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RESUMO: Probi6ticos sdo microrganismos utilizados com o
proposito de beneficiar a salide do hospedeiro, seja na prevencdo ou
tratamento de doengas. Este trabalho teve como objetivo avaliar uma
cultura de Ruminococcus gnavus quanto ao seu efeito probiotico
frente a um alvo patogénico in vivo por meio de avaliagdo
histopatoldgica e perfil de hidrofobicidade da parede celular. A
linhagem de R. gnavus foi isolada da microbiota fecal dominante de
um adulto sadio. Uma amostra padrdo de Clostridium perfringens foi
utilizada como patdgeno para o desafio por via oral de camundongos
previamente monoassociados com R. gnavus. Camundongos suicos
NIH isentos de germes foram usados como modelo animal. Nos
resultados dos testes de ades@o da superficie celular do microrganismo
estudado, ficou constatado que a espécie R. gnavus possui uma parede
celular mais hidrofébica e &cida, sinalizando boa probabilidade de
adesdo ao epitélio intestinal. A analise histolégica demonstrou que a
monoassociacdo com R. gnavus ndo promoveu nenhuma alteracéo
morfolégica dos Orgdos analisados (intestinos, baco e figado), e
apresentou efeito protetor, constatado no ceco e no figado de
camundongos gnotobidticos. Em suma, os resultados reforgam que R.
gnavus possui caracteristicas protetoras desejaveis no que tange a
elaboracdo de futuros probioticos.

Palavras-chave: =~ Ruminococcus gnavus, Clostridium  perfringens,

probidtico, microbiota.

ABSTRACT: Evaluation of probiotic capacity of a Ruminococcus
gnavus strain from fecal microbiota against Clostridium
perfringens. Probiotics are microorganisms that possess beneficial
effect with the intention to benefit the health of the host and to prevent
or to treat illnesses. This work had as objective to evaluate a culture of
Ruminococcus gnavus how much a probiotic effect against a
pathogenic target by histological evaluation and profile of
hydrophobicity. R. gnavus was isolated from the dominant fecal
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microbiota of a healthy adult. A reference strain of Clostridium
perfringens type A was used as pathogenic indicator strain in the
intra-gastric challenge. Swiss germfree mice NIH had been used as
animal model. In the results of the tests of adhesion of the cellular
surface of the studied microorganism, he was evidenced that species
R. gnavus demonstrated a hydrophobic and acid cellular wall,
signaling good probability of adhesion to the intestinal epithelium.
The histological analysis demonstrated that the monoassociation with
R. gnavus did not promote morphologic alteration of intestines, spleen
and liver, and protected against C. perfringens challenge as evidenced
by histological examination of cecum and liver of gnotobiotic mice.
Concluding, the results showed that R. gnavus possesss desirable
protective characteristics, being necessary other assays aiming at the
elaboration of future probiotics.

Keywords: Ruminococcus gnavus, Clostridium perfringens, probiotic,

microbiota.

1 Introducéo

1.1 A microbiota normal

A formagdo da microbiota normal,
com a qual o homem convive por toda a
vida, tem inicio no momento do
nascimento, pois, ao passar pelo canal
do parto, ele recebe o0s primeiros
componentes de sua microbiota. A
microbiota normal distribui-se pelas
partes do corpo que estdo em contato
com 0 meio externo, isto &, pele e
mucosas. Todavia, tanto no que se
refere a quantidade como a qualidade, a
microbiota ndo é uniforme. Na verdade,
cada uma das regifes habitadas possui
uma microbiota com caracteristicas
proprias (TANNOCK, 1995).

Com especial atengdo a microbiota
intestinal, sabe-se, que 0 numero de
bactérias neste sitio é dez vezes maior
que o0 nimero de células que formam os
nossos 6rgdos e tecidos, isto é, 10
bactérias para 10" células humanas. A
microbiota  intestinal  desempenha
inmeras fungbes, muitas das quais
somente agora comegcam a  Ser

desvendadas. Por muitos anos, varios
pesquisadores acreditavam que a
microbiota  intestinal ndo  tinha
nenhuma importancia para a saude do
hospedeiro. Hoje, ja se sabe que a
microbiota normal é um complexo e
dindmico ecossistema que oferece
varias funcOes de interesse para o0
hospedeiro, incluindo  contribuicdo
nutricional, imunomodulacdo e a
protecéo ecologica contra
microrganismos patogénicos
(SAVAGE, 1977, ZOETENDAL et al.,
2001; NICOLI; VIEIRA, 2004,
KAPER; SPERANDIO, 2005).

