galactosidase foi produzida por Bullera singularis ou Bacillus
circulans, e uma segunda reacao pela acdo da B-galactosidase de Streptococcus
thermophilus ou Lactobacillus bulgarius, utilizando uma solucao de lactose entre
10-90% (p/v). O resultado foi a producado de uma mistura de GOS que continha
residuos de galactose, glicose e oligossacarideos com n de 1-4.

O trabalho desenvolvido por Blareau et al. (1996) mostra uma aplicacao de
um simbidtico (prebidtico + probidtico). Desta forma, os autores puderam preparar
um leite fermentado enriquecido com GOS a partir de B-galactosidase de
Streptococcus termophilus.

Hideji (1996) em sua pesquisa verificou uma alta producdo de GOS,
utilizando solugéo de lactose e sacarose e uma levedura do género Rhodotorula,
que foi capaz de realizar a reacédo de transgalactosilacao (reacao inversa que une
0 grupo galactosil aos dissacarideos lactose e sacarose). A mistura de GOS foi
centrifugada para remog¢éo das células da levedura, o sobrenadante foi submetido
a um processo de cromatografia por camada delgada de carvao ativado. A
sacarose e lactose foram eluidos com agua e etanol 10%. A fragdo contendo os
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oligossacarideos foi eluida com etanol (20-25%) que foi evaporado e
posteriormente liofilizado, obtendo assim um produto mais puro.

Gibson et al. (2007) utilizaram Bifidobacterium bifidum que produziu (-
galactosidase com atividade para producao de GOS associada com a levedura
Saccharomyces cerevisiae para posterior fermentacdo dos monossacarideos. A
mistura de oligossacarideo resultante compreendia 20 a 35% de dissacarideos
(Gal (a1-6) Gal), 20 a 35% de trissacarideos de diferentes ligacdes (Gal (f1-6)-Gal
(B1-4)-Glc e Gal (B1-3)-Gal (B1-4)-Glc), 15 a 25% de tetrassacarideos (Gal (B1-6)-
Gal (B1-6)-Gal (B1-4)-Glc) e 10 a 25% de pentassacarideos (Gal (B1-6)-Gal (B1-
6)-Gal (B1-6)-Gal (B1-4)-Glc). Neste processo, o micro-organismo utilizado foi
removido por centrifugacdo. O processamento final utilizou spray-drier para dar ao
GOS a forma em p6.

Tzortzis, Goulas & Goulas (2009), em sua invencao descobriram uma nova
B-galactosidase com atividade de transgalactosilacdo, a partir de Bifidobacterium
bifidum. Esta enzima foi capaz de converter a lactose em uma mistura de GOS
através de ligacdes B pela hidrolise das ligacoes a da lactose. A mistura péde ser
incorporada em numerosos produtos alimenticios ou alimentos para animais,
melhorando a saude intestinal, promovendo o crescimento de bifidobactérias no
intestino, e reprimindo o crescimento da microflora patogénica.

Esse estudo analisou a importancia dos GOS na industria de laticinios e de
oligossacarideos e demonstrou o forte crescimento que os GOS vém
conquistando. Os resultados de estudos relacionados com desenvolvimento de
novos processos, uso da biotecnologia e investimentos gerou uma expectativa
para um futuro promissor no uso dos GOS. Cada vez mais ha um numero
expressivo pela busca de novas tecnologias e processos envolvendo sua
producéao.

Assim, o objetivo deste trabalho foi de avaliar o estado da arte na area de

producgao biotecnolégica de galactooligossacarideos.

Introdugéo
11



2. ESCOPO

Para pesquisa nos banco de dados foram utilizadas as palavras listadas na
Tabela 1. Foram analisados banco de dados do INPI (Insituto Nacional de
Propriedade Industrial), do USPTO (United States Patent and Trademark Office),
Derwent, do EP (Espacenet) e do Japan Patent.

Foram encontradas mais de cem patentes, porém somente foi analisado um
total de 37 patentes até janeiro de 2010, pois algumas patentes foram
encontradas em mais de uma base de dados ou ndo eram relacionados com o

nosso objetivo.

Tabelal. Pesquisa por palavra-chave

Japan Patent  Derwent USPTO INPI  Espacenet

Galacto*

Galactooligo*

Galacto* and produc*
Galacto*and ferment* and oligos*

galactooligosaccharide ou galacto-
oligosaccharide

- 1

N O O Do
N N
1
N O © W

2. 1. Patentes por base de dados

W Japan Patent
O Espacenet
11 O Derwent

O USPTO

H INPI

Figura 3. Numero de Patente por Base de dados
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Foram encontradas mais de cem patentes nas bases de dados utilizadas,
com excecao do INPI, no qual sé foi encontrada uma patente pertencente ao
Reino Unido. A maioria das patentes foi encontrada nas bases Japan Patent,
Derwent e Espacenet.

As patentes encontradas (Figura 3) tém como classificagdo internacional
C12P ou C12N, ou seja, processos de fermentacdo ou processos que utilizam
enzimas para sintetizar uma composicao ou composto quimico desejado ou para
separar isbmeros oOticos de uma mistura racémica, ou micro-organismos ou

enzimas, respectivamente, encontradas na secao de quimica.

2.2. Evolucao Anual de Depdsitos de Patentes

1986 1987 1988 1990 1992 1993 1995 1996 1997 1998 2000 2001 2003 2004 2007 2008 2009

Figura 4. Evolucao anual do depdsito de patentes.

Pode-se observar na Figura 4 que o maior numero de patentes depositadas
foi em 1990. Nao foi encontrada nenhuma patente antes de 1986 que seja
relacionada com a producdo de GOS utilizando micro-organismos, mas desde
entao o deposito de patentes tém sido constante, ocorrendo um novo aumento em
2003. Isso se deve ao fato da maior aplicacdo de engenharia genética nas
pesquisas relacionadas com micro-organismos e producdo de metabdlitos.

Espera-se um aumento desse numero a partir dos préximos anos devido a estas
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mudancas que ocorreram na regulagao recentemente. Isto se faz tanto devido aos
estudos in vitro e in vivo como confirmacao dos efeitos do GOS, quanto pelo
volume de patentes a serem analisadas pelos érgaos responsaveis, além dos
critérios rigidos que se fazem necessarios para o desenvolvimento de um produto

seguro para os consumidores.

2.3. Patentes Depositadas por Pais

Japao | | 26
Coréia :| 4

Reino Unido D 2

India 7[| 1

Dinamarca D 1

Estados Unidos D 1

Franca D 1

0 5 10 15 20 25 30

Figura 5. Patentes depositadas por pais.

Dentre os paises depositantes é visivel que o Japao € o maior retentor de
patentes relacionadas com GOS, com 26 patentes, seguido da Coréia. As
pesquisas do Japao foram pioneiras nesta area, e atualmente se encontram mais

desenvolvidas e com aplicacdes tecnol6gicas de mercado (Figura 5).
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2.4. Numero de Patentes por Inventores

YAKULT HONSHA COLTD | 14
NISSHIN SETO KK | 13
AJINOMOTO CO INC | 13
MEUI ILK PROD CO LTD | 13
CLASADO INC | 12
DAINICHI SEMO KK | 12
RIY OUSHI Y OKUKE NKY UKAI | 12
PARK SUNG WON; KIM YOUNG HO [ 1
TATA CHEMICALS LTD [
MATSUTANI CHEMICAL INDUSTRIES CO LTD [ 1
SNOWBRAND MILK PROD CO LTD [T 1
YOGHURT HONSHA CO LTD ] 1
DAINIPPONINK & CHEMICALS ] 1
DAICHI SEMO KK [ 1
MORNAGA MILK INDUSTRY CO LTD [ 1
Arla foods amba 7:| 1
NIPPON OLIGO KK [ 1
ASHICHEMICAL CORP ] 1
EURODIA IND [ 1
NOVOZYMES e 1
MCDONALD [ 1
YANG AS [ 1
UNIV SUNGKYNKWAN [ 1
VALOLTD e 1
NAGOYA INDUSTRIAL SCIENCE RESEARCH INST ] 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5

Figura 6. Numero de patentes relacionadas por inventores.

Das patentes encontradas, somente 3 (8,1%) n&o foram depositadas por
industrias, mas por institutos de pesquisa ou universidade.

Como os GOS tém como grande foco a industria alimenticia, a grande
maioria das patentes registradas foram depositadas, principalmente, por industrias
de leite e derivados que utilizam fermentacdo em seus processos industriais. As
empresas mais importantes do mercado japonés retém as patentes na area de
producdo de GOS. Entre elas, a Yakult Ind. Lida foi a empresa mais

representativa, apresentando um total de 4 patentes (Figura 6).
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3. CONCLUSAO

O inicio de registro de patentes relacionados com GOS ocorreu em meados
da década de 80, no Japao, devido o maior nimero de pesquisas na area de
nutracéuticos neste pais. Apesar de pesquisas serem relatadas desde 1970, o
Ministério da Educacdo do Japado langcou, em 1984, o projeto “Analises
Sistematicas de Func¢des dos Alimentos” que foi o primeiro projeto mundial
relacionado aos efeitos dos alimentos no corpo humano como “funcional”, ou seja,
para prevenir enfermidades relacionadas com o estilo de vida. Em 1991, o termo
Food for Specified Health Uses (FOSHU) foi estabelecido, estando os GOS - e os
FOS na categoria FOSHU (Standardized), segundo a politica de Alimentos com
alegacoes funcionais — Food with Function Claims (SUMI, 2008). Por conseguinte,
0 Japao é o principal detentor de patentes para producao de GOS microbiano e as
principais empresas detentoras de patentes também sao japonesas. Ja o0s
Estados Unidos ndo tém muita producao cientifica nessa area até o momento,
situacdo que provavelmente deverdao se alterar apés a mudancga na legislacao,
licenciando os GOS como GRAS para ser aplicado em férmulas infantis.

A partir de 2003 foi observado um novo aumento no numero de patentes
até mesmo por empresas nao-japonesas devido aos avancos e a utilizacao da
engenharia genética, em pesquisas relacionadas com micro-organismos e a
producdo de metabdlitos. Vé-se também que a grande maioria das patentes foi
depositada por empresas privadas (91%).

Recentemente houve uma mudanga na regulacdo em paises como 0s
Estados Unidos, Australia e Nova Zelandia, sendo o produto comercial Vivinal
GOS, da empresa americana Friesland Foods Domo, reconhecido como GRAS
para aplicacdo em formulas infantis e em diversos produtos. Devido a sua ampla
aplicacao, este fato gerou uma expectativa para um futuro promissor no uso do
GOS e esta tendéncia continua numa demanda global com perspectivas até 2018,
como mostrado neste estudo. Juntamente com o desenvolvimento de novos

processos, uso da biotecnologia e investimentos, a demanda por GOS tendem a
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continuar. Cada vez mais ha um numero expressivo de trabalhos visando novas

tecnologias e processos envolvendo sua producao.
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CAPITULO Il

PRODUCAO DE GALACTOOLIGOSSACARIDEO EM SISTEMA DE
IMOBILIZACAO DE B-GALACTOSIDASE DE SCOPULARIOPSIS SP E
ASPERGILLUS NIGER, EM RESINA DE DEAE-CELULOSE

RESUMO

Devido a grande importancia dos prebidticos na saude, tem se intensificado
a producéao e aplicacao desses em alimentos nos ultimos anos. Os prebidticos sdo
substancias naturais ou sintéticas que nutrem o crescimento dos probiéticos, ou
seja, das bactérias intestinais benéficas como as dos géneros Bifidobacterium e
Lactobacillus. Os galactooligossacarideos (GOS) sao prebibticos produzidos por
transglicosilacdo enzimatica pela acdo da B-galactosidase. Ha grande interesse na
imobilizacdo dessa enzima em funcdo de seu custo elevado, pois 0s processos
em que é mantida imobilizada podem ser executados continuamente e oferecem a
possibilidade de reutilizacdo da mesma. Por isso, este trabalho teve como objetivo
analisar a eficiéncia do processo de producdo de GOS por enzima livre e por
enzima imobilizada. A enzima B-galactosidase foi preparada em tampao acetato
0,1 M, pH 5,0, foi adicionada a DEAE-celulose ativada, a qual foi previamente
equilibrada com tampé&o acetato 0,05 M, pH 5,0. A resina foi empacotada em uma
coluna de vidro encamisada e mantida a 60°C. GOS foi produzido a partir de uma
solucdo com concentracao inicial de 40% de lactose. A técnica utilizada para
quantificar os compostos formados foi Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). Utilizou-se pB-galactosidases produzida por Scopulariopsis sp. e
Aspergillus niger. Os maiores rendimentos de producdo de GOS foram obtidos da
B-galactosidase do Scopulariopsis sp, sendo esses de 24% para enzima
imobilizada e 30% para enzima livre. Portanto, pode-se concluir que nas
condicdes utilizadas, a producao de GOS por enzima livre foi mais eficiente em

relagdo a enzima imobilizada, devido ao maior rendimento em menos tempo.
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Outros fatores, tais como diferentes tipos de resinas e temperaturas precisam ser
estudados para se confirmar se o reaproveitamento da enzima 3-galactosidase de
Scopulariopsis sp. e Aspergillus niger utilizando técnicas de imobilizacao auxilia na
economia de residuos industriais visando a viabilidade econémica assim como o

aumento da escala do laboratério para escala industrial.

Palavras-chave: (3-galactosidase, imobilizacédo, galactooligossacarideo
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ABSTRACT

Due to the importance of prebiotics in health, production and use of these
foods has been intensified in recent years. Prebiotics are natural or synthetic
substances that nourish the growth of probiotics that are beneficial intestinal
bacteria such as Lactobacillus and  Bifidobacterium genus. The
galactooligosaccharides (GOS) are prebiotics obtained by enzymatic
transglycosylation usually the action of B-galactosidase. As this enzyme have a
ligh cost, there is a great interest in study processes in which it is kept immobilized
allowding a continuous use. Therefore, this study aimed to analyze the efficiency of
GOS production by free enzyme and immobilized enzyme. The enzyme -
galactosidase, which was prepared in 0.1 M acetate buffer, pH 5.0, was added to
activated DEAE-cellulose, which was previously equilibrated with 0.05 M acetate
buffer, pH 5.0. The resin was packed into a glass column jacketed and maintained
at 60C. GOS was produced from a lactose solution o f with initial concentration of
40%. The technique used to quantify the compounds was High Performance Liquid
Chromatography (HPLC). We used [B-galactosidase from Aspergillus niger and
Scopulariopsis sp. The highest yields of GOS production were obtained from [3-
galactosidase from Scopulariopsis sp., and these 24% for immobilized enzyme and
30% for free enzyme. Therefore, it can be concluded that under the used
conditions, GOS production using free enzyme was more efficient than the
immobilized enzyme due to the higher yield in less time. Other factors such as
different types of resins and temperatures must be studied to confirm whether the
recycling of the enzyme B-galactosidase from Scopulariopsis sp. and Aspergillus
niger using immobilization techniques helps the economy of industrial waste in

order to economic feasibility and viability of a industrial scale.

Key words: (3-galactosidase, immobilization, galactooligosaccharide
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1. INTRODUCAO

O soro de leite é o principal subproduto da industria de laticinio. Devido ao
seu elevado poder poluente e a dificuldade de sua eliminacdo, as empresas estao
buscando alternativas para o reaproveitamento dos componentes do soro,
principalmente das proteinas e da lactose, sendo que estas representam 0,7% e
70%, respectivamente, dos sélidos totais do soro de leite (CARMINATI, 2001)

Embora a lactose seja o dissacarideo mais abundante encontrado no soro,
este € pouco utilizado na industria alimenticia devido ao seu baixo poder adogante
e baixa solubilidade. Além disso, uma parcela da populacéo sofre de intolerancia a
lactose, 0 que diminui a sua absorcédo pelo organismo, causando enj6os € mal
estar. Esse fato € mais evidente em algumas racas como a negra (até 80% dos
adultos tém deficiéncia) e menos comum em outras, como a branca (20% dos
adultos) (BRANDAO, 1994; TEO, 2002).

O uso da biotecnologia através de processos enzimaticos pode resolver
esses problemas assim a lactose pode ser hidrolisada em glicose e galactose, que
sao agucares com melhores propriedades fisicas, quimicas e nutricionais.

Neste processo enzimatico envolvendo a agao da acao da P-galactosidase
sao também formadas quantidades consideraveis de oligossacarideos, como 0s
galactooligossacarideos (GOS) que atuam como prebidticos (SANTOS,
SIMIQUELI & PASTORE, 2009).

Os prebidticos sao ingredientes seletivamente fermentados por micro-
organismos prebidticos que promovem alteragbes especificas, tanto na
composi¢ao e/ou na atividade da microbiota intestinal, conferindo beneficios para
a saude e bem estar do hospedeiro (BHATIA & RANI, 2007).

Os critérios necessarios para classificar um ingrediente como prebiético
sao, a saber, resisténcia a acidez gastrica, a hidrélise enzimatica e a absorgao no
trato digestorio alto; fermentacado pela microbiota intestinal, estimulo seletivo do
crescimento e atividade das bactérias que contribuem para a saude e bem estar;
deve melhorar as condi¢cdes associadas a constipacao e a diarréia (BHATIA &
RANI, 2007, ROBERFROID, 2007). Atualmente, existem dois ingredientes
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alimentares, que seguem esses critérios analisados in vitro e in vivo, sao a inulina
e seus derivados (frutooligossacarideos) e os galactooligossacarideos (GOS)
(ROBERFROID, 2007).

Os GOS sao produzidos comercialmente a partir de uma reacao de
transgalactosilacdo da B-galactosidase a partir da lactose, que esta em equilibrio
com uma reagdo de hidrélise produzindo glicose e galactose. Devido a
concorréncia dessas duas reacdes, o rendimento do GOS é inferior a 50%
(AVALAKKI, MAHESWARAN & SARAVANAN, 2009).

Os GOS sao oligossacarideos compostos por moléculas de galactose e
molécula de glicose ligada através de ligacdes glicosidicas, sendo formados por
tri- a hexassacarideos com 2-5 unidades de galactose. Os GOS sao preconizados
como GRAS (Generally Recognized as Safe) por serem componentes do leite
materno, naturalmente encontrados na soja e ndo apresentarem toxicidade
(SANTOS, 2006). Eles sdo classificados como n&o-digeriveis, e sdo fibras
dietéticas amplamente utilizadas no mercado devido aos seus feitos nutricionais
benéficos na saude (PRUKSASRI, 2007).

