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Submetidos a Injuria por Ingestdo Alcodlica e Tratamento com Bactérias Acido-Lacticas
(BAL) Presuntivamente Probioticas
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Introducgéo

Membros da familia Enterobacteriaceae tém como principal caracteristica serem Gram-negativas, oxidase negativa,
fermentadoras ou ndo fermentadoras de lactose. S&o microrganismos que habitam o intestino de animais, também
podendo ser encontrada no solo, 4gua e em plantas [1]. As bactérias da familia Enterobacteriaceae estdo intimamente
relacionadas a enfermidades diarréicas. Segundo a OMS € considerada a segunda maior causa de mortes em criangas de
menos de cinco anos de idade [2]. Os probioticos vém sendo definidos como microrganismos vivos que provocam
efeitos positivos ao hospedeiro. O uso de BAL como probidtico desencadeia uma reacdo imunomodeladora, em nivel de
imunidade inata e adquirida, quando consumida em quantidades apropriadas, além de melhorar o desempenho adquirido
através da melhor absor¢do de nutrientes, uma vez que as microvilosidades encontradas no TGI apresentam aumento em
sua area. Contudo essas bactérias devem ser resistentes as condigdes do TGl para que a administragdo seja efetiva [3].
Estudos exploram o uso de probidticos como tratamento contra patégenos do TGlI, se referindo a BAL como
complementos de terapias convencionais [4]. Os probidticos estdo sendo usados como alternativa para inibicdo de
agentes patdgenos e produzir enzimas [5]. Podem ser encontrados no mercado incluido em ra¢es ou produzidos em
forma de capsulas, em pasta em pé ou granulado, podendo consistir de apenas uma cepa até oito cepas [6].

Material e métodos

Camundongos fémeas (entre 8-10 semanas de idade) da linhagem C57BL/6 selvagens, mantidos em gaiolas com agua
e racdo (Labina) ad libitum, a uma temperatura aproximada de 25+2°C e em ciclo claro-escuro de 12 horas foram
aleatoriamente separados em quatro grupos, contendo 6 animais/grupo em cada gaiola.

O grupo um foi representado pelos animais tratados com salina + caldo BHI (Caldo Infuso Coragéo) (Salina - BHI), o
grupo dois foi representado pelos animais tratados com salina + Bactéria Acido Lactica (Salina — BAL), o grupo 3 foi
representado pelos animais tratados com etanol + Caldo BHI (EtOH - BHI) e o grupo 4 foi representado pelos animais
tratados com etanol + BAL (EtOH - BAL).

Durante quatro dias consecutivos, foi realizada a administracdo intragéstrica (i.g.) de 0,2 mL de EtOH (50%)/animal
ou salina, e vinte e quatro horas apds a Ultima administracdo i.g. (EtOH ou salina), os animais foram tratados com 0,2
mL de BAL em Caldo BHI ou somente o0 meio de cultura Caldo BHI, por via intragastrica, durante 4 dias consecutivos.

Apo6s um intervalo de sete dias, foram realizadas as intervencOes experimentais. Durante a necropsia foram retirados
0s seguintes orgdos: estdbmago, intestino delgado e intestino grosso.

Para as analises microbioldgicas, procederam-se diluicdes seriadas das amostras (102 e 10™). Aliquotas das diluicées
foram distribuidas superficialmente no meio de cultura Agar MacConkey e foram incubadas a 37°C, por 24 horas
(overnight).

As colbnias desenvolvidas a partir das amostras foram selecionadas utilizando microscdpio estereoscopico, conforme
caracteristicas morfoldgicas. Para confirmar a distingdo entre as col6nias, procedeu-se a bacterioscopia a partir da
coloracdo de Gram. Col6nias distintas foram entdo multiplicadas e conservadas a -20 °C, com aporte de crioprotetor.

O teste de oxidase foi realizado em esfregagos dos isolados em tiras de oxidase, utilizando alca de platina, o qual
apresentou resultados em poucos segundos.

O projeto foi submetido & Comissio de Etica em Experimentacio e Bem-estar Animal (CEEBEA) da Universidade
Estadual de Montes Claros (UNIMONTES) sob processo de n° 043/2013 para analise e apreciagdo.