Esta microbiota associada tem uma
complexidade espacial e temporal que
difere por nicho ecologico, idade,
localizacdo geografica, estado de saude,
dieta e espécie animal do hospedeiro. A
relacdo entre a composicdo da
microbiota e as fungbes resultantes é
muito pouco conhecida, o que dificulta
entender como os fatores perturbadores
podem interferir sobre a atuacdo da
microbiota em relacdo a salde do
hospedeiro (MACKIE et al., 1999;
DUNE, 2001; GUARNER;
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MALAGELADA, 2003;
SPERANDIO, 2005).

A colonizagéo do trato
gastrointestinal por cerca de 700-1000
especies  diferentes torna  dificil
distinguir as contribuicdes especificas
por espécies individuais as relagOes
hospedeiro-microbiota e entre 0s
proprios microrganismos. A maioria
das espécies indigenas € anaerdbia
estrita e é dificil de cultivar, identificar
e quantificar (SIMON; GORBACH,
1984; NICOLI, 1995; MACKIE et al.,
1999; MCFARLAND, 2000;
SAARELA et al., 2002; GUARNER,;
MALAGELADA, 2003; NICOLI;
VIEIRA, 2004).

KAPER,;

1.2 Probidticos

A microbiota normal  possui
microrganismos com efeitos benéficos
(Bifidobacterium,  Eubacterium e
Lactobacillus) e microrganismos com
efeitos  deletérios  (Clostridium e
Veillonella) para o  hospedeiro
(ROBERFROID, 2001). Nos ultimos
anos vem aumentando 0 interesse no
uso de microrganismos que possuem oS
efeitos benéficos com o proposito de
beneficiar a satude do hospedeiro e de
prevenir ou tratar doengas. Esses
organismos recebem o nome genérico
de probidticos e, vém sendo propostos
como medicamentos para prevencao ou
tratamento de um grande numero de
desordens gastrointestinais.

O termo probiotico foi criado como
um antdénimo ao termo antibiotico, e
originalmente foi proposto por Lilley e
Stillwell (1965), significando aquele
que favorece 0 crescimento de
microrganismos. Mais de 20 anos
depois, Fuller  (1989) definiu
probidticos como “um suplemento
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microbiano Vivo, que afeta
beneficamente o animal hospedeiro
gracas a melhoria no balango
microbiano intestinal”  (*‘traducéo

nossa’’) embora, hoje, os probioticos ja
tenham também aplicagdes em outros
ecossistemas (BENGMARK, 1998;
REID, 2000). Esta definicdo pode ser
estendida ao hospedeiro humano como
“microrganismos n&o-patogénicos que,
quando ingeridos, exercem uma
influéncia positiva na salde ou
fisiologia do hospedeiro” (MARTEAU
et al., 2001) ou, como “uma preparacdo
ou produto contendo microrganismos
viaveis em nameros suficientes, que
alteram a microbiota em um
compartimento do hospedeiro ou que
exercem  efeitos  benéficos no
hospedeiro” (SCHREZENMEIR; DE
VRESE, 2001). Esta definicdo enfatiza
que outros compartimentos do corpo
podem ser alvos dos probidticos, além
do intestino, onde uma alteracdo da
microbiota pode exercer um efeito
benefico. Existem alguns trabalhos
mostrando a eficacia dos probidticos
nas infeccbes do trato urogenital
(ASAHARA et al., 2001; HALLEN et
al.,, 1992; HILTON et al., 1992;
PARENT et al., 1996; REID; BRUCE,
1995; REID, 2001; REID et al., 2001),
infecgbes causadas pelo Helicobacter
pylori (KABIR et al., 1997), infecgOes
na boca e dentes (BAYONA
GONZALES et al., 1990; BUSSCHER
et al., 1999), infeccbes do trato
respiratorio (CANGEMI DE
GUTIERREZ et al., 2000;
GRANGETTE et al., 2001) e infeccdes
diversas (BAUTISTA-GARFIAS et al.,
1999).