Os potenciais beneficios do GOS para a saude, além de promoverem o
crescimento de Bifidobacterias, incluem (a) Protecdo contra infeccao intestinal por
inibir bactérias putrefativas, tais como Citrobacter spp. e Krebsiella spp., (b)
Inibicdo de C. perfringens na microbiota intestinal e reducdo de seus subprodutos,
tais como amoénia, aminas e indol; (c) prevencao de patogenicidade e diarréia; (d)
maior absor¢ao de calcio, magnésio e fosforo; (e) reducao dos niveis de colesterol
sérico; (f) reducao da pressao arterial; (g) um aumento da imunidade celular e de
propriedades anticarcinogénicas; (h) a producado de vitaminas B1, B2, B6, B12,
acido nicotinico e acido félico (BAKKEN, HILL Jr. & AMUNDSON, 1989; URGELL
& ORLEANS, 2001; CONESA, LOPEZ & ROS, 2007; PRUKSASRI, 2007;
SANTOS, SIMIQUELI & PASTORE 2009).

As B-galactosidases, popularmente conhecidas como lactases e
classificadas como hidrolases, sdo responsaveis por catalisar o residuo terminal

B-galactopiranosil da lactose (Gal f1-4Gic) para formar glicose e galactose. As B-
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galactosidases podem ser encontradas na natureza, distribuidas entre vegetais
(particularmente em améndoas, péssego, damasco, maga), em 6rgaos de animais
(como intestino, cérebro, testiculos, placenta) e também sao produzidas por
grande quantidade de micro-organismos, tais como fungos filamentosos, bactérias
e leveduras, sendo as leveduras e fungos as fontes preferidas desta enzima para
aplicacbes comerciais. Esta enzima tem sido usada preferencialmente na forma
livre nas industrias de laticinios em todo o mundo. Em funcdo de seu custo
relativamente elevado, tem havido grande interesse na imobilizacdo de J-
galactosidase, porém, até o momento ndo se obteve um catalisador com todas as
propriedades desejadas para uso industrial. Uma outra alternativa para a reducao
do custo de producao de GOS ¢ a utilizacdo de meios de cultura mais baratos, tais
como o soro de queijo. A maioria da lactose utilizada na industria de alimentos é
proveniente de técnicas de concentragdo e secagem do soro de queijo
(BASSETTI, 1995; SANTIAGO et al., 2004; ROBERFROID, 2007).

Na hidrolise enzimatica, a enzima pode ser utilizada de trés maneiras: em
batelada, recuperada por membrana ou imobilizada. No processo em batelada, a
enzima é mantida na forma livre, podendo ser bruta ou previamente purificada. No
processo de imobilizacdo, a enzima € mantida na forma imobilizada em um
suporte soélido. Portanto, nesse ultimo, a enzima é utilizada por um periodo maior
de tempo (AVALAKKI, MAHESWARAN & SARAVANAN, 2009).

A imobilizacdo enzimatica é a técnica que confina uma enzima com
atividade catalitica de interesse em um sistema, prevenindo assim sua migracao
para o meio, ou fase movel, onde se encontram o substrato e produto. Este
sistema, denominado biorreator, consiste da enzima fisica ou quimicamente
associada a um suporte (ROSEVEAR, 1984).

Os processos que envolvem células ou enzimas imobilizadas oferecem
certas vantagens sobre a enzima livre: (1) poder catalitico € estavel (2) as
matrizes imobilizadas podem ser recicladas, o que reduz o custo e (3) os produtos
podem ser isolados de forma simples. No entanto, a utilizacdo de enzimas
imobilizadas depende da relacdo custo-beneficio e dos fatores de viabilidade
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técnica. Em alguns processos, a extracado e a purificacdo da enzima sao etapas de
alto custo e, em alguns casos, a enzima desnatura ap6s a extracdo. Sob tais
condigbes, o uso de células imobilizadas ou co-imobilizadas tem vantagens
adicionais sobre as enzimas imobilizadas (AVALAKKI, MAHESWARAN &
SARAVANAN, 2009, VALERO, 2009).
Entretanto, o uso de células imobilizadas tem as seguintes desvantagens:
1. A matriz e 0 agente ligante deve respeitar a aprovagao regulatéria para o
uso em alimentos.
2. Estabilidade quimica das células imobilizadas em material poroso como o
vidro.
3. Restricoes a difusdo de substratos e produtos e, consequentemente, a
eficiéncia da bioconversao pode ser menor que em células livres.
4. Devido a baixa eficiéncia de conversao, separar os produtos que nao se
ligaram com o substrato e as impurezas é uma tarefa desafiadora.

Estudos relacionados ao uso de células e enzimas imobilizadas para
producdo de GOS tem tido destaque, principalmente devido a viabilidade
econbmica. Para isto, alguns procedimentos devem ser estudados, tais como
interagdo idnica, ligacdo covalente e oclusdo em géis hidrofilicos tais como
Sephadex, DEAE celulose (grupo funcional DiEtilAminoEtilo), AE celulose e
policrilamida, bem como materiais hidrofébicos como nylon, resinas fenoliticas,
silica porosa e vidro poroso (SHIN & YANG, 1998; AKIYAMA et al., 2001;
JORGENSEN, HANSEN & STOUGAARD, 2001; RABIU et al., 2001; TZORTIZ et
al., 2005).

Pastore (1982) selecionaram uma linhagem de Scopulariopsis sp., a partir
de amostras de solo brasileiro, que foi capaz de produzir elevadas quantidade de
B-galactosidase, que foi posteriormente purificada e imobilizada em coluna de
DEAE-celulose (PASTORE & PARK, 1980).

Pereira (1999) utilizou leitos de resina de troca de ions anibnica para a
concentragao e purificacdo dessa mesma enzima. As analises foram submetidas

primeiramente as operacdes de adsorcao, recuperacao em leito fixo, € uma etapa
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final de purificacdo através de filtracdo em gel. Um fator de purificacdo de 3,3
vezes para a enzima foi obtido no ensaios de adsorcdo em coluna. Programas
computacionais matematicos permitiram o céalculo de parametros de transferéncia
de massa, com base nos dados experimentais de adsor¢cdo em batelada e coluna
cromatografica.

Sawatzki (2003) desenvolveu um trabalho com objetivo de estudar a
preparacao continua de uma fracdo concentrada de GOS a partir de lactose por
reacao da B-galactosidase utilizando técnicas de ultrafiltracdo e imobilizagdo por
resina de troca i6nica. Este processo passou por varias etapas: 1) foi utilizado um
reator com a solucdo de lactose e [B-galactosidase formando uma mistura de
monossacarideos (Gal e Gli) e oligossacarideos, entre eles o0 GOS; 2) o reator era
alimentado continuamente com solucdo de lactose; 3) uma membrana de
ultrafiltracao era utilizada em circulagdo continua, resultando uma fragao contendo
lactose, monossacarideos e oligossacarideos, dividida em duas partes, a primeira
contendo os oligossacarideos, que era separado, e a outra contendo a enzima e
principalmente lactose; 4) este residual era transferido para o reator de batelada,
no processo inicial; 5) a outra fragdo era jogada numa coluna contendo resina de
troca ibnica, que separava em trés fracbes: a primeira era composta por
principalmente lactose, a segunda, principalmente GOS e a terceira de
monossacarideos. 6) 0 GOS era passado por um sistema independente para ser
concentrado.

Gaur et al. (2006) estudaram a sintese de GOS por imobilizagdo da -
galactosidase de Aspergillus oryzae. Foram comparadas as trés principais
técnicas de imobilizacdo (adsorcdo, acoplamento covalente de quitosana e
agregado de enzima em ligacao cruzada — CLEA). Foram comparadas em termos
de rendimento da preparacdo do imobilizado, caracteristica enzimatica,
estabilidade e eficiéncia na sintese de oligossacarideos. Usando como substrato
uma solucdo a 20% de lactose (p/v), a enzima imobilizada em quitosana obteve
rendimento maximo de oligossacarideos (17,3% de acucar total) quando
comparado da enzima livre (10%) em 2h a 40°C. CLEA foi escolhido pela
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eficiéncia da hidrolise de lactose, resultando em 78% de monossacaridos em 12h.
Este sistema garantiu um processo continuo de grande interesse industrial, pois o
aproveitamento da enzima é viavel ao processo, além de reduzir os indices de
contaminacgao.

Valero (2009) investigou a producao de GOS a partir de lactose utilizando
B-galactosidase de Bacillus circulans, imobilizada em resina de algodao. A enzima
foi imobilizada por adsorcao com PEI (polietilenoimina) e glutaraldeido (GA) como
agente fixador. A concentracdo da solucéao inicial de lactose foi de 40% (p/v) e
uma grande quantidade de enzima (250 mg/g de suporte) foi utilizada, resultando
em 35% de rendimento. A producdo maxima de GOS foi 60% de conversado de
lactose, com 400 g/L de lactose em pH 6,0 e 45C. A enzima imobilizada mostrou
a mesma cinética em relacao a enzima livre na producao de GOS, indicando que
nao houve limitacdo de difusdo na resina de algodao. Neste trabalho, o pH da
solucdo afetou a taxa de reagado da producédo de GOS, sendo fixado em pH 6,0 a
producao 6tima. A meia-vida da enzima imobilizada em resina de algodao foi 693
h a 45C.

Este mesmo pesquisador (VALERO, 2009) realizou outro estudo de
imobilizacdo da B-galactosidase de Aspergillus oryzae e Bacillus circulans para
producédo de GOS, que consistiu em dois reatores sequenciais encamisados para
controle de temperatura, sobre resina de algoddao. O processo continuo foi
estudado por 10 dias com inicial de lactose 400g/L, obtendo-se uma producéo de
GOS maximo de 25% (p/v) e 40% (p/v) e B-galactosidase de A. oryzae e B.
circulans, respectivamente. A produtividade do reator foi 4.300 g/L/h para lactase
de A.oryzae e 180 g/L/h para lactase de B. circulans na carga enzimatica de 250
mg/g de resina. Esta produtividade de GOS foi verificada pelo processo de
imobilizagdo das enzimas de A. oryzae e B. circulans em sequiéncia.

Atualmente, numa industria, além da qualidade, os aspectos econémicos
sao de extrema importancia, tanto por razées econdmicas quanto por razdes

éticas e ambientais. Portanto, a busca por condicoes ideais de producao de GOS
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se faz muito importante e necesséria para o constante crescimento do mercado de
ingredientes funcionais, como o de prebidticos, entre eles, o GOS.

Em vista disso, esse trabalho teve como objetivo analisar a eficiéncia do
processo de producao de GOS por enzima livre e por enzima imobilizada em
DEAE-celulose, utilizando B-galactosidases de Scopulariopsis sp. € Aspergillus
niger.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1.1. Micro-organismos utilizados

Foram utilizados como fonte da enzima [-galactosidase os micro-
organismos Scopulariopsis sp. e Aspergillus niger, linhagens pertencentes ao
Laboratério de Bioaromas da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
UNICAMP (Pastore, 1982).

2.1.2. Producao do inéculo

Os micro-organismos foram cultivados em tubo com Agar PDA inclinado por
7 dias a 30C. Ap6s o periodo de incubacao, foram adicionados a cada um dos
tubos de cultivo 10 mL de agua estéril. A superficie do meio de cultura foi
levemente raspada com alca de platina estéril, para a liberacdo dos esporos, que

posteriormente foi transferido para o meio da fermentagao semi-soélida.

2.1.3. Preparo do extrato enzimatico

Os micro-organismos foram cultivados em fermentagdo semi-sélida em
meio contendo farelo de trigo e agua na propor¢do de 1:1 (p/v). Um mL da
suspenséo de esporos foi adicionada em frasco Erlenmeyer de 500 mL, contendo
20g de substrato previamente esterilizado a 121C por 20 minutos. Apds a
incubacao a 30T por 7 dias, foi adicionado 100 mL de 4gua destilada. O meio foi
triturado com bastao de vidro para a liberacdo das enzimas. Apés a filtragcdo desse
material, foi obtido o extrato enzimatico bruto.

Para a obtencdo da B-galactosidase, adicionou-se ao filtrado etanol 70%
resfriado a 8C. Esse extrato alcodlico permaneceu em repouso a 5°C overnight.
Posteriormente foi retirado o sobrenadante e o precipitado foi centrifugado por 10
minutos a 10.000 rpm, utilizando o precipitado e desprezando o sobrenadante. As
enzimas foram liofilizadas, acondicionadas em frascos adequados e congeladas.
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2.2. Enzima livre
2.2.1. Atividade enzimatica

A atividade enzimatica bruta da [B-galactosidase foi determinada pela
incubagdo da mistura de 0,2 mL da solucdo enzimatica (1mg/mL) e 0,8 mL de
0,25% de o-nitrofenol B-D-galactopiranosideo (ONPG) em tampao acetato 0.1M,
pH 5.0 a 60°C por 15 minutos. A reacao foi paralisada com 1 mL de carbonato de
sodio a 10%. O produto da reagdo enzimatica € o croméforo o-nitrofenol (ONP)
que tem cor amarela e foi medido espectrofotometricamente a 420 nm. Uma
unidade de atividade de B-galactosidase foi definida como a quantidade de enzima
que libera 1 ymol de o-nitrofenol por minuto, segundo metodologia adaptada de
Santos (2006).

2.2.2. Producao de Galactooligossacarideo

A producdo de galactooligossacarideos foi realizada sob agitacdo
constante, utilizando uma solugao enzimatica, com concentragcao de 10 U/mL em
solucdo de lactose a 40% (p/v), preparada em tampao acetato de sédio 0,1 M, pH
5,0. Essa mistura foi incubada a 45°C por 24 horas. A reacgdo foi paralisada em
banho fervente, por 10 minutos e as amostras foram analisadas quantitativamente
por CLAE (item 2.4.1.2).

2.3. Imobilizacao enzimatica
2.3.1. Preparo da resina DEAE-celulose

Foi utilizada DEAE-celulose poro 30-60, obtida da Sigma, cddigo D-8382.
Quatorze gramas de DEAE-celulose foram lavados, ativados e equilibrados com
tampao acetato 0,05 M, pH 5.0. Dois gramas de B-galactosidase foi diluido em
100 ml de tampao acetato, pH 5.0 e centrifugada para remocado dos materiais
insollveis, para a primeira imobilizacdo e trés gramas foi utilizada na segunda. O
aumento da enzima teve como objetivo avaliar se a quantidade de enzima
utilizada era diretamente proporcional ao rendimento na producao de GOS. A
quantidade de proteina foi medida pelo Método de Bradford (BRADFORD, 1976).
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A solugdo de enzima foi adicionada a DEAE-celulose ativada e essa
mistura permaneceu overnight a 4°C. A DEAE-celulose com a enzima imobilizada
foi cuidadosamente lavada com tampao acetato. Como agente fixador, foi utilizado
glutaraldeido (concentracao final de 2,5%), com agitacao ocasional a cada 2 horas
(PASTORE & PARK, 1980).

2.3.2. Atividade enzimatica da resina DEAE-celulose

A atividade enzimatica da B-galactosidase foi determinada pela incubagao
da mistura de 1 g de enzima bruta imobilizada ativada em 4 mL de 0,25% de o-
nitrofenol-B-D-galactopiranosideo (ONPG) em tampéo acetato 0.1M, pH 5.0 a
60°C por 15 minutos. Uma unidade de atividade de [-galactosidase foi definida
como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de ONP por minuto sob estas

condicoes.

2.3.3. Determinacao de proteinas totais

A determinacdo de proteinas totais contidas na resina com a enzima
imobilizada foi realizada de acordo com Bradford (1976). Este método foi
estipulado para estabelecer a quantidade equivalente de [(-galactosidase
imobilizada na resina de DEAE-celulose, dando maior seguranca no resultado

quanto a reagao de transgalactosilacdo e consequentemente a producao de GOS.

2.4. Producao de Galactooligossacarideo

A resina com a enzima imobilizada foi empacotada em uma coluna de vidro
encamisada (30 cm de comprimento por 3 cm de diametro). A solucao de lactose
40% foi colocada na coluna a um baixo fluxo. Esse sistema foi mantido a uma
temperatura controlada de 60°C. Um mililitro da amostra foi colhido a cada
passagem da lactose para posterior analise quantitativa, calculado pelo volume da

coluna.
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Foi avaliado o tempo de atividade 6tima da enzima para a producao de
GOS e a quantidade de vezes que a mesma solucao foi passada continuamente

até a producao 6tima de GOS.

2.4.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os produtos obtidos pela sintese da enzima foram analisados por CLAE,
utiizando um cromatégrafo liquido Waters, coluna KS 801 (300 X 7,8mm),
detector Differential Refractometer Waters 410. Nesta andlise foi utilizada agua
ultra pura como solvente a um fluxo de 0,5 mL/min a 70°C e aplicados 20 uL das
amostras e das solucbes padrées, preparadas a 10 % (p/v). Os carboidratos foram
detectados pelo indice de refragédo e identificados por comparagao com o tempo
de retencdo dos padrbes de glicose, galactose, lactose e 4’galactosil-lactose
(tetrassacarideo), segundo metodologia adaptada descrita por Santos (2006).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Crescimento dos micro-oganismos

As linhagens de Scopulariopsis sp. e Aspergillus niger tiveram um bom
crescimento no meio semi-sélido composto de farelo de trigo e agua na proporcao
de 1:1 (p/v). Sendo este meio considerado um substrato de grande interesse para
cultivo de fungos por ser um subproduto da industria de alimentos, com baixo
valor agregado. A quantidade de B-galactosidase produzida foi de
aproximadamente de 2g e 1g, para cada 200g de substrato semi-sélido para
Scopulariopsis sp. e Aspergillus niger, respectivamente.

3.2. Enzima Livre
3.2.1. Atividade enzimatica

Os valores da atividade enzimatica das B-galactosidases obtidas pelos
micro-organismos estéo citados na Tabela 1. Foram feitas medidas das atividades
enzimaticas das duas linhagens de cada micro-organismo, as quais foram
determinadas como descrito no item 2.2.1, utilizando o substrato ONP em

diferentes concentragdes como curva padrao.

Tabela 1: Atividade da Enzima B-galactosidase bruta

Amostra Atividade enzimatica (umol/min/mg ONP)
12 Imobilizacao* 22 Imobilizacao**
Aspergillus niger 6,1 2,9
Scopulariopsis sp. 28,23 151,62

*Atividade enzimatica inicial antes da 12 imobilizagao;
**Atividade enzimatica inicial antes da 22 imobilizagao.

Verificamos, por meio dos dados apresentados na Tabela 1, que a atividade
enzimatica inicial de cada micro-organismo, sdo bem diferentes. E visivel que a
atividade da B-galactosidase a partir do Scopulariopsis sp. € maior em relacao ao
Aspergillus niger, tanto na primeira quanto na segunda imobiliza¢do. Esses dados

foram relevantes para calcular o rendimento na producdo de GOS,
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comparativamente entre as duas enzimas, bem como, avaliar a estabilidade de

cada uma na resina de DEAE-celulose e a capacidade de imobilizacao.