Resultados

No grupo de bactérias isoladas foi observado que 63,63% realizam fermentacdo lactica (LAC +) sendo destes 27,27%
residentes do sitio referente ao estdmago, e 18,18% para isolados do intestino grosso e delgado. No estémago foi
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identificado bactérias com a presenca de oxidase (OXID +) em lavados do intestino delgado e intestino grosso (Tabela
2).

Nota-se com a soma dos isolados em todos os sitios, cada tratamento possui uma notavel diferenca quanto a
populagdo microbiota do trato gastrointestinal. No tratamento com salina e BHI podemos tomar como grupo controle,
onde a populacdo microbioldgica em todos os sitios houveram isolados. Quando o caldo BHI no tratamento é
substituido por bactérias acido-laticas (BAL) nota-se uma reducdo da populacdo do estdmago e intestino grosso e uma
total inibicdo de bactérias no intestino delgado. Ao provocar injaria alcdolica, porém retirando BAL e inserindo BHI
percebe-se que o etanol age diretamente no estdbmago diminuindo seu efeito agressivo na microbiota ao longo de sua
extensdo. Com o quarto tratamento, onde se causa injdria alcéolica somada a BAL fica evidente que é potencializado a
acdo probidtica em todos os sitios com exce¢do do estdbmago, onde a injdria alcdolica é reduzida e a microbiota

permanece aparentemente com os mesmos valores (Tabela 1).

Discussao

Os resultados indicam que a BAL em questdo, possui um potencial efeito probidtico, pois tal tem acéo inibitdria e
fomentativo relacionado aos patdgenos. A BAL apresentou maior caracteristica inibitdria no intestino delgado e o etanol
apresentou no estdmago. Houve maior potencial inibitério quando a BAL foi aliada ao etanol, onde foi notada maior
expressao inibitoria ao longo do trato gastrointestinal. Houve resultados onde a BAL aliada ao etanol propiciou o
crescimento de bactérias, onde o tratamento apenas com etanol e BHI havia provocado estresse.

Concluséo

De acordo com os dados obtidos sugere-se que a BAL em estudo possui um potencial probidtico devido alteracdo da
diversidade da microbiota do TGI. Devido a prevaléncia de Enterobacteriaceae em diferentes se¢fes da TGI, pode-se
assumir que existe certo nivel de adaptacOes para tal. Compreende-se que sdo necessarios estudos posteriores quanto 0s
padrdes de distribuicdo dos microrganismos na microbiota.
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Tabela 1. Frequéncia de isolamento de bactérias LAC + e LAC — em trato gastrointestinal (TGI) de camundongos C57BL/6
submetidos a injaria por ingestao alcodlica e tratamento com bactérias acido-lacticas (BAL) presuntivamente probidticas.

Sitios Amostrados

Tratamento N Intestino .
Estomago delgado Intestino grosso
LAC+ |LAC-|LAC+ | LAC- | LAC+ |LAC-
Salina - BHI 13,6% | 9% | 13,6% | 45% | 45% | 45%
(©)] @ | G (€] (€] @)
. 9% 4,5%
Salina- BAL | ND ND ND ND y
@ @)
4,5% 13,6% | 4,5%
EtOH - BHI ND ND y ND . y
@) ()] @)
0,
EtOH - BAL 13&’?3/0 ND ND ND ND ND

ND = Néo detectado

Tabela 2. Frequéncia de isolamento de bactérias OXID + e OXID — em trato gastrointestinal (TGI) de camundongos C57BL/6
submetidos a injaria por ingestao alcodlica e tratamento com bactérias &cido-lacticas (BAL) presuntivamente probidticas.

Sitios Amostrados
Tratamento
Estdbmago Intestino delgado Intestino grosso
OXID+ | OXID- | OXID + | OXID - | OXID + | OXID -
Salina - 22,72% 0 0 4,5% 4,5%
BHI ND (5) 9% (2) | 9% (2) 1) 1)
Salina - o 4,5%
v ND | 9%(2) ND ND ND 0
- 0,
ol ND ND noo | 4% 1 ND | 1818%
BHI (€ ’
4)
EtOH - 13,6%
BAL ND 3) ND ND ND ND

ND = Nao detectado