Apesar da definicdo de probioticos
focar a importéncia de sua viabilidade,
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alguns  trabalhos  sugerem  que
microrganismos probioticos néo-viaveis
podem exercer algum efeito benéfico
(OUWEHAND; SALMINEN, 1998).
Kaila et al. (1995), utilizando
microrganismos ndo-viaveis,
observaram uma diminuigédo na duragéo
de diarréia por rotavirus, Vesa et al.
(2000)  observaram uma  melhor
tolerancia a lactose.

O conceito de probidtico implica que
0 microrganismo empregado seja
viavel, ou tenha condicbes de ser
reativado, para que ele possa ser eficaz
no combate a diarréia. Esta exigéncia
reduz o nUmero de microrganismos que
podem atuar como medicamento, ja que
0 intestino humano apresenta uma
microbiota extremamente competitiva
que funciona como uma barreira fisica
e quimica conhecida como *“barreira
intestinal”,  possuindo  mecanismos
poderosos de combate a
microrganismos néo autoctones
(CHANDAN, 1994; SAAVEDRA,
1995). Embora ndo sejam mencionados
numeros especificos na definicdo de
probidticos, considera-se que pelo
menos 10° UFC/dia devam ser
ingeridos (OUWEHAND et al. 2002).

Entre os probidticos mais estudados,
tanto experimentalmente quanto
clinicamente, estdo as bactérias e as
leveduras. Alguns ja séo
comercializados, sendo vendidos sob a
forma de suplemento alimentar ou
preparacGes farmacéuticas, contendo
um ou Varios microrganismos. Entre os
principais probioticos estdo as bactérias
do acido lactico (BAL), que incluem os
lactobacilos (Lactobacillus lactis, L.
acidophilus, L. plantarum, L. brevis, L.
fermentum, L. casei, L. bulgaricus, L.
rhamnosus, L paracasei, L. jensenii, L
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reuteri, L. johnsonii, L. helveticus, L.
gasseri), Enterococcus faecium SF68 e
E. faecalis, Streptococcus salivarius e
S. thermophilus, Pediococcus
acidilactici e espécies de Leuconostoc e
Lactococcus. Além das BAL, temos
também as bifidobactérias
(Bifidobacterium bifidum, B. longum,
B. breve, B. infantis, B. animalis, B.
adolescentis), Escherichia coli EMO e
Nissle, Bacillus subtilis e Bacillus
toyoi, e as leveduras Saccharomyces
boulardii e S. cerevisiae. Esta ultima,
geralmente, utilizada apenas na
medicina veterinaria.

1.3 O género Ruminococcus

As espeécies do género
Ruminococcus sdo cocos Gram-
positivo, anaerobios, de tamanho e
forma variaveis, encontrados no trato
gastrintestinal e que fazem parte da
microbiota indigena do homem e de
animais ndo-humanos, principalmente
ruminantes. Possuem forma esférica ou
ovoéide, com 0,5-1,2 pum de diametro,
séo imoveis e ndo esporulam; tém como
temperatura Otima de crescimento
37°C. Apesar da maior complexidade
da classificagcdo taxonémica da maioria
das bactérias nestes ultimos anos, a dos
cocos anaerobios foi simplificada.
Obtém seus nutrientes quebrando a
celulose que vem através do sistema
digestivo do organismo do hospedeiro.
Estes organismos sdo também capazes
de fermentar a glicose e a xilose. S&o
encontrados  varios  estudos  de
microrganismos do género
Ruminococcus como habitantes do
rimen do gado, dos carneiros, e das
cabras. Sdo encontrados também em
cavalos, porcos e mamiferos selvagens
(MURDOCH, 1998; KRAUSE et al.,
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1998; GOMEZ et al., 2002a; GOMEZ
et al., 2002b; MARCILLE et al., 2002;
BEAUD et al., 2005).

Alguns microrganismos deste género
possuem a capacidade de produzir
substancias antagonistas e
bacteriocinas, algumas inclusive ja
caracterizadas. Esta producéo ja foi
documentada  extensivamente  nos
altimos anos. Determinou-se uma
classificacdo especifica ndo s6 ao
género Ruminococcus, mas também, a
outros microrganismos produtores de
bacteriocina.

Neste sentido, objetivou-se avaliar
neste trabalho a capacidade probidtica
de Ruminococcus gnavus de origem
intestinal humano, isolado por Nicoli e
Raibaud (1990), quanto a sua
capacidade em se aderir ao epitélio
intestinal e de proteger este sitio do
hospedeiro sendo esta constatada por
meio de avaliagdo histopatoldgica
contra 0 patogeno  Clostridium
perfringens, responsavel por quadros de
intoxicag&o e diarréias.