3.3. Imobilizacao Enzimatica
3.3.1. Atividade enzimatica

Na Tabela 2 encontram-se os valores da atividade enzimdtica da resina
imobilizada por B-galactosidases obtidas pelos micro-organismos Scopulariopsis
sp. e Aspergillus niger. A atividade enzimatica foi medida antes e depois do

processo de imobilizagao.

Tabela 2: Atividade Enzimatica da resina imobilizada com B-galactosidase,
no processo inicial e final da imobilizacao

Amostra Atividade enzimatica Atividade enzimatica
inicial (umol/min/mg ONP) final (umol/min/mg ONP)
Scopulariopsis sp 127,5 60,7
Aspergillus niger 8,3 0,9

Foram adicionadas a resina 2 e 3 gramas de [-galactosidase de
Scopulariopsis sp. e Aspergillus niger, respectivamente. Baseamos na pesquisa
desenvolvida por Pastore & Park (1980), que utilizaram duas gramas desta
mesma enzima. Com o objetivo de avaliar o rendimento de GOS, foi realizada
uma segunda imobilizagdo, aumentando a quantidade de enzima.

Da Tabela 2, pode se concluir que mesmo a 60°C, no final do processo de
imobilizagcao, a B-galactosidases de Scopulariopsis sp. perdeu apenas 50% da sua
atividade enzimatica e seu poder de transgalactosilacdo, enquanto que, a enzima
do Aspergillus niger perdeu quase toda atividade enzimatica. Portanto, o processo
de imobilizagdo poderia continuar, mas este teve que ser interrompido devido a
formacgao de rachaduras e bolhas e perdas de amostra durante o processo, o que
impossibilitou a manutencdo de um fluxo constante e viavel em todas as
imobilizagdes. A atividade da enzima imobilizada na resina DEAE-celulose foi

medida a cada 5 corridas ao longo do processo de imobilizacao e verificou-se que,
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para a B-galactosidases de Scopulariopsis sp., a perda foi pequena ao longo dos
15 dias de producdo e so6 foi interrompida devido a formacdo de caminhos
(rachaduras), que interferiram na producao de GOS. O que poderia ter sido
evitado num processo continuo, unindo varias colunas. Porém estes testes sao
inéditos para os micro-organismos utilizados e outros parametros precisam ser

avaliados futuramente.

3.3.2. Determinacao de proteinas totais pelo Método de Bradford

A equacao utilizada para a determinacdo de proteinas totais foi Abs =
0,0151 + 0,0101, com R? = 0,9066 e absorbancia medida no comprimento de onda
595 nm. Na Tabela 3 encontra-se a quantidade de proteinas totais por ml de

resina.

Tabela 3: Quantidade de proteinas totais

Amostra pg/proteina/ml de resina
Scopulariopsis sp 171,98
Aspergillus niger 200,98

Logo, pode-se concluir a partir da tabela 3, que o processo de fixagdo da
enzima na resina foi realizado com sucesso, pois grande quantidade de proteina
detectada na resina pelo método de Bradford eram as enzimas estudadas, -
galactosidase de Scopulariopsis sp e Aspergillus niger, de acordo com a curva
padrao de cada enzima.

3.4. Producao de Galactooligossacarideo por enzima imobilizada

Foi utilizado o dobro do volume da solucéao de lactose 40% em relacao ao
volume da coluna contendo a resina imobilizada, cerca de 150 mL, segundo
céalculo do didmetro da coluna. Isto foi realizado para garantir a continuidade da
imobilizacéo, evitando a secagem da resina imobilizada, que poderia interferir nos

resultados.
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A concentracao inicial de lactose € um dos fatores mais importante, além
da quantidade e fonte da enzima, que afeta a formacdo de GOS. Em baixas
concentracbes de lactose, a reacdo de hidrélise € dominante, enquanto a
formacao de GOS predomina em altas concentragdes de lactose (ALBAYRAK &
YANG, 2002).

Com o intuito de verificar se a quantidade de enzima utilizada era
diretamente proporcional ao rendimento de producdo de GOS no processo de
imobilizacédo, optou-se por aumentar a quantidade de enzima utilizada no segundo
experimento de imobilizagdo, sendo que na primeira imobiliza¢do foi adicionado a
resina 2 gramas de enzima, e na segunda imobilizacado foi adicionado a resina 3

gramas de enzima.

3.5. Anadlise dos produtos formados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

A quantidade de galactooligossacarideos presente na amostra foi calculada
exclusivamente pela hidrélise da lactose, considerando a amostra inicial (40%
p/v). A coluna utilizada para essa metodologia (item 2.4.1.2) tem como principio a
separacao dos carboidratos por peso molecular. As amostras que foram positivas
para a producao de GOS continham 5 picos cromatograficos, 3 foram identificados
e quantificados pelos padrdes lactose, galactose e glicose, € 0os outros dois foram
considerados tri- e tetrassacarideo (4’galactosil-lactose) devido ao peso molecular
e ao tempo de retencado, comparado com o padrao.

Foi considerada aproximadamente zero a quantidade de carboidratos que
nao apresentaram pico de tamanho consideravel, porém, isso nao significa que
nao havia monossacarideos e GOS na amostra, mas pode ser que a quantidade
nao foi suficiente para ser detectada pelo detector Differential Refractometer
Waters 410, ndo gerando, portanto, picos de tamanhos relevantes. O detector
utilizado detecta os diferentes compostos através de alteragdes no indice de
refracao da fase movel e separagao pela coluna, sendo, portanto, menos sensivel

Resultados e Discussao
43



que o detector de diodo. Os picos considerados nos calculos eram no minimo 3
vezes maior que o ruido da linha de base.

As Tabelas 4 e 5 mostram a taxa de conversdo da lactose e o rendimento
de GOS, em porcentagem, por acao da enzima livre e por enzima imobilizada,
respectivamente, a partir da solucao de lactose 40% (p/v).

Os célculos da taxa de conversao da lactose e do rendimento da producao
de oligossacarideos foram feito de acordo com Jung & Lee (2008), segundo as
equacdes 1 e 2, respectivamente.

Taxa de conversao = (Area da lactose inicial — Area da lactose final)*100  (Equag&o 1)
da lactose (%) Area da lactose inicial

Rendimento da produgéo de GOS (%) = Are,a dos oligossacarideos * 100 (Equacao 2)
Area da lactose inicial

Tabela 4: Producao de GOS pela enzima livre

Taxa de conversao Rendimento
Amostra

da lactose (%) (GOS) (%)
Aspergillus niger (12)’ 26,69 20,62
Aspergillus niger (22) 13,16 4,17
Scopulariopsis sp. (12)° 47,37 29,98
Scopulariopsis sp. (22)* 38,29 28,65

"“Dados da primeira e segunda imobilizagao pelo micro-organismo Aspergillus
niger. **Dados da primeira e segunda imobilizacido pelo micro-organismo
Scopulariopsis sp.

A enzima produzida pelo micro-organismo Scopulariopsis sp. teve maior
poder de transgalactosilacdo e producao de GOS quando comparada com a
enzima produzida por Aspergillus niger (Tabela 4), como esperado pela
determinacao da atividade (Tabela 1).

A producao de GOS, em geral, foi crescente com relagdo ao numero de

ciclos que a amostra passou sobre a resina com enzima imobilizada na coluna,
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como ilustrado na Figura 1. A Figura 2 mostra os cromatogramas das aliquotas
coletadas ao longo do processo de conversao de lactose em GOS e apresentam a
reducdo na concentracdo de lactose e o aumento na concentracdo de GOS,
acompanhando o tempo, que ilustra esta acao.
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FIGURA 1: Rendimento da imobilizagao
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Figura 2: Cromatogramas obtidos por CLAE de amostras da 1°¢ imobilizacdo da enzima do
Scopulariopsis sp em diferentes tempos.
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Como a técnica de imobilizacao de B-galactosidase de Scopulariopsis sp.
foi pouco testada para a producao de GOS por enzima imobilizada, optou-se neste
estudo pela passagem de fluxo por gravidade. Dessa forma, o substrato ficou em
contato com a enzima imobilizada por mais tempo a fim de favorecer a reacao de
transgalactosilacdo, em funcdo do contato do substrato com a enzima [-
galactosidase por mais tempo. Por isso, a variavel fluxo ndo foi parametro
analisado na eficiéncia do processo de producao de GOS por enzima imobilizada.

Como foi verificado na cinética de producdo de GOS por Santos (2006),
percebe-se que a formagdo de GOS ocorre no inicio da reacédo, o que pode ser
verificado através da diminuicdo do teor da lactose inicial.

Com a reacéao continua, a quantidade de glicose e galactose aumenta e a
quantidade de GOS estabiliza-se ou diminui. Por isso, h4 um incentivo para
utilizagdo da imobilizagdo associada a um método concomitante de purificagao,
seja através da nanofiltracdo ou ultrafiltracdo para a retirada dos
monossacarideos. (VALERO, 2009)

Ha controvérsias sobre até que ponto isso seja importante, pois mesmo a
lactose estando presente em maior quantidade juntamente com a glicose e
galactose, os produtos industrialmente disponiveis sdo amplamente utilizados,
havendo apenas algumas restricdes em relagdo aos intolerantes a lactose. Como
exemplos disso, podemos destacar produtos disponiveis no mercado tais como
oligomate 55, com estrutura a-Glu-(1—4)-[B-Gal-(1—6)]>.4 contém 55% GOS e
glicose, galactose e lactose, que compdem 45% do restante (RABIU et al.; 2001),
vivinal GOS comercial (Vivinal; Barculo Domo, Zwolle, Holanda), contendo
aproximadamente 45% GOS, 15% lactose e 14% glicose (ANTHONY,
MERRIMAN & HEIMBACH, 2006). O GOS produzido no laboratério de Bioaromas
utilizando B-galactosidase dos fungos Scopulariopsis sp. € Aspergillus niger, tem
uma composi¢do similar aos produtos comerciais, conferindo em média: 28% de

tri e tetrassacarideos, e o restante de lactose, glicose e galactose.
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4. CONCLUSAO

Comparando-se a producdo de GOS por enzima livre e por enzima
imobilizada, pode-se concluir que a producao de GOS por enzima livre, nas
condi¢cdes utilizadas foi mais eficiente, por ter obtido um rendimento maior em
menos tempo, devemos levar em consideracao também a estabilidade da enzima,
embora a producgédo tenha sido menor na imobilizacédo, a estabilidade da enzima
permaneceu sem afetar consideravelmente a atividade enzimatica.

O maior rendimento de producéao de GOS por enzima livre foi obtido através
da B-galactosidase do Scopulariopsis sp, atingindo rendimento cerca de 30%, em
12h.

O maior rendimento de producao de GOS por enzima imobilizada foi obtido
com a enzima B-galactosidase do Scopulariopsis sp, sendo esse ho maximo de
24%, em 15 dias de producéo.

Sugere-se que a imobilizacdo seja feita com no minimo duas colunas em
sequéncia para que 0 processo seja continuo; desta forma poderia evitar perdas
de amostra e aumentar o rendimento da imobilizacdo da enzima (3-galactosidase.

Devido ao fato desta pesquisa ser inédita com os micro-organismos
utilizados, a influéncia de alguns parametros, tais como diferentes tipos de
resinas, tamanho da coluna, diferentes temperaturas, entre outros precisam ser
estudados mais detalhadamente. Isso se faz necessario para confirmar a hipétese
de que o reaproveitamento da enzima ajuda na economia de residuos e no
aumento da escala do laboratério para escala industrial.

O uso da imobilizagdo, mesmo em escala industrial, pode significar
economia, pois a quantidade de enzima usada € menor, e 0 rendimento, em
condicbes adequadas, pode ser maior. Mas, para que isso se realize, ha

necessidade de investimento em pesquisa e desenvolvimento nesse setor.
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CAPITULO Il

EFEITO DO GALACTOOLIGOSSACARIDEO SOBRE A PROLIFERACAO DE
CITOCINAS E ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE CULTURA DE CELULAS
TUMORAIS HUMANAS /N VITRO.

RESUMO

A microbiota intestinal desempenha um importante papel na saude humana
€ sua associacao com o sistema imune representa uma primeira linha de defesa
contra varios patdgenos potenciais. Estudos revelam que prebidticos, como os
galactoligossacarideos (GOS) sao benéficos por agirem na microbiota intestinal
aumentando as bifidobactérias e diminuindo os metabdlitos tdéxicos gerados por
bactérias deterioradoras. O objetivo desse estudo foi investigar se os GOS,
obtidos de [-galactosidase de Scopulariopsis sp., poderiam influenciar
diretamente no sistema imune na producao de citocinas em linhagens de células
tumorais e avaliar sua atividade antiproliferativa. Para isso, foi realizado ensaio de
atividade antiproliferativa com concentracées distintas de GOS (0,25; 2,5; 25 e
250 pg/mL) em nove linhagens de células tumorais humanas. Como controles
positivos foram utilizados fitohemaglutinina (PHA, estimulante da producédo de
citocinas, 3,75 pg/mL) e Doxorrubicina (quimioterapico, atividade antiproliferativa,
0,025; 0,25; 2,5 e 25 ug/mL). ApGs 48h, a producao da citocina IFN-y foi avaliada
no sobrenadante e o crescimento celular foi avaliado pela dosagem de proteinas
com sulforrodamina B. Os resultados obtidos indicam que GOS e a mistura
GOS+PHA néao apresentam atividade antiproliferativa, nao interferindo no
crescimento celular, exceto para a linhagem HT-29 (adenocarcinoma de célon).
Para esta linhagem, tanto GOS quanto a mistura GOS+PHA promoveram uma
ligeira reducdo no crescimento celular, concentracdo dependente, porém nao
foram capazes de reduzir em pelo menos 50% esse crescimento. Em relacéo a
producédo de citocina, observamos que a concentracdo de IFN-y ndo se alterou em

nenhuma das linhagens testadas, indicando que ndo houve estimulo a producao
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dessa citocina. Portanto, os resultados obtidos indicam que GOS nédo apresenta
atividade antiproliferativa e nao interfere na producdo de IFN-y sugerindo que os

efeitos benéficos destes prebidticos seguem outros mecanismos de acao.

Palavras-chave: Atividade antiproliferativa, Galactooligossacarideo,
Scopulariopsis sp., Citocinas
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ABSTRACT

Intestinal microbiota plays an important role in human health and its
association with native immune system represents a first line of defense against
several potential pathogens. Studies have shown that prebiotics, such as
galactoligossacarideos (GOS), are beneficial for acting in intestinal microbiota by
increasing bifidobacteria and decreasing toxic metabolites generated by spoilage
bacteria. The aim of this study was to investigate whether the GOS obtained from
B-galactosidase from Scopulariopsis sp. could directly influence the immune
system through cytokines production in cancer cell lines and evaluate their
antiproliferative activity. For this trial activity antiproliferative was evaluated with
different concentrations of GOS (0.25, 2.5, 25 and 250 pyg/mL) in nine human
tumor cell lines. As positive controls were used phytohemagglutinin (PHA,
stimulating cytokine production, 3.75 ug/mL) and doxorubicin (chemotherapeutic,
antiproliferative activity, 0.025, 0.25, 2.5 and 25 pg/mL). After 48 hours, the
production of the cytokine IFN-y was evaluated in supernatants and cell growth
was assessed by measuring levels of proteins with sulphorrodamine B. The results
indicate that GOS and GOS + PHA mixture does not exhibit antiproliferative
activity, except for line HT-29 (colon adenocarcinoma). For this cell line, both GOS
and GOS + PHA mixture promoted a slight reduction in cell growth, in a
concentration dependent manner, but were not able to reduce at least 50% growth.
Regarding cytokine production, we observed that the concentration of IFN-y was
not altered in any of the tested cell line, indicating that there was no stimulation of
cytokines production. Therefore, the results indicate that GOS does not exhibit
antiproliferative activity and does not interfere with the production of IFN-y
suggesting that beneficial effects of this prebiotic follow other mechanisms of

action.

Key words: Galactooligosaccharide, Scopulariopsis sp., Cytokine
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1. INTRODUCAO

A microbiota intestinal, por exercer importantes funcées metabdlicas, como
fermentacao de fibras nao digeriveis, producdo de vitamina K e estimulo ao
desenvolvimento do sistema imune, desempenha um importante papel na saude
humana contribuindo para a nutricdo do hospedeiro e para a formacédo de uma
barreira contra a colonizacdo de patégenos (PENDERS et al., 2006; SHADID et
al., 2007).

Uma microbiota intestinal saudavel e o sistema imune associado a mucosa
intestinal (GALT, gut-associated lymphoid tissue) representam a primeira linha de
defesa do organismo contra varios patdogenos potenciais. A microbiota é
responsavel pela ativacdo da imunidade inespecifica e da resposta imune
humoral, além de modular as reagdes de hipersensibilidade. No GALT ocorrem o
reconhecimento e a apresentacao do antigeno para a construcdo de uma resposta
imune, seja para desenvolver protecdo, tolerdncia ou doenca (GIBSON, 1999,
FANARO, SACCOMANDI & VIGI, 2003).

As pesquisas tornaram clara a importancia da microbiota intestinal na
saude humana desde o nascimento. Disturbios ocorridos precedem o
desenvolvimento de algumas doengcas como as alergias, distarbios
gastrointestinais e colicas em recém nascidos. Além disso, logo apés o
nascimento, a microbiota desempenha importante papel no desenvolvimento do
sistema imune que refletird ao longo de toda a vida. Alguns alimentos, como os
prebidticos e probidticos, contribuem para o estabelecimento desta microbiota. Os
probidticos, por exemplo, sdo micro-organismos vivos, que quando administrados
em quantidades adequadas, conferem beneficios a salde do hospedeiro
(TZORTZIS et al, 2005). Esses micro-organismos desempenham funcgao
imunoldgica ativando os macréfagos e linfécitos (SANCHES, 2004). Além disso,
Menten (2001) relatou que a utilizacao de probidticos, principalmente dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, induz o aumento da producdo de anticorpos, a

proliferacdo de células T e a producao de citocinas como Interferons. Segundo
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Sanches (2004), Bacillus sp. também podem aumentar a ativagao de macréfagos
e células T e induzir aumento dos niveis séricos de Interferons. Utiyama (2004) e
Silva (2006) citaram que Bacillus subtilis, quando utilizado em humanos e animais,
promove aumento da secrecdo de imunoglobulina A.

Quanto aos prebidticos, estes oligossacarideos sao nao digeriveis que
beneficiam o hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/ou a
atividade das bactérias residentes no célon intestinal (CRITTENDEN & PLAYNE,
1996; ROBERFROID, 2007). Ao estimular o crescimento das bactérias probidticas
produtoras de acido latico, os prebidticos estdo indiretamente atuando de forma
benéfica sobre o sistema imune do hospedeiro. Pois estas populacdes bacterianas
produzem substancias (lipopolissacarideos, peptideoglicanas e acidos
lipoteicdicos) que estimulam o sistema imune a produzir citocinas, proliferagéo de
células mononucleares e inducdo da sintese de grandes quantidades de
imunoglobulinas (lgs), principalmente IgA pela mucosa intestinal, fazendo com que
os agentes patogénicos se tornem vulneraveis (CLOSE, 2000; SILVA &
NORNBERG, 2003; BARROS, 2007).