2 Material e métodos

2.1 Animais

Animais Isentos de Germes (IG)

Foram usados camundongos isentos
de germes (NIH) de 21 dias de idade,
de ambos os sexos, derivados de um
nucleo de reproducdo de camundongos
provenientes da Taconic (Germantown,
USA), propagados no biotério de
Gnotobiologia do Departamento de
Bioquimica e Imunologia do Instituto
de Ciéncias Biologicas da UFMG,
mantidos em isoladores flexiveis do
tipo  Trexler  (Standard  Safety
Equipment Company, McHenry, USA)
e manuseados de acordo com técnicas
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ja estabelecidas (PLEASANTS, 1974) e
adaptadas as nossas condicdes (SILVA,
1986). Para 0s experimentos, 0s
animais foram mantidos em
microisoladores (UNO Roestvaststaal
BV, Zevenaar, Netherland) e receberam
“ad  libitum”, racdo  “Nuvilab”
comercializada pela Nuvital (Curitiba,
PR) e agua esterilizados por calor
Umido. A manutengdo, e 0 manejo dos
animais nos experimentos foram
conduzidos respeitando-se o “Guide for
the care and use of laboratory animals”
— National Research Concil, Institute of
Laboratory Animal Resources,
Washington, D.C., National Academy
Press, 1996, documento que formaliza
métodos de manejo e criacdo adequados
a experimentagdo animal. E importante
destacar que este trabalho foi submetido
a avaliacio pelo Comité de Etica para
Experimentacéo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais
(CETEA/UFMG) para ensaio com 0S
animais  gnotobidticos, tendo sido
aprovado com protocolo n° 113/04.

2.2 Microrganismos

Para a realizacdo do trabalho, foi
utilizada a linhagem bacteriana de
Ruminococcus gnavus, coco Gram-
positivo, anaerébio estrito, sendo
anteriormente catalogada como
Peptostreptococcus A,  (NICOLLI;
RAIBAUD, 1990). Esta linhagem foi
isolada de fezes de um ser humano
adulto saudavel tendo sido,
gentilmente, cedida pelo professor
Pierre  Raibaud do  Laboratoire
d’Ecologie Microbienne INRA, Jouy-n-
Josas, Franga. Este microrganismo foi
submetido a analise da sequéncia de
rDNA 16S, realizada na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéria —
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EMBRAPA (Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo), em Sete
Lagoas, Minas Gerais. Como desafio
para o teste in vivo, foi utilizada a
linhagem bacteriana de Clostridium
perfringens tipo A (ATCC 13124),
gentilmente cedida pelo Laboratorio de
Materiais de Referéncia, do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em
Saude da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ. As
linhagens bacterianas (Ruminococcus
gnavus e Clostridium perfringens)
foram conservadas em 0,2 mL de
glicerina, esterilizada por calor seco,
com 1 mL da cultura de 24-48 horas a
37 °C crescidas em caldo Brain Heart
Infusion - BHI (DIFCO, Detroit, USA),
suplementado com 0,5% de extrato de
levedura, 0,1% de hemina e 0,1% de
menadiona — BHI-S (HOLDMAN et
al., 1977).

2.3 Tratamento e desafio

Quando tratados com o R. gnavus, 0S
animais  gnotobidticos do  grupo
experimental receberam um indculo
unico de 0,1 ml de cultura (contendo
10° UFC/mL), e os do grupo controle
receberam 0,1 ml de salina tamponada
estéril, por via intra-gastrica, 5 dias
antes do desafio com o C. perfringens.
Os animais foram desafiados 5 dias
apos a monoassociagdo com o0 R.
gnavus recebendo 0,1 ml de cultura de
C. perfringens (contendo 10° UFC/mL).
As duas culturas foram preparadas a
partir de culturas crescidas em caldo
BHI-S durante 24-48 horas, a 37 °C, em
camara anaerobica (Forma Scientific
Company, Marietta, USA — N, 85%, H,
10% e CO, 5%). A técnica das
diluicBes sucessivas foi utilizada para
quantificar 0S microrganismos
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presentes na cultura. Aliquotas de 0,1
mL das diluigdes foram plaqueadas em
superficie, com auxilio de uma alca de
Drigalski, em &gar BHI-S e incubado
por 48 horas, a 37 °C. A quantidade de
bactérias presentes na cultura inicial foi
determinada pelo namero de colbnias
desenvolvidas nas placas (expresso em
Unidades Formadoras de Colonia por
mililitro — UFC/mL) multiplicadas pelo
fator de diluicdo.

2.4 Teste de adesdo a solventes da
superficie celular do Ruminococcus
ghavus

O método foi realizado em duplicata,
de acordo com as técnicas descritas por
Rosenberg et al. (1983), Pelletier et al.
(1997) e Pérez et al. (1998), com
modificagbes. O microrganismo foi
ativado em caldo BHI-S, incubado sob
anaerobiose, a 37 °C, durante 24 horas.
ApOs trés ativacgdes, os cultivos foram
centrifugados a 1.100-1.500 g, por 15
minutos. Em seguida, as células foram
lavadas duas vezes com solugdo tampéo
KH,PO4-Na,HPO,4 (50 mM, pH 7,0) e,
posteriormente, as mesmas foram
suspensas em solucdo de KNO;3 (0,1 M,
pH 6,2). Em tubos de vidro, 4 mL de
cada suspensdo bacteriana obtida foram
adicionados de 1 mL dos seguintes
solventes: xilol (solvente apolar),
cloroférmio (solvente &cido) e acetato
de etila (solvente basico). Apos repouso
por 5 minutos, as fases foram
misturadas por agitacdo em vortex por
2 minutos. Entdo, os tubos foram
mantidos em repouso por 30-60
minutos, aproximadamente, para que as
fases se separassem completamente.
Apos esse periodo, foi feita a leitura de
absorbancia da fase aquosa a 600
nandmetros em espectrofotdmetro.
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Branco =5 mL de solucdo de KNO;
DO, = Amostra = 5 mL de solucgéo
de KNOj3; + Células
DOg = Amostra =4 mL de suspenséo
celular em solucdo de KNO3; + 1 mL
dos solventes em cada tubo
A porcentagem de adesdo bacteriana ao
solvente foi obtida de acordo com a
seguinte formula:

% adesdo = (DOA,— DOg) x 100

DOa

2.5 Avaliacéo histopatologica

A avaliacdo histopatologica foi
realizada no intestino delgado, colon,
ceco, figado e baco. Estes orgdos foram
fixados em solucéo aquosa de formalina
tamponada 4% e  processados
rotineiramente  para inclusdo em
parafina e confeccdo de cortes
histoldgicos corados pela hematoxilina-
eosina (HE). Todos os segmentos foram
examinados, sem conhecimento prévio
do grupo de origem do material, pela
patologista Prof® Denise Carmona Cara
Machado, Departamento de Patologia,
Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais.
A decodificacdo dos grupos foi feita
somente apos liberacdo do laudo.

3 Resultados e discussao

Sabe-se que a aderéncia das bactérias
a mucosa intestinal, sejam patogénicas
ou ndo, envolve a participagdo de
receptores especificos e inespecificos.
A interagdo entre esses elementos
promove a fixagdo da bactéria a mucosa
(aderéncia) o que impede sua
eliminacgdo pelo peristaltismo intestinal
e pelas correntes de fluidos que tendem
leva-las para o exterior do organismo.
A capacidade de aderir as celulas
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derivadas da mucosa intestinal ou a
propria mucosa, j& foi demonstrada,
para a maioria das cepas utilizadas
como probioticos (TRABULSI,
SAMPAIQ, 2000). A adesdo bacteriana
depende em parte de interacdes
reversiveis ou irreversiveis. O estagio
inicial e reversivel é mediado por um
complexo de interagdes  fisico-
quimicas, incluindo hidrofobicidade e
cargas, que ndo sdo consideradas
especificas, mas propriedades
importantes (PELLETIER, 1997).

O efeito protetor da microbiota
intestinal tem sido estudado por muitos
grupos no mundo inteiro e tem sido
relacionado com antagonismo
bacteriano, interferéncia bacteriana,
efeito barreira, resisténcia a colonizacéao
ou exclusdo competitiva (FULLER,
1995). O mecanismo que preserva o
balango entre 0sS diversos
microrganismos intestinais e impede
que uma determinada bactéria se torne
dominante, também previne a invasdo
por bactérias exdgenas (incluindo
patogénicas) e o seu estabelecimento no
ecossistema intestinal. A propriedade
de excluséo ou reducdo da aderéncia de
enteropatégenos ja foi demonstrada
para varios probidticos, provavelmente
sendo consequéncia do blogueio de
receptores que seriam utilizados pelos
mesmos. A importancia  dessa
propriedade é obvia, pois ela contribui
para o efeito protetor contra infeccdes
intestinais (WALKER, 1998).