Citocina é um termo genérico empregado para designar um extenso grupo
de moléculas envolvidas na emissdo de sinais entre as células durante o
desencadeamento das respostas imunes. Constituem um grupo de fatores
extracelulares que podem ser produzidos por diversas células, como mondcitos,
macréfagos, linfécitos entre outras. Todas as citocinas sao pequenas proteinas ou
peptideos, algumas contendo moléculas de acucares (glicoproteinas). As
diferentes citocinas podem ser enquadradas em diversas categorias a saber,
Interferons (IFN), interleucinas (IL), fator estimulador de colénias (CSF), fator de
necrose tumoral (TNFa e TNFpB), e fator de transformacgao de crescimento (TGF B)
(CALICH & VAZ, 2003).

Atualmente, os prebidticos mais utilizados pelas industrias de alimentos e
estudos in vitro e in vivo sao os frutanos do tipo inulina, seus derivados e
galactooligossacarideo (GOS), que possuem manufatura relativamente de baixo
custo, podem ser extraidos de plantas (inulina) e, além disso, sdo valiosos
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ingredientes funcionais com o potencial de melhorar as propriedades sensoriais
dos alimentos. (MACFARLANE, MACFARLANE & CUMMINGS, 2006).

Os GOS consistem essencialmente por unidades de galactose ligadas a
lactose, por meio de ligacdes glicosidicas de configuragdo B, as quais nao sao
digeridas pelas enzimas digestivas gastrointestinais humanas que sao
principalmente especificas para as ligagdes a. Assim os GOS s&o resistentes a
digestdo e absorcdo no intestino atingindo o cdélon, onde sao fermentados,
promovendo um aumento das bifidobactérias e reducdo das bactérias
deterioradoras, ocasionando uma reducdo de metabdlitos tdxicos (MODLER,
1994; TOMOMATSU, 1994; SAKO, MATSUMOTO & TANAKA, 1999).

Os GOS sao formados a partir de lactose por uma reacdo de
transgalactosilacdo da B-galactosidase. Esta enzima é alvo de muitos estudos, é
encontrada em plantas e 6rgdos de animais, além de ser produzida por uma
grande quantidade de micro-organismos, como o fungo Scopulariopsis sp. Este
fungo foi isolado de solo brasileiro e selecionado como maior produtor de -
galactosidase entre os 1067 micro-organismos estudados por Pastore & Park
(1979).

Os GOS ja sao amplamente produzidos em no Japao e, em paises
desenvolvidos como Estados Unidos e Unido Européia, a sua adicao em produtos
destinados a alimentacgao infantil, visando suas propriedades funcionais, é politica
publica. Além disso, dietas alimentares especiais contendo prebibticos, tém sido
propostas como um tratamento alternativo ou complementar ao tratamento
convencional de cancer a partir de evidéncias que muitos nutrientes parecem ter
uma atividade antitumoral, inibindo o desenvolvimento de cancer invasivo por
prevenir 0 inicio da carcinogénese ou por parar ou reverter o processo de
progressao do tumor. Como mostram estudos in vivo, a suplementacao diaria de
inulina enriquecida com oligofrutose, em ratos, resultou em modificagbes na
carcinogénese e no estimulo ao GALT pelo aumento na concentragao de IgA-s e
da producao de IL-10 e IFN-y nas placas de Peyer. Esses resultados sugerem que
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os prebibticos e seus metabdlitos estimulam o GALT (JYONOUCHI et al., 2000;
ROLLER, RECHKEMMER & WATZL, 2004).

Existe também uma grande procura por parte dos pacientes portadores de
tumores malignos por tratamentos alternativos ou complementares visto que o
tratamento convencional nem sempre é tao eficaz quanto esperado. Além disso,
opcbes terapéuticas convencionais geralmente estdo associadas a efeitos
colaterais significativos, baixas a moderadas chances de sobrevida a longo prazo
e controle da doenca. Estudos epidemiolégicos de tratamentos alternativos em
doentes oncoldgicos relatam que até 50% dos entrevistados fazem uso de
terapias nao convencionais e as dietas especiais estdo entre as mais
freqientemente usadas (YOUNES, 2003).

A fim de avaliar se uma substancia ou mistura de, interfere na proliferacao
celular, uma estratégia a ser empregada € a triagem in vitro em cultura de células.
Isso por causa de sua rapidez, simplicidade e custo relativamente baixo com boas
perspectivas de atividade clinica (SCHWARTSMANN, WINOGRAD & PINEDO,
1988; VASCONCELLQS, 2008).

Como exemplos, pode-se citar a avaliacdo de atividade antiproliferativa de
extratos ricos em violaceina, obtidos a partir de cultura de Chomobacterium
violaceum, e que apresentaram seletividade para as linhagens de ovario resistente
a multiplos farmacos (NCI-ADR/RES) e melanoma (UACC-62) (MENDES, 2002).
Outro exemplo interessante foi a identificagdo dos compostos responsaveis pela
atividade antiproliferativa Potomorphe umbelata (SACOMAN et al., 2008). Neste
estudo, os autores identificaram que uma fracdo rica em derivados do acido
oxalico seria responsavel pela inducdo de morte celular por apoptose nas
linhagens UACC-62 (melanoma), OVCAR-3 (ovario) e NCI-ADR/RES (ovario
resistente) enquanto a fracao rica em esterdides e triterpenos era responsavel
pela inducao de apoptose nas linhagens UACC-62 (melanoma), OVCAR-3 (ovario)
e 786-0 (rim) (SACOMAN, 2007).

Quanto ao uso de prebidticos, Gibson et al. (2007) avaliou em estudo in

vitro, a aderéncia das linhagens Escherichia coli e Salmonella typhimurium
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nutridas com GOS, na célula HT 29 (adenocarcinoma de cdlon), concluindo-se
que esta mistura de oligossacarideo (GOS) nao é toxica para as células HT29.

Porém, por enquanto, pouco se sabe sobre os efeitos dos
galactooligossacarideos na producao, ativacdo e maturagcdo de citocinas em
linhagens de células tumorais. Com isso, esse trabalho teve como objetivo avaliar
se 0os GOS podem influenciar diretamente a proliferacdo de células tumorais,
assim como a producgao de Interferon gamma (IFN-y).
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Producao da Enzima B-galactosidase
2.1.1. Micro-organismo utilizado

Como fonte da enzima B-galactosidase, foi utilizado o fungo Scopulariopsis
sp. isolado por Pastore & Park (1979), depositado na American Type Culture
Collection (ATCC) - Estados Unidos, sob o numero 44206.

2.1.2. Producao do inéculo

Os micro-organismos foram cultivados em tubo com Agar PDA inclinado por
7 dias a 30C. Apés a incubacgéao, foram adicionados a cada tubo de cultivo 10mL
de agua destilada e estéril. A superficie do meio de cultura foi levemente raspada
com alca de platina estéril, para liberacado dos esporos, até obtencdo de uma
suspensao de densidade celular igual a 102 esporos/mL (PASTORE, 1982).

2.1.3. Preparo do extrato enzimatico

O fungo foi cultivado em fermentagcado semi-sélida em meio contendo farelo
de trigo e agua na proporcao de 1:1 (p/v), um mL da suspensao de esporos foi
adicionada em frasco Erlenmeyer de 500mL contendo 20g de substrato e
esterilizado a 121°C por 20 minutos. Apds incubacédo a 30°C por 7 dias foram
adicionados 100 mL de agua destilada. O meio foi triturado com bastdo de vidro
para liberacao da enzima e mantido em repouso por 1 hora. A extragdo enzimatica
foi realizada utilizando alcool 70% em banho de gelo. Apds a filtracao desse
material, foi obtido o extrato enzimatico bruto (PASTORE, 1982).

2.2. Producao do Galactooligossacarideo

A producdo de galactooligossacarideos foi realizada sob agitacdo
constante, utilizando uma solugdo enzimética, com concentragdo de 10 U/mL, a
partir do extrato bruto, em solucao de lactose a 40% (p/v), preparada em tampao
acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0. Essa mistura foi incubada a 45°C por 12 horas. A
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reacao foi paralisada em banho fervente por 10 minutos e as amostras foram
analisadas quantitativamente por CLAE (SANTQOS, 2006).

2.3. Analise dos produtos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

Os produtos obtidos pela sintese da enzima foram analisados por CLAE,
utiizando um cromatdgrafo liquido Waters, coluna KS 801 (300 X 7,8mm),
detector Differential Refractometer Waters 410. Nesta analise foi utilizada agua
ultra pura como solvente a um fluxo de 0,5 mL/min a 70°C e aplicados 20 uL das
amostras e das solugdes padrdes: lactose, galactose e glicose, preparadas a 0,5%
(p/v). O célculo da taxa de conversao da lactose e do rendimento da producdo de
oligossacarideos foi feito de acordo com Jung & Lee (2008), segundo as equagdes
1 e 2, respectivamente.

Taxa de conversao = (Area da lactose inicial — Area da lactose final)*100  (Equag&o 1)
da lactose (%) Area da lactose inicial

Rendimento da produgéo de GOS (%) = Arga dos oligossacarideos * 100 (Equacao 2)
Area da lactose inicial

2.4. Atividade Anticancer: Estudos in vitro

Linhagens celulares de diferentes origens histolégicas e embrionarias
humanas foram utilizadas neste estudo: K562 (leucemia); NCI-H460 (pulméao),
MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovério), com fenétipo de resisténcia zero, UACC-
62 (melanoma), 786-O (renal), HT-29 (cblon), OVCAR-3 (ovario) e PC-3
(préstata). As linhagens celulares utilizadas foram cedidas pelo National Cancer
Institute (NCI) dos EUA, e os testes realizados na Divisdo de Farmacologia e
Toxicologia do CPQBA/UNICAMP.

Para o ensaio de atividade antiproliferativa 100uL/compartimento de célula
foram inoculadas em placas de 96 pogos de uma suspensdo com densidade de
inoculagdo entre 3x10* e 6,5x10* cel/uL em meio RPMI 1640, acrescido de 5% de
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soro fetal bovino (SFB) e penicilina: estreptomicina (1000mg/mL:1000 U/mL,
1mL/L). Foi preparada também uma placa, denominada Ty, onde cada linhagem
celular foi inoculada em apenas seis pogos (100uL/compartimento). Apos 24h de
incubacdo, a 37 °C, em atmosfera Umida com 5% de CO;, os GOS foram
adicionados as culturas em quatro concentragcdes distintas (0,25; 2,5; 25 e 250
pMg/mL). Com a finalidade de estimular a producao de citocinas, a fitohemaglutinina
(PHA) foi adicionada na concentracado de 3,75ug/mL (Tabela 1). Como controle
positivo foi utilizado o quimioterapico doxorrubicina nas concentracdes de 0,025 a
25 pg/mL.

Tabela 1. Condi¢cbes experimentais realizadas para avaliar o efeito do GOS sobre
linhagens celulares.

Condicao Descricao
experimental

Controle Negativo Linhagens celulares’ + meio de cultura

GOS? Linhagens celulares + GOS (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL)

PHA® Linhagens celulares + PHA

PHA + GOS Linhagens celulares + PHA + GOS (0,25; 2,5; 25 e 250
Hg/mL)

'Linhagens celurares: K562 (Leucemia); NCI-H460 (Pulm&o), MCF-7 (Mama), NCI-ADR/RES (Ovario),
UACC-62 (Melanoma), 786-O (Renal), HT-29 (Colon), OVCAR-3 (Ovario) e PC-3 (Préstata);

2G0S: galactooligossacarideo;

® PHA: fitohemaglutinina;

Imediatamente apds inocular as amostras nas placas teste, a placa Ty foi
fixada com 50uL/compartimento de acido tricloroacético (TCA) a 50% e mantida
por 1h a 4°C. Em seguida, a mesma foi lavada quatro vezes com agua e deixada
para secar a temperatura ambiente.

Ao final de 48h de incubacao, o sobrenadante (100 yL/compartimento) das
culturas foram coletados, e posteriormente, as células foram fixadas com
50uL/compartimento de acido tricloroacético (TCA) a 50% e as placas teste
incubadas por 1h, a 4°C. A seguir, as placas foram lavadas quatro vezes
consecutivas com agua para remocado de residuos de TCA, meio, SFB e
metabdlitos secundarios. Depois de completamente secas, a temperatura

ambiente, todas as células foram coradas com 50uL/compartimento de
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sulforrodamina B (SRB) 0,4% (p/v, em acido acético 1%) e mantidas por 30 min, a
4°C. Em seguida, foram lavadas, quatro vezes, com acido acético 1% e secas a
temperatura ambiente. Finalmente, o corante ligado as proteinas celulares foi
solubilizado com Trizma Base (Sigma®, 10mM, pH 10.5) e a leitura
espectrofotométrica da absorbéancia foi feita em leitor de microplacas a 540nm. O
sobrenadante das culturas foram armazenados em freezer -80C até a
determinacao das citocinas, por ELISA (MONKS et al. 1991).

2.5. Calculo do Crescimento Celular

Com os valores médios de absorbancia para cada concentracdo das
amostras, a porcentagem de crescimento foi calculada segundo as seguintes
formulas:

Se T > T1 — estimulo de crescimento celular

Se T =Ty < Ty — atividade citostatica: %C = 100 x [(T-To)/( T1-To)]

Se T< Ty — atividade citocida: %C = 100 x [(T-To)/ Tg]

Onde:

T = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem
célula

T4 = absorbancia do branco de células.

To = absorbancia do controle de células na placa Ty.

Foram gerados graficos de porcentagem de crescimento versus
concentracdo para cada uma das linhagens testadas, e a concentracao efetiva
denominada TGl (do inglés total growth inhibition, concentragdo necessaria para
que ocorra 0% de crescimento celular). Foi calculada por regressao nao linear,
tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin 7.5. (MONKS et al., 1991).
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2.6. Medida da producao de Citocinas por ELISA

Para as dosagens de Interferon gamma (IFN-y) foram utilizados Kkits
comerciais (DuoSet, RD Systems, EUA). Os ensaios foram realizados em placas
MultiSorp (Nunc, Dinamarca) conforme os protocolos do fabricante. As placas
foram incubadas com anticorpos de captura e, apdés bloqueio, submetidas a
incubacdo com amostras e diluigdes do padrao recombinante do kit. Em seguida,
estas foram incubadas com anticorpos de deteccdo conjugados a biotina. A
incubagdo seguinte ocorreu com uma solugdo de streptoavidina conjugada a
peroxidase. A revelacédo da reacéo foi feita com peréxido de hidrogénio e 3,3°,5,5’-
tetrametil-benzidina (TMB) e a interrupg¢ao ocorreu com a adicao de H.SO4 2N. A
leitura foi realizada em 450 nm (MORENO, 2007).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Producao do Galactooligossacarideo

O perfil cromatografico obtido por CLAE esta apresentado na Figura 2. A
coluna cromatografica (Waters KS801) utilizada na CLAE separa os compostos
pelo peso molecular. Observa-se que os GOS sao eluidos antes dos
monossacarideos e da lactose. O oligossacarideo denominado de GOS 2
presente nos cromatogramas das reacodes, eluiu em 5,629 minutos, foi identificado
como 4’galactosil-lactose, de acordo com padrao auténtico, tendo 0 mesmo tempo
de retencao e também comparado por cocromatografia. Nas condi¢des de lactose
40% (p/v), 10U/mL de B-galactosidase e 12 horas de reacdo em tampao acetato
pH 5.0, a 45°C, obteve-se uma mistura contendo aproximadamente 28% de tri e
tetrassacarideos (GOS), 50% de lactose, 15% de glicose e 7% de galactose.

600,00

500,00

-5.629

400,00

GOSs 2

my

- 5,276
GLI - 7,457

200,00

200,00

GOS 1
GAL - 8,035

100,00

0,00+ s yiy

Minutes
Figura 2. Perfil cromatografico da mistura de carboidrato por CLAE.

Os resultados obtidos correspondem ao obtido por Almeida (2003), que
estudou a producao de GOS por B-galactosidase de Scopulariopsis sp. Neste
estudo foi avaliada a influéncia da temperatura, do pH e da concentracdo da
enzima na sintese de galactooligossacarideo, a partir de uma solucao de lactose
40% (p/v), em tampao acetato de sdédio 0,1 M pH 4,5. Assim, os melhores
resultados foram obtidos a 45°C, com 6U/mL de B-galactosidase, com taxa de
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conversao de 30% da lactose em oligossacarideos (224,92 mg/mL de 4’galactosil
lactose).

Gaur et al. (2006) estudaram a sintese de GOS por imobilizacdo de -
galactosidase de Aspergillus oryzae. Foram comparadas trés técnicas (adsorcao,
acoplamento covalente de quitosana e agregado de enzima com ligagdo cruzada
— CLEA). Estas técnicas foram comparadas em termos de rendimento da
preparacao do imobilizado, caracteristica enzimatica, estabilidade e eficiéncia na
sintese de oligossacarideos. Usando 20% (p/v) de lactose, a enzima imobilizada
em quitosana obteve rendimento maximo de oligossacarideos (17,3% de acgucar
total) quando comparado da enzima livre (10%) em 2h a 40°C. CLEA foi escolhido
pela eficiéncia da hidrdlise de lactose que obteve 78% de monossacaridos em
12h.

Santos (2006) estudou a enzima B-galactosidase a partir do micro-
organismo Scopulariopsis sp. (extrato bruto) e Aspergillus oryzae (enzima
comercial) para produgao de GOS, utilizando lactose. A enzima obtida a partir de
Scopulariopsis sp. converteu 20% de lactose em oligossacarideos (80,8mg/mL de
4’galactosyl-lactose), comparando com a B-galactosidase de Aspergillus oryzae,
que converteu 6% de lactose em oligossacarideos (25,6mg/mL de 4’galactosyl-
lactose).

Gibson et al. (2007), utilizaram Bifidobacterium bifidum, que foi capaz de
produzir B-galactosidase para producdo de GOS, os autores também utilizaram a
levedura  Saccharomyces cerevisiae para posterior fermentagcdo dos
monossacarideos. Essa mistura de oligossacarideo compreendia de: 20—-35% de
dissacarideos, 20—-35% de trissacarideos, 15-25% de tetrassacarideos e 10-25%
de pentassacarideos. Neste processo o micro-organismo utilizado foi removido por
centrifugacao. O processamento final utilizou spray-drier para dar ao GOS a forma
em po.