Com relagdo a persisténcia e
multiplicagéo, séo propriedades
importantes, porque sem elas néo
poderia ocorrer a implantacdo do
microrganismo, essencial para que a
microbiota seja estabilizada em sua
composicdo ou atividade. Alguns
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estudos tém demonstrado 0
envolvimento de fatores fisico-
quimicos, como a hidrofobicidade, e
ndo somente fatores especificos, na
capacidade de microrganismos se
aderirem ao epitélio intestinal. Segundo
Pelletier (1997), numerosos estudos
fisico-quimicos de superficies celulares
microbianas tém demonstrado relagdes
entre cargas superficiais,
hidrofobicidade e a composicdo
elementar da superficie celular.

Ao se verificar os resultados dos
testes de adesé@o da superficie celular do
microrganismo estudado (ver Gréfico
1), ficou constatado que a espécie R.
gnavus possui uma parede celular mais
hidrofobica e acida. Pode-se perceber
que os valores individuais mais altos de
porcentagem de adesdo foram obtidos
com o solvente &cido cloroférmio.
Portanto, baseando-se nas
caracteristicas de superficie externa do
R. gnavus, a sua capacidade de adeséo a
estruturas presentes no meio exterior
seriam favorecidas por interagcbes em
pH é&cido.

Observou-se também, que a amostra
de R. gnavus, cultivada em caldo BHI-
S, apresentou o valor numérico de
porcentagem de adesdo mediano
quando o solvente apolar xilol foi
utilizado. Como a adeséo de bactérias a
mucosa do TGI é determinada por
interacbes  hidrofobicas (MACARI;
FURLAM, 2005), esta amostra do
género Ruminococcus apresenta
potencial para a elaboragdo de futuros
probidticos, pois podemos perceber que
a superficie externa celular desta
bactéria apresenta estrutura levemente
hidrofdbica, ou seja, possui um perfil
superficial lipidico mais acentuado.
Desta forma, talvez néo fosse prudente
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excluir uma amostra de microrganismo
na elaboracdo de um probidtico,
baseando-se apenas na sua potencial
capacidade de adesdo. Se tal
microrganismo possuir outras
propriedades probidticas, o mesmo
pode ser continuamente administrado
para garantir seus efeitos benéficos ao
hospedeiro.

Sabe-se também, segundo Trabulsi e
Sampaio (2000), que os subprodutos do
metabolismo bacteriano ajudam a criar
um ambiente intraluminar restritivo ao
crescimento bacteriano. Entre esses
subprodutos, estdo os &cidos graxos de
cadeia curta, como acidos acético,
butirico e propionico. Esses acidos séo
produzidos principalmente por bactérias
anaerébias e em menor escala por
facultativos. Esses metabolitos acabam
por modificar o pH do meio, fazendo
com que o potencial de oxido-reducéo
se torne negativo, favorecendo o
crescimento de bactérias com perfil de
parede celular acido como o R. gnavus,
devido as cargas provenientes de
dissociagdo dos é&cidos localizados
nessa regiéo.

A microbiota aderida ao epitélio tem
grande importancia, pois confere
protecdo fisica ao hospedeiro e possui
efeito de modulagdo imunoldgica.
Microrganismos que permanecem livres
no lumen podem ter a desvantagem de
terem que ser  constantemente
inoculados caso a velocidade de transito
intestinal seja superior a velocidade de
multiplicacdo do  microrganismo.
Entretanto, ha questionamentos sobre a
importancia da adesdo as celulas do
TGIl, uma vez que em situacOes

normais,  praticamente  todos  0S
receptores  estdo  ocupados  por
microrganismos que ja se
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estabeleceram  ha  mais  tempo
(TANNOCK, 2003). No caso de
microrganismos que ndo se aderem,
estes  precisam  se  multiplicar
rapidamente  para compensar a
eliminacdo causada pelo peristaltismo
intestinal (MACARI; FURLAM, 2005).