Apesar do ultimo trabalho citado ter utilizado técnicas de fermentagao dos
monossacarideos para torna-los mais puros, a maioria dos GOS comerciais nao

sao puros, sdo compreendidos de uma mistura. O produto comercial oligomate 55,
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por exemplo, apresenta estrutura: a-Glu-(1—4)-[B-Gal-(1—6)]2.4« contém 55% GOS
com glicose, galactose e lactose, que compdéem 45% do restante (RABIU et al.,
2001), vivinal GOS comercial (Vivinal; Barculo Domo, Zwolle, Holanda), contendo
aproximadamente 45% GOS, 15% lactose e 14% glicose (ANTHONY,
MERRIMAN & HEIMBACH, 2006) e os GOS produzidos pelo fungo Scopulariopsis
sp., ATCC n°44206, tem uma composicao similar aos produtos comerciais, sendo
em meédia: 28% de tri e tetrassacarideos, 50% de lactose, 15% de glicose e 7% de

galactose.

3.2. Ensaios in vitro

A doxorrubicina (Europhrma, Brasil), utilizada como controle positivo,
demonstrou potencialidade elevada e seletividade, com inibicdo de crescimento
para todas as linhagens de células tumorais humanas testadas (Figura 3). A
sulforrodamina B é um corante protéico que se liga aos aminoacidos basicos das
proteinas de células que estavam viaveis no momento da fixagao, por isso, quanto
maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a atividade citotdxica
da amostra em teste.

As concentracbes de GOS foram avaliadas quanto a sua atividade
antiproliferativa em painel de células tumorais humanas (Tabela 1).
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Figura 3. Porcentagem de crescimento das linhagens de células tumorais na presenga de
doxorrubicina, nas concentracdes de 0,025 a 25u/mL.

GOS na presenca e auséncia de fitohemaglutinina, foi avaliado quanto a

atividade antiproliferativa em nove linhagens de células tumorais humanas. Os

resultados obtidos (Figuras 4 e 5) demonstram que GOS nao interferem na

proliferacao celular.
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Para a linhagem HT-29 (adenocarcinoma de célon), tanto GOS quanto a
mistura GOS com fitohemaglutinina promoveram uma ligeira reducdo no
crescimento celular, concentracdo dependente, porém nao foram capazes de
reduzir em pelo menos 50% esse crescimento (Figura 6).

O trabalho desenvolvido por Gibson et al. (2007) utilizou uma mistura de
oligossacarideos com objetivo de avaliar a aderéncia das linhagens Escherichia
coli e Salmonella typhimurium na célula HT 29 (adenocarcinoma de c6lon). Neste
trabalho, os autores demonstraram também, que a mistura de oligossacarideos
(GOS) nao é tbxica para as células HT 29.

Esses resultados sugerem que os GOS produzido a partir de Scopulariopsis
sp., nestas concentracdes de oligossacarideo, ndo tem acao direta na proliferacao
de células tumorais testadas, sugerindo outros mecanismos de acao para 0s
efeitos benéficos do uso de GOS por pacientes com cancer.
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Figura 6. Porcentagem de crescimento da linhagem HT-29, na presenca de GOS (0,25 a
250ug/ml) na presencga ou auséncia de fitohemaglutinina (3,75ug/mL).
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3.3. Medida da Producao de Citocinas por ELISA

A funcdo classica descrita para IFN-y é ativar genes MHC (complexo
principal de histocompatibilidade) e macréfagos, agindo sobre células B, células
endoteliais e sobre os préprios macréfagos. Em adicdo, tem sido atribuida a
capacidade de inibir o crescimento celular, induzir apoptose e ser um importante
fator antiviral. Sua potente agédo antiproliferativa em tumores epiteliais é bastante
estudada. Sua acdo tem sido atribuida tanto por efeito direto como de forma
indireta por imunomodulacdo. Estudos in vitro e in vivo em céancer de ovario
confirmam a atividade antiproliferativa direta do IFN-y (BOEHM et al., 1997;
KALVAKOLANU, 2000; ALBERTS et al., 2002; WALL et al., 2003). Com base nos
dados de literatura, foi realizado o teste de ELISA para IFN-y a fim de investigar se
houve producdo dessa citocina com atividade antiproliferativa tdo importante. A
Figura 8 mostra o que ocorreu com todas as linhagens estudadas e que nao
houve diferenca estatistica significativa entre as condicbes experimentais
estudadas em relacdo a concentracdo de IFN-y, indicando nao ter ocorrido
estimulacao da producao dessa citocina. Porém, o fato de nao haver estimulo a
producédo de IFN-y ndo indica que nao houve producao de citocinas, mas sugere
que o IFN-y ndo seja o marcador mais indicado para as linhagens utilizadas.
Assim, em experimentos futuros poderiam ser testadas outras citocinas, como as

interleucinas, para verificar se o GOS interfere na produgcédo desses compostos.
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4. CONCLUSAO

Foi possivel observar neste trabalho que a linhagem de Scopulariopsis sp.
teve bom crescimento no meio semi-sélido e que o farelo de trigo usado é de
grande interesse para cultivo do Scopulariopsis sp. por ser um subproduto da
industria de alimentos, com baixo valor agregado.

Observou-se ainda que somente a linhagem HT-29 (adenocarcinoma de
célon) apresentou indicios de sensibilidade ao GOS principalmente na presenca
de fitohemaglutinina, mas ainda assim, esse prebiético ndo foi capaz de reduzir
em pelo menos 50% o crescimento das células tumorais. Além disso n&o houve
diferenca significativa entre as linhagens estudadas em relagdo a concentracao de
IFN-y, sugerindo que os efeitos benéficos destes prebidticos seguem outros
mecanismos de acao.

Novos estudos se fazem necessarios a fim de investigar quais sao os
mecanismos de acao responsaveis pelos efeitos benéficos dos GOS, mostrando

que esta linha de pesquisa é bastante promissora e esta em plena expansao.
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CAPITULO IV

EFEITO DE GALACTOOLIGOSACARIDEO PRODUZIDO A PARTIR DE
SCOPULARIOPSIS SP. NO CRESCIMENTO DAS LINHAGENS PROBIOTICAS
E O EFEITO DESSES METABOLITOS EM CELULAS TUMORAIS, SOB
CONDIGOES IN VITRO.

RESUMO

Os prebidticos influenciam a composi¢ao da microbiota intestinal exercendo
efeitos benéficos sobre a saude, como atividade anticarcinogénica, que pode ser
pela acao direta dos prebibticos, acdo das linhagens bacterianas estimuladas ou
ainda, decorrente dos produtos da fermentacdo bacteriana. O objetivo desse
estudo foi investigar se o0s galactooligossacarideos (GOS) obtidos de -
galactosidase de Scopulariopsis sp. possuem efeito prebibtico sobre Lactobacillus
acidophillus (LA05) e Bifidobacterium animalis (Bb12) e avaliar a atividade
antiproliferativa desses metabdlitos em cultura de células tumorais humanas. O
meio MRS (Man, Rogosa & Shape) foi modificado pela supressao da fonte de
carbono (MRS minimo), pela suplementacdo com frutooligossacarideos
(MRS+FOS) (utilizados como controles) ou com GOS (7%) (MRS+GOS). Os
meios controle e teste foram inoculados com 9,2x10°UFC.mL™", encubados & 37°C
por 12 horas. A enumeracdo de células vidveis foi realizada em Agar MRS,
seguido de incubacao anaerdbica a 37C por 24 h. Ap 6s andlise da atividade
bifidogénica, os meios MRS-minimo e MRS+GOS foram avaliados in vitro frente
as células tumorais humanas [melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), pulmao
(NCI-H460), prostata (PC-3), célon (HT-29), rim (786-0), ovario (OVCAR-03)
ovario resistente a farmacos (NCIADR/RES) e leucemia (K562)], em
concentracdes entre 0,25 e 250 pg/mL, utilizando-se a doxorrubicina como
controle positivo. Os resultados obtidos mostram que o GOS possui atividade

prebidtica sobre cultura de LAO5 e, esta atividade é comparavel a atividade
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prebidtica do FOS. O GOS nao possui atividade antiproliferativa direta,
capacidade de reduzir em pelo menos 50% o crescimento das linhagens celulares.
O MRS-minimo apresentou atividade antiproliferativa com efeito citocida para as
seguintes linhagens (UACC-62, MCF-7, NCI-ADR/RES, 786-0, NCIH460 e HT-29)
enquanto que o meio de cultura acrescido com GOS apresentou efeito citocida
apenas para duas células tumorais avaliadas (UACC-62 e HT-29). Os resultados
obtidos sugerem que os metabdlitos bacterianos provenientes da linhagem LA05
cultivado em meio sem fonte de carboidrato exercem efeito anticarcinogénico e,

que o prebidtico GOS provavelmente reduz a producao desses compostos.

Palavras-chave: galactooligossacarideo, efeito bifidogénico, Lactobacillus

acidophillus Bifidobacterium animalis

Resumo



ABSTRACT

The prebiotics influence the composition of intestinal microbiota exerting
beneficial effects on health as anticarcinogenic activity, which may be a direct
action of prebiotics, an action of specific bacterial strains or resulting by products of
bacterial fermentation. The aim of this study was to investigate if the
galactooligosaccharides (GOS) obtained from B-galactosidase from Scopulariopsis
sp. have prebiotic effect on Lactobacillus acidophillus (LAQ5) and Bifidobacterium
animalis (Bb12) and evaluate the antiproliferative activity in cultured human tumor
cells. The MRS medium (Man, prayers & Shape) was modified by removing the
carbon source (MRS minimum). Testing groups received a supplementation with
fructooligosaccharides (FOS + MRS) (used as controls) or GOS (7%) (MRS +
GOS). The medium test and control were inoculated with LA05 or Bb12 9.2
x10°UFC.mL™", incubated at 37<C, for 12 hours. The medium of viable cells was
performed on MRS agar, followed by anaerobic incubation at 37T for 24 hours.
After examination of the prebiotic activity, samples of minimum-MRS and MRS +
GOS were evaluated in vitro against 9 human tumor cell lines [melanoma (UACC-
62), breast (MCF-7), lung (NCI-H460), prostate (PC-3), colon (HT-29), kidney (786-
0), ovarian (OVCAR-03) ovarian cancer resistant to drugs (NCIADR / RES) and
leukemia (K562)] at concentrations between 2.5 and 25000 pg/mL, using
doxorubicin as positive control. The results show that the GOS has prebiotic
activity on LAO5 and this activity is comparable to that observed for prebiotic FOS.
The GOS has no direct antiproliferative activity, ability to reduce by at least 50%
growth of cell lines. The minimum-MRS showed antiproliferative activity with
cytotoxic activity for the lines UACC-62, MCF-7, NCI-ADR/RES, 786-0, NCIH460
and HT-29, while the culture medium supplemented with GOS showed cytotoxic
activity only for two tumor cell evaluated (UACC-62 and HT-29). The results
suggest that bacterial metabolites from LAO5 cultured in minimum medium exert
anticarcinogenic effect and the prebiotic GOS supplementation probably reduced
their production.
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1. INTRODUCAO

Um bom equilibrio da microbiota intestinal se faz necessario para a saude
digestiva e para estimulo ao desenvolvimento do sistema imune, enquanto que o
mau desempenho, a susceptibilidade a infeccdes e diminuicdo do ritmo de
crescimento da flora intestinal podem ser sinais de uma microbiota em
desequilibrio. Estratégias alimentares para estabelecer e manter um melhor
equilibrio da microbiota inclui prebiéticos (oligossacarideos nao digeriveis utilizado
para estimular a atividade e/ou crescimento dos probidticos) e probiéticos (micro-
organismos benéficos capazes de modular algumas caracteristicas da fisiologia
digestiva quando administrado em quantidades adequadas). Estudos mostram que
os beneficios do consumo de prebidticos e probibticos incluem a prevencao da
diarréia, diminuigdo da mortalidade, o estabelecimento de um equilibrio de uma
microbiota saudavel e funcao imunolégica melhorada (PENDERS et al.,, 2006;
SHADID et al., 2007; CZARNECKI-MAULDEN, 2008).

O crescimento de bactérias benéficas no intestino grosso desempenha um
papel importante na resisténcia a colonizagcdo de bactérias patogénicas. Este
crescimento pode ser definido como mecanismos pelos quais a microbiota
colénica se protege contra a invasdao de micro-organismos patégenos,
desempenhando assim um papel importante na homeostase. Pouco se conhece
sobre este fenbmeno, mas é provavel que muitas espécies diferentes, incluindo os
lactobacilos e bifidobactérias estejam envolvidas (LIEVIN et al., 2000).

Atualmente, ha um grande interesse em compreender como a microbiota do
cblon pode ser modulada, principalmente através da dieta e, cada vez mais, 0 uso
de prebidticos tem se destacado, seja através do consumo in natura de frutas,
verduras e raizes ou prebibdticos comerciais.

Os alimentos capazes de atingir grupos especificos de micro-organismos no
intestino grosso estado sendo destacados como sendo de valor significativo para a
saude. Os fatores especialmente importantes neste contexto, sdo a taxa na qual

um organismo pode crescer em uma fonte de carbono especial, pois isso ira
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influenciar sua capacidade de competir com outras bactérias no célon, e a medida
que o substrato é convertido em massa celular, pois 0 tamanho da populacao de
células ira afetar o grau de atividade tanto dos prebiéticos como dos probibticos
(MACFARLANE, STEED & MACFARLANE, 2008).

Roberfroid (2007) sugere alguns critérios analisados in vitro e in vivo para
definicdo de um prebidtico. Sdo eles a resisténcia a acidez gastrica, hidrolise
enzimatica e absorgao gastrointestinal; fermentacdo pela microbiota intestinal e o
estimulo seletivo ao crescimento e/ou atividade dessas bactérias intestinais.
Segundo esses critérios somente dois tipos de oligossacarideos sao considerados
atualmente como prebi6ticos, os fructooligossacarideos (FOS) e os
galactooligossacarideos (GOS).

Os GOS sao sintetizados enzimaticamente pela acdo da B-galactosidase
sobre a lactose. Esta enzima age como uma enzima hidrolitica e também como
uma enzima de condensacao (reagdao de transgalactosilacdo) e o produto final
pode ser formado por di-, tri-, tetra- ou de pentassacarideos, constituidos
principalmente de unidades de galactose ligadas a lactose (TOMOMATSU, 1994;
SANTOS, SIMIQUELI & PASTORE, 2009).

Evidéncias sugerem que B. adolescentis e B. longum predominam na maior
parte dos adultos, enquanto B. breve e B. infantis sdo as principais espécies
colonizadoras do intestino infantii (MITSUOKA, 1984; SCARDOVI, 1986).
Bifidobactérias, juntamente com algumas espécies de lactobacilos, desempenham
um importante papel na microbiota colénica. Estes organismos tém sido
associados ao aumento da resisténcia a infecgcdes e doencas diarréicas
(YAMAZAKI et al., 1985; GORBACH et al., 1987; TOJO et al., 1987; SAAVEDRA
et al., 1994), estimulacdo da atividade do sistema imune (SEKINE et al., 1985;
KIRJAVAINEN et al., 2002), bem como protecao contra o cancer (SEKINE et al.,
1994; MACFARLANE, STEED & MACFARLANE, 2008).

Estudos envolvendo alimentacdo com voluntarios humanos demonstram
claramente que o numero de bifidobactérias no célon pode ser aumentado por
frutooligossacarideos (FOS) e GOS (ITO et al., 1990; GIBSON & ROBERFROID,
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1995). Rycroft et al. (2001) realizaram um estudo comparando os efeitos
bifidogénicos, através das propriedades de fermentagdo in vitro de
oligossacarideos comerciais, tais como, FOS, inulina, GOS,
isomaltooligossacarideos (IMO), xilooligossacarideos (XOS), lactulose e
oligossacarideos de soja (SOS). Estes autores avaliaram populacbes de bactérias
predominantes do intestino, monitoradas por 24h através da técnica de
hibridizacao fluorescente in situ (ISH), producédo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) e gas. Todos os prebidticos aumentaram o numero de bifidobacteria e
diminuiram os clostridios. Os XOS e lactulose promoveram efeito positivo no
crescimento celular das bifidobactérias enquanto os FOS estimularam a producao
de lactobacilos. O GOS resultou em maiores quedas no numero de clostridios. A
producdo de AGCC foi maior quando utilizado lactulose e GOS. A producao de
gas foi menor em IMO e maior com inulina. Estes resultados indicam que, os
prebioticos diferenciaram em suas caracteristicas de fermentacao, com destaque
para os prebidticos IMO e GOS que foram eficazes no aumento do nimero de
bifidobacteria e geracao de lactato.

Biagi et al. (2007), realizaram um estudo que avaliou o efeito in vitro e in
vivo, de Lactobacillus animalis LA4 (isoladas das fezes de cdo adulto saudavel)
sobre a composicdo e metabolismo da microflora intestinal de cées. Estes
verificaram que as contagens de Enterococos diminuiram, os Lactobacillus
aumentaram, e as de C. perfringens foram significativamente reduzidos em 24 h.
Ap6s 8 h de incubacdo, L. animalis reduziu a amobnia e aumentou as
concentracbes de acido lactico. Para o estudo in vivo, nove céaes adultos
receberam o liofilizado de L. animalis por 10 dias. No décimo primeiro dia, os
Lactobacillus fecais foram superiores ao inicio do ensaio (6,99 logUFC/g versus
3,35 logUFC/g de fezes) e os enterococos fecais mostraram uma tendéncia de
redugdo (p=0,08). L. animalis foi recuperada em todas as amostras fecais
coletadas do décimo primeiro até o décimo quinto dia. Os resultados mostram que
LA4 conseguiu sobreviver a passagem gastrointestinal e transitoriamente colonizar

o intestino dos cées e, com base nos resultados in vitro, influenciar positivamente
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a composicao e metabolismo da microbiota intestinal. Estes resultados sugerem
que L. animalis - LA4 pode ser considerada uma linhagem com potencial
probidtico para caes.

Kajiwara, Gandhi & Ustunol (2002) testaram cinco tipos de bifidobactérias
intestinais do ser humano, B. longum, B. adolescentis, B. breve, B. bifidum, e B.
infantis, os quais foram cultivados no meio clostridial reforcado (controle) e no
meio clostridial reforcado suplementado com 5% (p/v) de mel, ou FOS, ou GOS ou
inulina. As amostras inoculadas foram incubadas anaerobicamente a 37<C por
48h. Os niveis de produtos de fermentacao de tais como, acidos latico e acético,
foram medidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O mel, o FOS, o GOS
e a inulina foram eficazes (p<0,05) em sustentar o crescimento destas culturas,
apos 24h de incubagcdo, em comparacao ao tratamento controle. Estes dados
indicam que a escolha das substancias prebiodticas para utilizacdo em produtos
alimentares deve ser feitas com o objetivo final de maximizar os beneficios
potenciais para a saude, minimizando os efeitos colaterais indesejaveis.

Em relacdo aos agentes hoje conhecidos com acdo sobre o cancer estao
classificados em dois grupos. O primeiro é constituido por drogas que inibem a
iniciacdo do processo carcinogénico e o segundo, por drogas que inibem a
proliferacdo celular durante as fases de promocédo e progressdo do cancer
(CARVALHO, 2006). Muitos agentes do primeiro grupo estao relacionados com os
alimentos funcionais, dentre eles os prebioticos.

Os GOS sao metabolizados no trato gastrintestinal, por espécies de
Bifidobacterium e Lactobacillus com a consequente liberacado dos AGCC, que em
proporcoes apropriadas exercem um efeito positivo na prevencao de cancer de
colon.

O aprimoramento da metodologia de triagem de compostos com atividade
antiproliferativa se fez a partir da necessidade de se desenvolver estudos
relacionados com células originarias de cancer humano. Com isso, o Instituto
Nacional do Céancer, dos Estados Unidos, desenvolveu um painel de células
cancerigenas que, atualmente, conta com 60 linhagens oriundas de oito tipos de
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tumores sélidos (pulmao, melanoma, mama, rim, célon, prostata, ovario, cérebro)
e do sistema hematopoiético (leucemia). Os testes de citotoxicidade in vitro, os
quais direcionam a pesquisa para moléculas com potencial de matar células
neoplasicas em cultura sdo os mais amplamente utilizados (HOLBECK, 2004).
Esse tipo de analise, por ter condi¢gdes de avaliar grande numero de substancias
em pouco tempo, aumenta a possibilidade para descoberta de novas drogas
anticancerigenas. Alem disso, é uma técnica relativamente simples, barata,
reproduzivel e, ainda, providencia um provavel mecanismo de acao da droga
(CARVALHO, 2006; MARCHETTI, 2008).

Gibson et al. (2007), utilizaram Bifidobacterium bifidum, que foi utilizada
para producdo de GOS. Os autores ainda utilizaram a levedura Saccharomyces
cerevisiae para posterior fermentagdo dos monossacarideos. A mistura de
oligossacarideo resultante compreendia 20-35% de dissacarideos, 20-35% de
trissacarideos, 15-25% de tetrassacarideos e 10-25% de pentassacarideos.
Neste trabalho também foi avaliada in vitro, a aderéncia das linhagens Echerichia
coli e Salmonela typhimurium na célula HT29 (adenocarcinoma de cdlon),
concluiu-se com este ensaio, que esta mistura de oligossacarideo (GOS) nao é
téxica para as células HT29.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do
galactooligossacarideo (GOS) produzido por Scopulariopsis sp. no crescimento de
Lactobacillus acidophillus LAQ5 e Bifidobacterium animalis Bb12, ambas linhagens
fornecidas pela Christian Hansen, e o efeito dos metabdlitos produzidos por LA05
na presenca e auséncia de GOS em células tumorais humanas in vitro. O GOS
utilizado neste trabalho foi obtido no Laboratério de Bioaromas da Faculdade de
Engenharia de Alimentos — UNICAMP, através de processo fermentativo, sendo
composto de 28% de tretrassacarideos, conforme descrito por Santos (2006).

Introdugéo
95



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Producao de Galactooligossacarideo

A producdo de galactooligossacarideos foi realizada sob agitacao
constante, utilizando a B-galactosidase a partir do extrato bruto de Scopulariopsis
sp., com concentragdo de 10U.mL-1 em solugdo de lactose a 40% (p/v),
preparada em tampéao acetato de sédio 0,1M, pH 5,0. Essa mistura foi incubada a
45 por 9 h. A reacgéao foi paralisada em banho ferv ente, a 100C, por 10 minutos.
As amostras foram analisadas quantitativamente por CLAE.

Visando ter um produto livre de impurezas e compostos coloridos, foi
adicionado 2mg de carvao ativado para cada 100mL de solucdao de GOS. A
solucdo foi mantida em um recipiente livre de luz e em seguida, filtrada com papel
Whatman n? 1, utilizando um sistema a vacuo. A solu¢ao de GOS foi concentrada,
até 55° Brix em Evaporador rotativo (Tecnal), a temperatura de 70°C. Essa
concentracao facilitou sua manipulagéo e aplicacdo industrial, por ter viscosidade
adequada e inibir o crescimento bacteriano. (PASTORE, 1982; SANTOS, 2006)

2.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os produtos obtidos a partir da fermentacao da lacose pela B-galactosidase
foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando
um Cromatografo Liquido Waters, coluna KS 801 (300 X 7,8mm), detector
Differential Refractometer Waters 410 e agua ultra pura como solvente, e um fluxo
de 0,5 mL/min a 70°C. Foram aplicados 20 uL das amostras e das solucdes
padroes, preparadas a 10 % (p/v). Os carboidratos foram detectados pelo indice
de refracéo e identificados por comparacdao com o tempo de retengao dos padrdes
de glicose, galactose, lactose e 4’galactosil-lactose (tetrassacarideo), segundo
metodologia modificada descrita por Santos (2006).

2.3. Avaliacao da Atividade Bifidogénica
Foram avaliadas as bactérias probiodticas Lactobacillus acidophillus — LA05
e Bifidobacterium bifidum — Bb12. Estas linhagens comerciais foram gentilmente
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cedidas pela empresa Christian Hansen Ind. e Com. Ltda. Para a determinacgéo da
taxa de crescimento dos probibticos foi utilizado 2mL de cada cultura probidtica
(em concentracao que foram pré-determinadas) em 20 mL de meio mineral. Em
seguida, as culturas foram incubadas em estufa especifica a 37C durante 12 h,
sob condi¢cées anaerdbicas. O meio agar MRS (Man, Rogosa & Shape) foi
utilizado para o crescimento e quantificacdo das linhagens. As amostras foram
acrescentadas em sucessivas diluicoes e incubadas em condi¢cdes anaerdbicas
por 12 h. Foi formulado o meio MRS sem fonte de carbono como controle e o
padrao utilizado foi frutooligossacarideo comercial (controle positivo). A
quantificacao foi realizada através da contagem total, entre 30 e 300 colbnias, € 0
resultado foi obtido através das médias das triplicatas de cada amostra. Foram
realizadas contagens nos periodos de 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 h. O trabalho foi
realizado em parceria com o Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Laticinios
— TECNOLAT, Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL, Campinas, SP).

2.4. Avaliacao do pH
As culturas probidticas foram acompanhadas por 12 h, e o pH foi medido a
cada 4 h, utilizando potencidmetro (MICRONAL B474, Brasil), seguindo algumas

adaptacoes conforme a metodologia descrita por Menezes (2007).

2.5. Efeito antiproliferativo de células tumorais

Apoés analise da atividade prebiética, os meios MRS-minimo e MRS+GOS
foram avaliados in vitro frente linhagens tumorais humanas. O ensaio de atividade
antiproliferativa consistiu em inocular 100pmL/compartimento, em placas de 96
pocos (Nunc®), de uma suspensdo celular com densidade celular entre 3x10* e
6,5x10* cel/mL meio RPMI 1640, acrescido de 5% de soro fetal bovino (SFB) e
penicilina: estreptomicina (1000mg/mL:1000 U/mL, 1mL/L). Foi preparada também
uma placa, denominada Ty, onde cada linhagem celular foi inoculada em apenas
seis pocos (100uL/compartimento), o que permitiu colocar todas as linhagens
testadas em uma unica placa. Ap6s 24h de incubacéo a 37°C em atmosfera imida
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com 5% de CO,, os meios MRS-minimo e MRS+GOS foram adicionados as
culturas em quatro concentragdes distintas (0.25; 2.5; 25 e 250 pg/mL). Como
controle positivo foi utilizado o quimioterapico doxorrubicina nas mesmas

concentragdes dos GOS.

Tabela 1. Painel das condicbes experimentais realizadas para avaliar o efeito do
GOS sobre linhagens celulares.

Condicao Descricao
experimental

Controle Negativo  Linhagens celulares’ + meio de cultura

MRS-minimo?® Linhagens celulares + GOS (0,25; 2,5; 25 e 250 ug/mL)
MRS + GOS® Linhagens celulares + PHA + GOS (0,25; 2,5; 25 e 250
Hg/mL)

Linhagens celurares utilizadas foram: K562 (Leucemia); NCI-H460 (Pulmio), MCF-7 (Mama), NCI-ADR/RES
gOvério), UACC-62 (Melanoma), 786-O (Renal), HT-29 (Célon), OVCAR-3 (Ovario) e PC-3 (Prostata);

MRS-minimo: Meio de cultura MRS sem dextrose
3GOS: galactooligossacarideo;

Imediatamente apds inocular as amostras nas placas teste, a placa Ty, foi
fixada com 50uL/compartimento de &cido tricloroacético (TCA) a 50% e mantida
por 1h a 4°C; em seguida, ela foi lavada quatro vezes com agua e deixada para
secar a temperatura ambiente. Esta placa indicou a quantidade de células
presentes nas placas teste no momento da inoculagcdo das amostras. Ao final de
48h de incubagao, os sobrenadantes das culturas foram coletados e apds, as
células foram fixadas com 50uL/compartimento de &cido tricloroacético (TCA) a
50% e as placas teste foram incubadas por 1h a 4°C. A seguir, as placas foram
lavadas quatro vezes consecutivas com agua para remocao de residuos de TCA,
meio, SFB e metabdlitos secundarios.

Depois de completamente secas, a temperatura ambiente, todas as placas
foram coradas com 50uL/compartimento de SRB 0,4% (p/v, em acido acético 1%)
e mantidas por 60 min a 4°C. Em seguida, foram lavadas, quatro vezes, com acido
acético 1% e secas a temperatura ambiente. Finalmente, o corante ligado as

proteinas celulares foi solubilizado com Trizma Base (Sigma®, 10mM, pH 10,5). A
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leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 540nm em leitor de
microplacas (MONKS et al., 1991).

2.6. Calculo do crescimento celular

Com os valores médios de absorbancia para cada concentracdo das
amostras, a porcentagem de crescimento foi calculada segundo as seguintes
formulas:

Se T > Ty — estimulo de crescimento celular

Se T =Ty < Ty — atividade citostatica: %C = 100 x [(T-To)/( T1-To)]

Se T< Ty — atividade citocida: %C = 100 x [(T-To)/ Tq]

Onde:

T = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem
célula

T4 = absorbancia do branco de células.

To = absorbancia do controle de células na placa Ty.

Foram gerados graficos de porcentagem de crescimento versus
concentracdo para cada uma das linhagens testadas, e a concentracao efetiva
denominada TGl (do inglés total growth inhibition, concentragdo necessaria para
que ocorra 0% de crescimento celular). Foi calculada por regressao nao linear,
tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin 7.5. (MONKS et al., 1991).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Producao de Galactooligossacarideo

Para a producao de GOS foram utilizados 40%(w/v) de solucao de lactose
(em 0,1M de tampao acetato de sédio), a concentracao de enzima para a sintese
de GOS foi de 10U/mL, seguindo as condi¢des 6timas de producdo de enzima
para o Scopulariopsis sp., a temperatura de atividade de galactosiltransferase foi
de 45°C, pH 5.0. O GOS era composto de composto de 28% de tetrassacarideos,
50% de lactose, 15% de glicose e 7% de galactose.

3.2. Influéncia dos prebiéticos no crescimento das linhagens

Como observado na Figura 1, o efeito bifidogénico do GOS para a linhagem
LAO5 foi demonstrado pelas diferencas observadas entre as contagens iniciais e
finais (A LogUFC.mL™). A contagem inicial e final de MRS+GOS atingiu 6,9 log e
10,88 log UFC, respectivamente, e para MRS+FOS 11,10 log UFC. J4 no meio

controle as contagens mantiveram-se estaveis por todo o periodo de 12h.
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Figura 1: Curva de crescimento para Lactobacillus acidophillus (LAO5),
nos meios controle, GOS e FOS.

CONTROLE: MRS minimo (sem fonte de dextrose); GOS:
galactooligossacarideo e FOS: frutooligossacarideo.
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Figura 2: Curva de crescimento Bifidobacterium animalis (Bb12), para o
controle, GOS e FOS, sendo CONTROLE: MRS sem fonte de dextrose;
GOS: galactooligossacarideo; FOS: frutooligossacarideo.

Para a linhagem Bb12 inicial foi de 4,72 log sendo que a final de MRS+GOS
atingiu 9,32 log UFC e 8,93 log UFC para MRS+FOS. Ja no meio controle, sem
nenhuma fonte de carbono (MRS), ndo houve niveis detectaveis (autélise celular)
apoés 6h (Figura 2) o que néo ocorreu com a linhagem LAOS.

Estudos com fermentagéo in vitro utilizando culturas mistas de bactérias
fecais cultivadas em inulina e GOS (oligomate 55) demonstraram que o GOS inibiu
o crescimento e a producdo de toxinas pelo Clostridium difficile (HOPKINS &
MACFARLANE, 2003). O GOS mostrou influéncia no efeito bifidogénico,
estimulando o crescimento de B. adolescentis, B. angulatum e B. bifidum, porém
estes organismos nao foram responsaveis pela supressdao de patégenos,
indicando que outras espécies na microbiota foram protetoras (MACFARLANE,
STEED & MACFARLANE, 2008).

Ja testes com humanos demonstram claramente que o efeito direto no
aumento do numero de bifidobactérias no coélon se da pela ingestao de GOS e
FOS (ITO et al, 1993, GIBSON & ROBERFROID, 1995). Ha relatos que estes
prebidticos estimulam o crescimento de Lactobacillus (McBAIN & MACFARLANE,
2001; RYCROFT et al, 2001; SANTOS, SIMIQUELI & PASTORE, 2009), mas
geralmente bifidobactérias competem melhor com esses substratos. A capacidade

de atingir grupos especificos de organismos no intestino grosso através de meios
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alimentares é cada vez mais visto como sendo de valor significativo para a saude.
Dois fatores sado especialmente importantes neste contexto, a saber, a velocidade
de crescimento na qual o micro-organismo pode crescer em uma fonte de carbono
especifica, pois isso ira influenciar na sua capacidade de competir com outras
bactérias no célon, e 0 segundo € a razdo em que o substrato é convertido em
massa celular bacteriana, pois o tamanho da populacdo de células ira afetar o

grau de atividade tanto de prebiodticos quanto de probidticos.

3.3. Influéncia dos prebiéticos na acidificacao do pH nas linhagens LAO5 e
Bb 12

A Tabela 2 demonstra o valor de pH de Lactobacillus acidophillus — LAO5,
durante o periodo de 0 a 12 h de incubacao, analisando o efeito do GOS em
comparacao com o FOS e MRS sem dextrose, utilizados como controle positivo e
negativo, respectivamente. Para o grupo suplementado com GOS, pH 5,95 no
inicio do experimento, para 4,29 no final;variacado esta semelhante ao grupo com
meio enriquecido por FOS. Ja no meio sem dextrose a variagdo de pH foi de
apenas 0,29.

Tabela 2. pH da cultura probiética: Lactobacillus acidophillus — LA0S
Condicao experimental 0 hs 4 hs 8 hs 12 hs ApH

CONTROLE 6,00 5,55 5,87 5,71 0,29
GOS 5,95 5,52 4,78 4,29 1,66
FOS 5,86 5,65 4,85 4,38 1,48

A Tabela 3 demonstram o valor de pH de Bifidobacterium animalis — BB12,
durante o periodo de 0 a 12 h. Observou-se a mesma tendéncia de acidificagao do
meio quando este é suplementado com GOS (ApH 0,58) ou FOS (ApH 0,46)
porém bem menos intenso do que o observado para cultura de LA05 (GOS: ApH
1,66; FOS: ApH 1,48). JA o meio sem fonte de carboidrato com Bb12 néo
apresentou variancia significativa de pH como também foi observado para o cultivo

Resultados e Discussao
102



de LAO5; porém € importante lembrar que apds 6 h de cultivo, a linhagem Bb12
nao resistiu a caréncia de fonte de dextroses (Figura 2).

Tabela 3. pH da cultura probiética: Bifidobacterium animalis — BB12
Condicao experimental 0 hs 4 hs 8 hs 12 hs ApH

CONTROLE 6,39 6,39 6,40 6,42 0
GOS 6,43 6,29 6,28 5,85 0,58
FOS 6,31 6,43 6,40 5,85 0,46

Como relatado por Macfarlane, Macfarlane & Gibson (1995), o consumo
dos substratos por micro-organismos probiéticos, geralmente vem acompanhado
da queda do pH, através da formacao de &cidos graxos de cadeia curta, como
acido propibnico, butirico, acético e latico, que podem ocasionar uma leve inibicao
do crescimento da cultura.

Porém esta queda ndo é muito favoravel em se tratando de linhagens
Bifidobacterium, como relatado por Lourens-Hauttingh & Viljoen (2001), que
mostraram em seu estudo que pH a partir de 3,6 ha inibicdo do crescimento das
bifidobactérias, sendo que o seu crescimento ja € comprometido a partir de pH
5,0, com a faixa étima de sobrevivéncia das bifidobactérias situa-se entre os
valores de pH 5,5 - 6,0.

Assim os resultados obtidos mostram que a suplementagcdo do meio sem
fonte de dextrose, com FOS ou GOS garantiu um pH na faixa 6tima para o
crescimento de Bb12, (Tabela 3) e garantiu a sobrevida das mesmas (Figura 2).

Os resultados obtidos mostram que o GOS possui atividade prebidtica
sobre L. acidophillus — LAO5 e, esta atividade é comparavel a atividade prebidtica
do FOS.

3.4. Efeito antiproliferativo

A doxorrubicina (Eurofarma,Brasil), utilizadas como controle positivo,
demonstrou potencialidade elevada e seletividade, com inibigdo de crescimento
para todas as linhagens de células tumorais humanas (Figura 5).
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Como apresentados na Figura 6, o MRS-minimo (sem GOS) esta linhagem
apresentou atividade antiproliferativa com efeito citostatico para as linhagens
testadas [UACC-62(Melanoma), MCF-7(Mama), NCI-ADR/RES(Ovario), 786-
0(Renal), NCI-H460(Pulméo) e HT-29(Célon)].

Enquanto que no meio de cultura acrescido com GOS, nesta concentragcao
de tetrassacarideos, a linhagem LAO5 apresentou efeito citostatico apenas para
duas linhagens testadas (UACC-62 e HT-29) (Figura 7 e Tabela 4). Os resultados
obtidos sugerem que os metabdlitos bacterianos provenientes da LAQO5 inibem o
crescimento celular (efeito citostatico). A adicdo de GOS no meio MRS-minimo
provavelmente reduziu a concentracdo dessas substancias o que resultou na
reducao do efeito citostatico (maiores valores de Glsg, Tabela 4).