100 4

&0 1

% de hidrofolbdcidads
=
=]

Yol Clorolomio A, de Etila
Solventes

Figura 1. Porcentagem de hidrofobicidade da
parede celular de R.gnavus cultivado em BHI-
S, a solventes apolar, acido e basico.

A avaliacdo histopatologica foi
realizada no intestino delgado, colon,
ceco, figado e Dbaco. A analise
histologica  demonstrou que a
monoassociagdo com R. gnavus néo
promoveu nenhuma alteracéo
morfologica dos oOrgdos analisados
(intestinos, baco e figado). O aspecto
histolégico do colon e do ceco de
camundongos gnotobioticos, onde se
observou maior predominancia do
microrganismo, apresentou
caracteristicas normais.

No caso do grupo ndo tratado
(Figura 2 - A) com R. gnavus e
desafiado com C. perfringens, notou-se
a reducdo do tamanho e interdigitacdes
das vilosidades do ceco dos animais. A
mucosa se apresenta integra, mas
reduzida, sugerindo intenso estimulo
lesivo. No grupo tratado com R.
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gnavus, verificou-se aspecto normal no
ceco de animais inoculados. Neste
grupo tratado, encontra-se arquitetura
mais preservada sugerindo menor
estimulo lesivo (Figura 2 - B). No
figado, nota-se presenca de foco
inflamatorio (seta) e areas degeneradas
nos animais desafiados com C.
perfringens (Figura 3 — A). Aspecto
normal foi observado no grupo de
animais tratados com R. gnavus (Figura
3 — B). Pode-se ver, também, presenca
intensa de células inflamatorias,
predominantemente neutrofilos (seta)
circundando areas degeneradas no
figado de camundongos gnotobidticos
inoculados com Clostridium
perfringens e ndo tratados com R.
gnavus na Figura 4.

N&o foram observadas alteragoes
histopatologicas no restante dos 6rgéos
examinados. Mesmo com o C.
perfringens, causando diarréia grave
nos animais desafiados, a auséncia de
lesOes teciduais pode decorrer do fato
de o experimento ser realizado em um
periodo curto (10 dias) para se evitar
possiveis contaminagGes decorrentes de
manipulagdo e reposi¢édo de alimentos e
camas nos microisoladores. Isso faria
com que alteragcbes mais graves fossem
notadas somente em periodos mais
longos do que estes que foram
trabalhados.

Estacédo Cientifica (UNIFAP)

Macapa, v. 1, n. 1, p. 75-88, 2011



84

i

Figura 2. Ceco de animal gnotobidtico
inoculado com Clostridium perfringens, nado
tratado (A) e tratado com Ruminococcus
gnavus (B). Aumento de 100x.

Y5

Figura 3. Figado de camundongos
gnotobidticos inoculados com Clostridium
perfringens, ndo tratado (A) e tratado com
Ruminococcus gnavus (B). Aumento de 100 x.
Area em destaque ilustrada na Figura 4.

Barbosa, Barbosa e Nicoli

inoculado com Clostridium  perfringens.
Aumento de 400 x da area em destaque
ilustrada na Figura 3 - A.

4 Conclusodes

Pelos resultados obtidos e nas
condigdes em que foram realizados 0s
testes, promoveu-se a avaliagdo
probidtica de uma linhagem de
Ruminococcus gnavus quanto a sua
capacidade em se aderir ao epitélio
intestinal e de proteger este sitio do
hospedeiro sendo esta constatada por
meio de avaliacdo histopatoldgica
contra o patégeno  Clostridium
perfringens, responsavel por quadros de
intoxicacdo e diarréias. R. gnavus,
cultivado em BHI-S, apresenta boa
probabilidade em se aderir as células do
TGI, ja que possui uma parede celular
mais hidrofobica e acida, sendo visto,
entdo, como tendo bom potencial para a
elaboracdo de futuros probioticos.As
analises histopatoldgicas,
demonstraram a capacidade protetora
resultante do antagonismo contra o C.
perfringens tipo A em camundongos
gnotoxénicos. Foi demonstrado que a
monoassociacdo com R. gnavus néo
promoveu nenhuma alteracéo
morfoldgica dos oOrgdos analisados
(intestinos, baco e figado), e apresentou
efeito protetor, constatado no ceco e no
figado de camundongos gnotobioticos.
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