Assim, pode-se supor que para sobreviver no meio sem fonte de dextrose
(MRS-minimo), o L. acidophillus — LAO5 passou a secretar metabdlitos com acao
citostatica, para num mecanismo de feedback negativo reduzir o metabolismo
bacteriano e assim garantir a sobrevida, como demonstrado nos resultados
apresentados na Figura 1. Quando o meio foi suplementado com GOS, supriu-se
a caréncia de carboidratos e o LAO5 diminuiu a producdo de substancias
citostéticas.
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Figura 7: Porcentagem de crescimento das linhagens de células tumorais com
LA0O5+GOS

Tabela 4. Taxa de Crescimento: Glsg (ug/mL)

u m A 7 4 p 0 H k

Doxorrubicina 0,011 0,067 0,037 0,042 0,038 0,21 0,26 0,063 0,039
LA + 5% GOS 174,4 >2500 >2500 >2500 2500 >2500 =>2500 393,8 >2500
LAsem 5% GOS 474 3781 126,5 586,2 108,3 >2500 >2500 433,6 >2500

u = UACC-62; m = MCF-7; a = NCI-ADR/RES; 7 = 786-0; 4 = NCI-H460; p = PC-3; 0 = OVCAR-03; h = HT-29;
k = K562
Glso = concentragéo necessaria para que ocorra 50% de crescimento celular (efeito citostatico).

Estes resultados estimulam a continuidade de avaliacdes relacionadas aos
metabdlitos de fermentacdo do GOS e de probidticos com o objetivo de identificar
0s mecanismos de agdo anticancer e comprovar sua atividade em modelos

experimentais de cancer in vivo.
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4. CONCLUSAO

O efeito bifidogénico do GOS, para as linhagens LA0O5 e Bb12 foram
demonstrados pelas diferengas observadas entre as contagens iniciais e finais (A
LogUFC.mL™), com uma diferenca de 3,88 log para LA05 cultivado em MRS+GOS
e de 4,60 log para Bb12 cultivado em MRS+GOS. Quando a linhagem Bb12 foi
cultivada em MRS-minimo n&o houve niveis detectaveis (autdlise celular) apds 6h,
ao contrario da linhagem LAO5, que manteve-se os niveis de log estaveis por 12 h.

Em relacdo ao pH, as duas linhagens apresentaram ligeira queda, porém
nao demonstraram diferenca significativa.

O MRS-minimo apés cultivo de LA0O5 (sem GOS) apresentou atividade
antiproliferativa com efeito citostatico fraco para as linhagens UACC-
62(Melanoma), MCF-7(Mama), NCI-ADR/RES(Ovario), 786-0(Renal), NCI-
H460(Pulmao) e HT-29(Cdlon). Enquanto que o meio de cultura acrescido com
GOS (MRS+GOS), ap6s 12h de cultivo com LAQO5, apresentou efeito citostatico
fraco apenas para duas linhagens testadas, UACC-62 e HT-29. Os resultados
obtidos sugerem que os metabdlitos bacterianos provenientes da LAO5, cultivado
em meio sem fonte de dextrose, exercem efeito antiproliferativo e, que o prebidtico
GOS diminui a producao dessas substancias.

Estes resultados estimulam a continuidade de estudos relacionados com os
metabdlitos de fermentacdo do GOS, com o objetivo de identificar os mecanismos
de acdo anticancer e comprovar sua atividade em modelos experimentais de

cancer in vivo.
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CAPITULO V

AVALIAGCAO DO EFEITO DOS PREBIOTICOS GALACTOOLIGOSSACARIDEO
(GOS) E FRUCTOOLIGOSSACARIDEO (FOS) NA MORFOLOGIA INTESTINAL
DE RATAS WISTAR ADULTAS

RESUMO

Oligossacarideos sao ingredientes comuns em suplementos nutricionais e
tem sido utilizado no manejo clinico de algumas doencas, porém, ainda nao foram
amplamente testados em relacdo aos beneficios da morfologia intestinal. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos galactooligossacarideos (GOS)
sobre a morfologia intestinal de ratas fémeas adultas. Trinta ratas Wistar (300-
320g) de 10 meses de idade foram divididas aleatoriamente em trés grupos de
dieta (n = 10), com base na dieta AIN-93M ad libitum durante 3 meses, sendo 0s
grupos controle (10% de sacarose), GOS (5% GOS e 5% de sacarose), FOS (5%
FOS e 5% de sacarose). Foram alojados cinco animais por caixa a temperatura
(21-23°C) e umidade (55%) controladas com ciclo de claro/escuro de 12:12 h. O
protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimental Animal da
Universidade de Campinas. Ao final do tratamento, por¢cdes do ceco intestinal
foram submetidos a procedimentos histolégicos e corados usando a técnica
hematoxilina e eosina, em cortes de 5mm. As imagens foram digitalizadas por
uma camera digital acoplada a um microscépio de luz e analisados pelo software
de imagens Imaged. Os parametros analisados foram altura das vilosidades (Hv)
(ampliacao de 10 X), a largura do vilo perto da cripta (Wv) (ampliacao de 20 X), a
altura do enterécito (He) e altura do seu nucleo (Hn) (ampliagdo 40 X). Os dados
foram analisados pelo teste Tukey (p<0,05), utilizando GraphPad Prism versao
6.0. O grupo GOS mostrou altura das vilosidades (30%) e altura do enterécito
(33%) maiores (p <0,05) em relacdo ao grupo controle. No entanto, a largura da
vilosidade e altura do ndcleo do enterdcito nao foram diferentes (p<0,05) entre os
grupos. O grupo FOS mostrou altura (32%) e largura do vilo (29%) maior em

relagéo ao grupo controle. No entanto, a altura do enterécito, e a altura do nucleo
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nao foram diferentes (p<0,05) entre os grupos. Estes dados apontam que o
consumo de GOS ou FOS preserva as vilosidades intestinais de ratas fémeas
adultas. No entanto, mais pesquisas sao necessarias para estabelecer
mecanismos de agao.

Palavras-chave: Galactooligossacarideo, frutooligossacarideo, morfologia

intestinal.
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ABSTRACT

Oligosaccharides are common ingredients in nutritional supplements
designed for clinical management of disease states but it have not been clearly
prove their benefits to intestinal morphology. The aim of this work was to evaluate
the effects of galactooligosaccharides (GOS) on intestinal morphology of adult
female rats. Thirty 10-month old female Wistar rats (300-320g) were randomly
assigned to three diet groups (n=10) based in AIN-93M formulation ad libitum for 3
months. Control group (10% sucrose); GOS group (5% GOS and 5% sucrose),
FOS group (5% FOS and 5% sucrose). Were housed animals five per cage in
temperature (21-23°C) and humidity (55 %) controlled room with a light:dark cycle
of 12:12 h. The protocol was approved by the Animal Experimental Ethics
Committee of the University of Campinas. At the end of the experiment, intestinal
cecum portions were submitted to histological procedures for tissues analysis
using haematoxylin and eosin technique. Stained sections of 5mm images were
taken with a digital camera coupled to a light microscope and analyzed by image
processing software Imaged. The parameters analyzed were height of the villus
(Hv) (magnification X 10), the width of the villus near the crypt (Wv) (magnification
X 20), the height of the enterocyte (He) and height of its nucleus (Hn)
(magnification x 40). Data were analyzed by Student t-test (p<0,05) using
GraphPad Prism 6.0 version. The GOS group showed height of the villus (30%)
and height of the enterocyte (33%) greater (p<0.05) than control group. However
the width of the villus and height of the enterocyte nucleus were not different
(p<0.05) between the groups. The FOS group showed height (32%) and width
(29%) of the villus greater (p<0.05). However, the height of the enterocyte, and the
height of its nucleus were not different (p<0.05) between the groups. Consumption
of GOS and FOS preserves intestinal loss of adult female rats, however further
research is required to establish mechanisms of action.

Key words: Galactooligosaccharides, frutooligosaccharide, intestinal morphology,
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1. INTRODUCAO

A microbiota intestinal desempenha importante papel na saude humana
pela contribuicao a nutricao do hospedeiro e pela formagcao de uma barreira para a
colonizacdo de patégenos por exercer importantes fungdes metabdlicas de
fermentacao de prebibticos (SHADID et al., 2007).

Os prebidticos sao oligossacarideos nao digeriveis (ONDs), seletivamente
fermentados pelas bactérias intestinais que agem como agentes bifidogénicos,
uma vez que promovem mudancgas especificas na composicao e/ou na atividade
dessas bactérias, conferindo efeitos de bem estar e saude ao hospedeiro
(ROBERFROID, 2007).

Apesar dos prebidticos serem considerados ONDs, Roberfroid (2007)
sugere critérios a serem analisados in vitro e in vivo, para caracterizar um
prebidtico. Os critérios incluem a resisténcia a acidez gastrica, hidrélise enzimatica
e absorcao gastrointestinal, a fermentacao pela microflora intestinal, e o estimulo
seletivo ao crescimento e/ou atividade dessas bactérias intestinais. Segundo
esses critérios, somente dois tipos de oligossacarideos sdo considerados
atualmente como prebidticos, os frutanos do tipo inulina (FOS) e GOS.

Além de apresentarem as caracteristicas que os classificam efetivamente
como prebidticos, os FOS e os GOS também possuem manufatura relativamente
de baixo custo e sao valiosos ingredientes funcionais na industria alimenticia com
o potencial de melhorar as propriedades sensoriais dos alimentos
(MACFARLANE, MACFARLANE & CUMMINGS, 2006).

Os FOS séao oligbmeros de frutose que sao compostos de 1-kestose (GF2),
nistose (GF3) e frutofuranosil nistose (GF4), em que as unidades de frutosil (F)
sdo ligadas na posicao B-2,1 da sacarose, o que os distingue de outros 3
oligbmeros (YUN, 1996). Sao oligossacarideos de ocorréncia natural
principalmente de origem vegetal e também podem ser obtidos por acdo de
enzimas microbianas (HARTEMINK, VANLAERE & ROMBOUTS, 1997; NETTO,
2005).
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Os GOS séao sintetizados enzimaticamente pela acdo da B-galactosidase
sobre a lactose. Esta enzima age como uma enzima hidrolitica e também como
uma enzima de condensacdo, neste caso denominada reacdo de
transgalactosilacdo. Os GOS podem ser compreendidos de di-, tri-, tetra- ou de
pentassacarideos, constituidos principalmente por unidades de galactose ligadas
a lactose (SANTOS, SIMIQUELI & PASTORE, 2009).

Quanto aos beneficios fisioldgicos durante a fermentacao dos FOS e dos
GOS o pH é reduzido (7,0-7,5 para 6,0-6,5) devido a producdo de acidos graxos
de cadeia curta, tais como, acetato, propionato e butirato, dentre outros
(ROBERFROID; GIBSON & DELZENNE, 1993; MARQUEZ, 1999). Esses &cidos
graxos sao parcialmente utilizados como fonte de energia pelos enterécitos e o
restante é absorvido, promovendo efeitos metabdlicos na prevengdo ou mesmo
controle de doengas sistémicas, conforme descrito por Wong et al. (2006). A
nutricdo dos enterdcitos, favorecida pelos probibticos e prebidticos aumenta o
tamanho dos vilos em profundidade, reduzindo a producdo de ambnia e aminas
biogénicas e estimulando o sistema imunolégico (BARROS, 2007; LEFORESTIER
et al., 2009).

A integridade fisica da mucosa provavelmente representa a principal linha
de defesa dessa barreira intestinal, sendo auxiliada pelos componentes do
sistema imune celular (enterécitos, macréfagos e linfécitos T) e humoral (IgG, IgM
e IgA secretéria) (TRAMONTE et al. 2004).

Estudos que relacionam a flora intestinal associada com a ingestdo de
prebidticos e probidticos tém sido realizados com o objetivo de avaliar sua
eficiéncia na prevencao do cancer. Neste sentido, Rowland et al. (1998), analisou
0 numero de criptas aberrantes em ratos alimentados com inulina e a B. longum,
linhagem 25, e submetidos a indugcédo de cancer com o carcinégeno azoximetano
(OMA). Os tratamentos foram iniciados apds 1 semana da administracdo da dose
do agente cancerigeno, e os resultados sugerem que B. longum e inulina podem
ter afetado a fase de promocao precoce das células cancerigenas. O consumo de

racdes contendo B. longum, inulina ou ambos também promoveram uma redugao

Introdugéo
120



da atividade da B-glucuronidase, da concentracdo de ambnia no conteudo cecal e
uma diminuigdo do pH cecal. Os resultados também indicaram que a combinagao
dos dois agentes foi mais eficaz na redugdo de lesdes do célon, verificando-se
que houve sinergia em comparacdo com o0s tratamentos individuais dos
prebidticos e probibticos.

Resultados similares em relagéo a reducao do risco de cancer em modelos
animais também foram encontrados por Gallaher & Khil (1999), que administraram
um simbidtico composto por oligofrutose e B. longum, em ratos tratados com o
carcinégeno 1,2-dimethylhydrazine (DMH). Em outro estudo, a incidéncia do tumor
foi menor nos ratos tratados com OMA e alimentados com um simbidtico
composto de prebidtico Raftilose e L. rhamnosus e B. lactis BB-12 em
comparacao com ratos ndo alimentados. Estes efeitos parecem ser mediados pela
modulacdo intestinal, associada ao tecido linféide, através de placas de Peyer
(ROLLER, RECHKEMMER & WATZL, 2004). Também ja foi demonstrado
recentemente que esta formulacao reduziu os fatores de risco de cancer de célon
em humanos (MUSSATTO & MANSILHA, 2007).

O mecanismo através do qual os probiéticos e prebioticos podem inibir o
desenvolvimento de cancer de célon ainda sdo desconhecidos. Entretanto, varios
mecanismos de atuacao sao sugeridos, incluindo o estimulo da resposta imune do
hospedeiro, a ligacao e a degradacao de compostos com potencial carcinogénico
e alteragdes na microbiota intestinal envolvidas na produgdo de carcindgenos,
favorecendo as bifidobactérias que colonizam o co6lon em detrimento de
enteropatégenos, podem ligar-se ao carcinégeno final, promovendo sua remogao
através das fezes (KAUR & GUPTA, 2002). Além disso, prebidticos e probibticos
podem estimular a producdo de compostos antimutagénicos no colon, alteracao
da atividade metabdlica da microbiota intestinal, alteracdo das condigcdes
fisicoquimicas do célon e efeitos sobre a fisiologia do hospedeiro (HIRAYAMA &
RAFTER, 2000).

Visto que as funcdes benéficas associadas ao consumo de prebidticos
estdo diretamente relacionadas as alteracées tanto na composicdo quanto na
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atividade das bactérias intestinais em conseqiéncia ao processo de fermentacao
e producado de &cidos graxos de cadeia curta, este trabalho teve como objetivo
avaliar o impacto da presenca dos prebi6ticos FOS e GOS no intestino (ceco) dos
animais através das analises de pH fecal e alteragdes histol6gicas deste tecido,
bem como comparar a eficiéncia destes prebioticos FOS e GOS quanto a
histologia intestinal.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais e dietas

Ratas da linhagem Wistar, com 10 meses de idade (+ 300g de peso corporal),
foram obtidas do Centro Multidisciplinar para Investigacao Biol6gica (CEMIB), da
Universidade Estadual de Campinas (Sao Paulo — Brasil). Estas foram distribuidas
aleatoriamente em 3 (irés) diferentes tratamentos (n= 10) (Figura 1) e alimentadas
ad libitum por 3 meses. As dietas fornecidas para os animais foram isocaléricas,
baseadas na AIN-93M (REEVES, NIELSEN & FAHEY JR, 1993) e modificadas de
acordo com os tratamentos propostos (Tabela 1). O GOS utilizado foi obtido no
Laboratério de Bioaromas da Universidade Estadual de Campinas através de
processo fermentativo, sendo composto de 28% de tetrassacarideos, 50% de
lactose, 15% de glicose e 7% de galactose, conforme descrito por Santos (2006);
e o FOS, cedido pela Corn Products International, composto por 14% de
tetrassacarideos, 56% de trissacarideos e 41% de frutose. Durante todo o
experimento, as ratas foram mantidas em caixas plasticas (cinco animais por
caixa) a temperatura (21-24°C) e umidade (55%) controlada, ciclo de luz 12h/dia e
12h/noite. O peso e o consumo de ragdo dos animais foram monitorados uma e
duas vezes por semana, respectivamente. No final do experimento, os animais
foram mantidos em jejum por 12 horas, e posteriormente, decapitados para coleta
das fezes e ceco para analise de pH e morfo-histolégica, respectivamente. Este
projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade Estadual de Campinas — protocolo n°1561-1(Anexo I).
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Ratas com 10 meses
de idade (n = 30)

l

Padrao
(n=10)

l

GOS
(n=10)

l

FOS
(n=10)

Figura 1. Esquema de delineamento experimental do ensaio biolégico.

Tabela 1. Composicao das dietas fornecidas para os animais baseadas na AIN-
93M (REEVES, NIELSEN & FAHEY JR, 1993) e modificadas de acordo com o0s

tratamentos propostos.

Inaredientes Dieta padrao Dieta ¢/ GOS Dieta ¢/ FOS
9 (g/Kg de dieta) (g/Kg de dieta) (g/Kg de dieta)

Amido de milho 465,692 465,692 465,692

Caseina (285% 140,000 140,000 140,000

proteina)

Amido de milho

dextrinizado (90-94%) 199000 155,000 155,000

Sacarose 100,000 50,000 50,000

GOS - 50,000 -

FOS - - 50,000

Oleo de soja 40,000 40,000 40,000

Celulose 50,000 50,000 50,000

m.;(()mmerm (AIN-93M- 35 000 35,000 35,000

Mix vitaminico (AIN-

93-VX) 10,000 10,000 10,000

L-Cistina 1,800 1,800 1,800

Bitartrato colina

(41,1% colina) 2,500 2,500 2,500

Butilhidroquinona 0,008 0,008 0,008
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2.2. Determinacao do pH

Amostras de fezes do conteudo cecal (£1g) foram coletadas no momento
do sacrificio dos animais, imediatamente homogeneizadas em agua deionizada e
o pH medido com potenciémetro MICRONAL B474, Brasil. (ASVARUJANON,
ISHIZUKA & HARA, 2005).

2.3. Histomorfometria do ceco

O ceco foi lavado com agua destilada até a retirada total dos residuos de
fezes. Apds a lavagem, o tecido foi fixado em solucao de formol a 5%, por 48
horas, desidratado com solucdes de etanol e xilol, diafanizado, incluida em
parafina 58-62 Merck®, fundida em estufa a 60C e colocado em forma de
aluminio a temperatura ambiente para obtencao dos blocos. Esses blocos foram
seccionados (5 upm), utilizando aparelho MICROTOMO LEIKA RM 2145®
(Germany) e os cortes foram montados em laminas, corados com HE
(hematoxilina e eosina) e submetidas a procedimento histolégico padrao para esta
técnica. As imagens foram obtidas através de uma camera digital (COHU 2700 -
Cohu Inc. Electronics Division, California, Unites States) acoplada a um
microscépio de luz (Nikon Eclipse H550S — Nikon Corporation, Tokyo, Japan)
(aumento de 10 X 10) e analisadas usando-se software para processamento de
imagens (ImagedJ 1.37v, National Institute of Health, Bethesda, EUA) (BJORNVAD
et al., 2005; LEMOS, 2008).

Os parametros histolégicos analisados foram altura das vilosidades (Hv)
(aumento de 10X), largura das vilosidades proxima as criptas (Wv) (aumento de
20X), altura dos enterdcitos (He) e altura dos nucleos (Hn) (aumento de 40X)
(Figura 2).
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Figura 2. Cortes histolégicos do ceco de ratas corado com hematoxili

! S .
na e eosina e

demonstragcao de parametros histomorfométricos. (a) aumento X 10; (b) aumento

X20; (c) aumento X 40.
Hv = altura das vilosidades; Wv = largura das vilosidades proxima as criptas; He = altura dos
enterécitos; Hn = altura dos nucleos.

2.4. Tratamento Estatistico

Os resultados foram submetidos a analise de variancia ANOVA seguido de teste
de Tukey, sendo que o software utilizado foi GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, EUA) considerando p<0.05. Os resultados estao

expressos pela média de cada grupo (n=10) e erro padrdao da média (EPM).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Consumo de racao e peso corporal dos animais

Os animais dos grupos FOS e GOS nao apresentaram diferenca
significativa (p>0.05) de peso corporal entre si no final do experimento, porém,
quando comparados aos animais do grupo padrdo, estes apresentaram maior
peso corporal (Padrdo = 302,3 £ 3,4g; FOS = 317,4 + 2,5g; GOS = 316,3 + 2,09)
(Figura 3).
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Figura 3. Peso corporal dos animais em gramas.

Apesar da diferenca em relacao ao ganho de peso corporal entre os grupos
experimentais e o grupo padrdo, os mesmos néo apresentaram diferenca (p>0.05)
no consumo de ragao por dia (Padrao = 11,8 £ 0,7g; FOS = 13,1 £ 0,8g; GOS =
12,7 £ 0,59) (Figura 4). As ratas que receberam ragao enriquecida com GOS ou
com FOS aproveitaram melhor os nutrientes do que as ratas que consumiram a
dieta padrdao, uma vez que todas as ratas consumiram quantidades equivalentes
de racao, porém as dos grupos GOS e FOS apresentaram pequeno aumento do
peso corporal.
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Figura 4. Consumo de racao dos animais (g/dia).

3.2. pH fecal (ceco)

Os animais nao apresentaram diferenga significativa (p>0.05) em relacao
ao pH do conteudo cecal (Padrdao = 7,37 £0,08; FOS = 7,38 £0,17; GOS = 7,34
+ 0,08) (Figura 5).
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Figura 5. pH fecal (ceco).
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Howard et al. (1995) realizou dois experimentos com leitdes neonatos para
determinar os efeitos da alimentacdo com FOS na microbiota cecal e do célon, na
proliferacdo da mucosa cecal e epitelial do célon e nas concentracdes de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) no ceco. No primeiro experimento, foi avaliado o
consumo de 3g/L de FOS em 15 dias e, ao final do experimento foram
examinadas as mudancgas na microbiota do ceco e do célon, na morfologia cecal
proximal e distal, na mucosa do célon epitelial, no pH cecal e na concentracéo de
acidos graxos de cadeia curta. A suplementacdo com FOS nado alterou a
contagem de células viaveis de bifidobacterias e da microbiota total anaerdbia, o
pH cecal, e as concentracdes de acidos graxos de cadeia curta. Porém na mucosa
cecal foi verificado um aumento por meio da densidade celular do muco. A altura
das critptas proximal e distal da mucosa do colon, as células de ponta e células
marcadas, chamada zona de proliferagdo também aumentaram com o consumo
de FOS. Na autdpsia e histopatologia nenhuma leséo significativa foi encontrada.
No segundo experimento foi avaliado o consumo de 3g/L de FOS em 6 dias.
Amostras de fezes foram coletadas no 12, 3° e 6° dia, apés o inicio da
alimentacdo. Nos dias 1 e 3, as concentracdes de bifidobactérias foram
semelhantes, porém apés 6 dias consumindo FOS, houve uma tendéncia a um
aumento (p=0,08). Estes dados sugerem que o consumo de FOS reforcou o
nuamero de bifidobactérias e preveniu a atrofia da mucosa do colon epitelial em
leitdes recém-nascidos.

Estudos in vivo, realizados por Bakker-Zierikzeea et al. (2005), compararam
o efeito de uma férmula infantii contendo FOS e GOS e um probiotico
Bifidibacterium animalis (Bb-12), na composicdo e na atividade metabdlica da
microflora intestinal de bebés. As andlises foram realizadas através da coleta das
fezes de bebés com idade de 4, 8, 12 e 16 semanas. Comparando-se as férmulas
com a padrdo, houve um aumento de lactato e pH mais baixo em todos os
tempos. Apesar de ndao haver uma diferenca estatistica significativa, o grupo que
recebeu a férmula infantii com FOS e GOS apresentou resultado similar para
atividade metabdlica da flora intestinal de bebés amamentados. Estes resultados
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reforcam a hip6tese da associacdo entre o aumento da proporcao dos acidos
graxos de cadeia curta e a reducao do pH do célon.

Nossos dados indicam que nao houve diferenca significativa nos pH do
ceco associados as dietas propostas que podem ser explicados pelo jejum de 12h
a que as ratas foram submetidas, o que pode ter interferido na volatilizacao dos

acidos graxos de cadeia curta.

3.3. Histomorfometria do ceco dos animais

Como pode ser observado na Figura 6, os animais dos grupos alimentados
com FOS e GOS apresentaram aumento na altura das vilosidades intestinais em
relacdo ao grupo controle (p<0.05) dessas vilosidades (Padréao = 3.44 = 0.08mm;
FOS = 4.50 £ 0.16mm; GOS = 4,46 = 0.14mm). Quando os grupos FOS e GOS
foram comparados entre si, ndo apresentaram diferenca significativa (p>0.05) na

altura das vilosidades.

Altura das vilosidades intestinais (mm)

GQP -

2 oy
@b**a ch

Figura 6. Altura das vilosidades intestinais (ceco).

Os resultados estdo de acordo com Budifio et al. (2005) que avaliaram o
aumento na densidade celular e no niumero de células, na mucosa intestinal de
leitbes recém-desmamados alimentados com dieta basal e dieta basal +
probidtico, prebidtico (FOS) e simbidtico. Os autores observaram maior densidade
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de vilos na porcao duodenal e do jejuno dos leitdes alimentados com o prebidtico
guando comparados aos que consumiram probiético. Ja os animais alimentados
com simbidtico apresentaram maior altura de microvilos no duodeno em relagao
aos que consumiram a dieta basal. Nos leitdes suplementados com probiotico
houve melhor recuperacao na densidade dos microvilos.

Macari & Maiorka (2000), relataram os efeitos da adicao de probidticos (S.
cerevisae) e prebidticos (mananoligossacarideos-MOS), na mucosa intestinal de
frangos. Os resultados mostram que a adicdo de MOS na racao teve efeito sobre
o desenvolvimento das vilosidades intestinais, com aumento significativo (p<0,05)
da altura do vilo, nos 03 segmentos do intestino delgado, sendo mais acentuado
na primeira semana de vida do frango. Verificaram também que as aves tratadas
com S. cerevisae apresentavam um ganho de peso significativamente maior.

No presente trabalho, os animais suplementados com FOS ou com GOS
apresentaram largura das vilosidades e altura dos enterdcitos significativamente
(p>0.05) iguais. Quando comparados ao grupo padréo, o FOS mostrou vilosidades
mais largas (p<0.05) enquanto o GOS nao apresentou diferenca significativa
(p>0.05) (Padrao = 2.20 £ 0.10mm; FOS = 2.85 £ 0.18mm; GOS = 2,44 + 0.14mm)
(Figura 7).
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Figura 7. Largura das vilosidades intestinais proximas as
criptas (ceco).
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Quanto a altura dos enterécitos, o GOS apresentou média maior (p<0,05)
que 0 grupo padrdao, enquanto o FOS nao apresentou diferenca significativa
(p>0.05) (Padrdo = 1.61 £ 0.09mm; FOS = 1.92 + 0.12mm; GOS = 2,14 + 0.10mm)
(Figura 8).

Altura dos enterocitos (mm)

Figura 8. Altura dos enterécitos (ceco).

Os enterécitos sdo as principais células no processo de digestao e
absorcao e estado distribuidas em toda a superficie do vilo. Na superficie luminal
dos enterécitos projetam-se as microvilosidades, estruturas cilindricas que
aumentam a superficie de contato da célula. Na superficie das microvilosidades
encontram-se as enzimas responsaveis pela digestdo final dos nutrientes, tais
como dissacaridases, oligopeptidases, etc. Os enterocitos migram através das
vilosidades, a partir da base em direcdo ao apice. Este processo de migracao tem
duracao media de 48 a 96 horas e é muito importante pelo fato de que, durante o
percurso, estas células principais tornam-se mais ativas, principalmente na
metade superior do vilo. (TURK, 1982)

DIBNER et al. (1996) demonstraram que aves alimentadas com dietas
contendo gordura oxidada apresentaram reducao no comprimento e area de
superficie dos vilos, bem como uma diminuicdo na relagao vilo/cripta, afetando

negativamente a secrecdo enzimatica e a capacidade absortiva dos enterdcitos.
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Provavelmente, esses resultados estejam relacionados com o fato dessas
gorduras oxidadas serem incorporadas nas membranas celulares, reduzindo a
quantidade de tocoferol presente nas membranas subcelulares, determinando,
assim, um aumento de radicais livres que podem levar a morte celular programada
(apoptose). A digestao e absorcado das gorduras requerem alguns fatores, como a
presenca de sais biliares, lipase pancreatica, colipase, e proteina ligadora de
lipidios. Aparentemente, esta proteina esta envolvida com o transporte dos acidos
graxos através da membrana dos enterdcitos e depende do substrato (acidos
graxos) para aumentar sua concentragao.

O desenvolvimento da mucosa intestinal € decorrente de dois eventos
citolégicos primarios associados: renovagao celular, caracterizado por proliferacao
e diferenciacao, resultante das divisdes mitéticas sofridas por células localizadas
na cripta e perdas por descamagédo, que ocorrem naturalmente no apice das
vilosidades. O equilibrio entre esses dois processos € determinado por uma taxa
de renovagao constante. Outro fator muito relevante para a absorcdo dos
nutrientes na membrana luminal é a quantidade de microvilos existentes nos
enterécitos. O numero de microvilos atua como um amplificador de areas para a
absorcao dos nutrientes (PELICANO et al., 2003).

Os grupos experimentais ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0.05)
em relacdo a altura do nucleo dos enterécitos (Padrdo = 0.52 + 0.04mm; FOS =
0.60 £ 0.08mm; GOS = 0,61 £ 0.02mm) (Figura 9).
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Figura 9. Altura do nlcleo dos enterdcitos (ceco).

Outros mecanismos de acao dos GOS podem ser explicados através de
resultados encontrados por Leforestier et al. (2009) que avaliou as consequiéncias
de ingestdo GOS, fermentado por Streptococcus termophilus linhagem 065,
composto por 30% de GOS e lactose 5% (p/v) na mucosa do intestino delgado por
morfologia, analise das atividades enzimaticas de sacarase, lactase e fosfatase
alcalina além da determinacdo do conteddo de mucina da mucosa, bem como
expressao do gene MUC através do mRNAs de MUC-2 e MUC-4, por RT-PCR,
em ratas jovens. Os resultados mostraram que GOS ndo teve efeito detectavel
sobre a altura das vilosidades do intestino, mas aumentaram o teor total de
proteina da mucosa e mucina do intestino delgado, sem modificar a expressao de
MRNAs por MUC-2 e MUC-4. Os ratos que consumiram GOS apresentaram uma
maior atividade de sacarase associada a mucosa intestinal, mas as atividades de
lactase e fosfatase alcalina foram similares as do grupo controle, indicando que a
dieta enriquecida com GOS exerceu um efeito especifico sobre células epiteliais
da mucosa. Curiosamente, GOS também foi capaz de aumentar a atividade de
sacarase em cultura de células do célon (Caco-2), sem alterar a proliferacao
celular sugerindo que os GOS provavelmente agem diretamente sobre estas
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células, ou seja GOS pode exercer efeitos sobre enterécitos que nao sao
mediados pela microflora.

Houve aumento ligado a glicoproteinas associado a mucosa intestinal. Por
ultimo, a expressdo do mRNA de TNF-a também nao foi modificado apds a
ingestao de GOS. Estes resultados sugerem que, em camundongos BALB/c, que
4 semanas de ingestdo de GOS é capaz de aumentar o conteudo de mucina e
enterécitos da mucosa do intestino delgado associados a atividade da sacarase

sem modificar a altura das vilosidades.
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4. CONCLUSAO

O estudo mostra que GOS sao capazes de modificar algumas
caracteristicas da mucosa intestinal em ratas Wistar com 10 meses de idade, que
equivale a entrada na menopausa.

Os animais que consumiram ragdo com 0s prebidticos tiveram um ligeiro
aumento de peso em relacdo ao grupo padrdo, sem que 0 consumo de ragcao por
dia sofresse alteracdes entre os trés grupos.

Nossos dados indicam que nao houve diferenca significativa nos pH do
ceco associados as dietas propostas que podem ser explicados devido ao fato das
ratas terem permanecido em jejum de 12 horas, o que pode ter interferido na
volatilizagdo dos acidos graxos de cadeia curta.

Os animais alimentados com FOS e GOS apresentaram aumento na altura
das vilosidades intestinais em relagcao ao grupo controle (p<0.05).

Em relacdo a largura das vilosidades e altura dos enterdcitos nao houve
diferenca significativa, porém quando comparados ao grupo padrdao, o FOS
mostrou vilosidades mais largas (p<0.05) enquanto o GOS nao apresentou
diferenca significativa (p>0.05).

Quanto a altura dos enterécitos, o GOS apresentou média maior (p<0,05)
que 0 grupo padrdao, enquanto o FOS nao apresentou diferenca significativa
(p>0.05), o mesmo nao foi observado na altura dos nucleos dos enterdcitos que
nao apresentou diferenga significativa.

Embora o0s mecanismos envolvidos no efeito GOS permanegcam
desconhecidos, propomos que GOS pode atuar pelo menos em parte, pelo efeito
direto no epitélio intestinal células.

Nao é possivel, no entanto, excluir o efeito mediado pelos acidos graxos de
cadeia curta em relacéo a nutricdo dos enterécitos, devido a concentracoes serem
significativas no intestino grosso.

Mais trabalhos sdo necessarios para decifrar os mecanismos envolvidos no
efeito dos prebidticos GOS e FOS.
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CONCLUSAO GERAL

Foram encontradas mais de cem patentes no levantamento bibliografico,
mas somente 37 foram analisadas por estarem relacionadas com 0 nosso
objetivo.

Em 1990, foi observado o maior numero de depédsitos de patente e a partir
de 2003 foi observado um aumento, devido ao desenvolvimento da engenharia
genética.

A maioria das patentes foram depositadas por empresas privadas (91%) e o
Japao é o maior retentor de patentes relacionadas com GOS e somente 8,1%
foram depositadas por institutos de pesquisa.

O rendimento da producdo de GOS a partir da enzima [3-galactosidase de
Scopulariopsis sp. foi de 30%/12horas e 24%/15 dias para a enzima livre e
imobilizada, respectivamente, sendo necessarios estudos complementares para
avaliar a estabilidade da enzima imobilizada.

Nos estudos in vitro, a agao direta do GOS apresentou indicios de atividade
antiproliferativa na linhagem HT-29 (adenocarcinoma de célon), todavia, nao foi
capaz de reduzir em pelo menos 50% o crescimento das células tumorais.

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre as células tumorais
estudadas em relacdo a concentracao de IFN-y, sugerindo ndo ser esta citocina
um bom marcador.

O efeito bifidogénico do GOS, para as linhagens LA0O5 e Bb12 foram
demonstrados pelas diferengas observadas entre as contagens iniciais e finais (A
LogUFC.mL-1), com uma diferenca de 3,88 log para LAO5 cultivado em
MRS+GOS e de 4,60 log para Bb12 cultivado em MRS+GOS. Quando a linhagem
Bb12 foi cultivada em MRS-minimo ndo houve niveis detectaveis (autolise celular)
apods 6h, ao contrario da linhagem LAQO5, que manteve-se os niveis de log estaveis
por 12 h.

Verificou-se que o meio de cultura sem dextrose (MRS-minimo) apresentou
atividade antiproliferativa para as linhagens UACC-62 (melanoma), MCF-7
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(mama), NCI-ADR/RES (ovario), 786-0 (renal), NCIH460 (pulmao) e HT-29
(colon).

O meio de cultura acrescido com GOS, por sua vez, apresentou efeito
citostatico da apenas para duas linhagens (UACC-62 e HT-29).

Os resultados obtidos sugerem que os metabdlitos bacterianos
provenientes da LA05 em meio sem dextrose exercem efeito antiproliferativo e,
que o GOS provavelmente reduz a producao desses compostos.

Nos estudos in vivo, 0s animais que consumiram racao com o0s prebidticos
tiveram um discreto aumento de peso e em relacdo ao pH do ceco ndo se
observou decréscimo relevante.

Os animais alimentados com FOS e GOS apresentaram aumento na altura
das vilosidades intestinais em relagcao ao grupo controle (p<0.05).

Foi verificado que as vilosidades intestinais dos animais que consumiram
FOS se apresentavam mais largas, quando comparado com o grupo controle.

Quanto a altura dos enterocitos, as ratas que consumiram GOS
apresentaram meédia maior que o grupo padrdao, enquanto as alimentadas com
FOS nao apresentaram diferenca significativa (p<0,05).

Embora os mecanismos envolvidos em relacdo a atividade metabdlica do
GOS nao estejam totalmente esclarecidos, sugere-se que este oligossacarideo
tenha potencial de modulacao no epitélio intestinal das células. Nao é possivel, no
entanto, excluir o efeito mediado pelos acidos graxos de cadeia curta em relacao a
nutricdo dos enterdcitos.

Mais trabalhos sdo necessarios para decifrar os mecanismos envolvidos no
efeito dos prebidticos GOS e FOS.
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