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Prefacio

Os probidticos sdo definidos internacionalmente como microrganismos
vivos administrados em quantidades adequadas, que conferem beneficios a
saude do hospedeiro. Esses efeitos podem ser a redugao do colesterol, o alivio
dos sintomas da intolerancia a lactose, o fortalecimento do sistema imune, além
de auxilio no tratamento e prevencdo da diarreia aguda ou associada a
antibidticos, reducgéo de efeitos colaterais do tratamento para H. pylori, na terapia
de colite ulcerativa, no tratamento da doenca de Crohn e da sindrome do
intestino irritavel, entre outros.

Entre os probidticos mais comumente conhecidos e utilizados, encontram-
se cepas de bactérias e leveduras, como Lactobacillus, Streptococcus,
Saccharomyces, Bifidobacterium, Bacillus e Enterococcus. Segundo a
legislacdo, os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, participantes da
microbiota intestinal humana, sao detentores das principais espécies probidticas.

Na area de alimentos, os probidticos geralmente estdo associados a
suplementos e derivados lacteos, nesse sentido, ha alguns pontos importantes
para serem levados em consideracdo. Os probidticos devem permanecer vivos
durante a fabricagao dos alimentos e na produ¢do em grande escala, necessitam
também manter a viabilidade durante o armazenamento e no momento do
consumo, além de sobreviver durante a passagem pelo trato gastrointestinal, o
que dificulta a aplicagdo dos mesmos na grande maioria dos alimentos.

Diante do exposto, é de extrema importancia o estudo aprofundado dos
probidticos, bem como encontrar formas de protegé-los para aplicagdo em
diferentes produtos e ampliagado da oferta dos mesmos a populagao, auxiliando
na preservagao e promogao da saude. Além disso, tem se observado o aumento
de consumo dos probidticos, o que também é apontado como forte tendéncia
para as proximas decadas, devido a crescente conscientizagcdo por parte dos
consumidores sobre a importancia da microbiota intestinal para a saude.

Portanto, o presente e-book pretende apresentar avancos em estudos
relacionados ao tema probidticos, envolvendo revisdes bibliograficas e
pesquisas cientificas que relatam o potencial probidtico de diferentes
microrganismos, intervengdes terapéuticas com probioticos, formulacbes e

inovagdes na area de alimentos, entre outros.
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CAPITULO 1

Estudo da composicao nutricional e viabilidade de

Lactobacillus helveticus em queijo frescal probiético

Barbara Raquel dos Santos Cruz, Daniela Cavalcante dos Santos Campos,
Lailson Oliveira de Sousa, Alice Victoria Silva Cardoso, Ralane Gomes da Silva,
Stherfany Mac Donald da Silva.

https://doi.org/10.4322/mp.978-65-84548-09-1.c1

Resumo

Alimentos probidticos fazem parte do grupo dos alimentos funcionais, a exemplo
dos varios tipos de queijo que apresentam potencial frente a outros produtos
probidticos. O objetivo deste trabalho foi estabelecer a composicao nutricional e
o estudo de pods acidificagdo de queijos probiodticos. Para obtengao dos queijos,
foi adicionado ao leite pasteurizado, 40 mL 100 L-' de CaCl2 a 50%, 30 mL 100
L' de coagulante e Lactobacillus helveticus. Apds coagulagdo, fez-se corte da
massa, mexedura, dessoragem, adi¢do ou nao de sal, embalagem e refrigeracao
a4 °C. As analises pos-acidificagao, pH e acidez titulavel (AT), as contagens dos
L. helveticus foram realizadas nos dias 1, 6, 12, 18, 24 e 30 de armazenamento.
As analises de composic¢ao nutricional envolveram, umidade, proteinas, lipidios,
cinzas, carboidratos totais, extrato seco total (EST), extrato seco
desengordurado (ESD) e valor caldrico total. A analise de péds-acidificacao
mostrou reducao significativa nos valores de pH e aumento na AT até o dia 12
de armazenamento. As contagens de microrganismos probidticos atenderam a
legislagdo e aumentaram até o dia 12 de avaliagdo, concordando com os dados
de acidificacdo pode-se afirmar que os 12 primeiros dias apresentam periodo
6timo de desenvolvimento dos L. helveticus. Os queijos foram classificados
como de média umidade e magros de acordo com a legislagéo vigente. Nao foi
possivel atender ao tempo de prateleira de 30 dias proposto, devido a
contaminagao dos queijos por microrganismos deterioradores. Pode-se concluir
que o uso de microrganismos probidticos em queijos frescais é viavel, porém
com prazo de validade curto.

Palavras-chave: Alimentos funcionais, produtos lacteos, vida de prateleira.

M Probiéticos: viabilidade e saude
Thaiane Marques da Silva, Cassandra de Deus (Orgs.) © 2022 Mérida Publishers CC-BY 4.0
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1. Introdugao

No setor lacteo, os alimentos funcionais ja sdo uma realidade, e muitas
empresas alimenticias desenvolvem suas linhas de produtos tendo a promogao
da saude como principal objetivo. Isso se deve ao fato de que os consumidores
estdo cada vez mais preocupados com a saude, e porque os alimentos
funcionais constituem-se hoje, como prioridade de pesquisa em todo o mundo,
com a finalidade de elucidar as propriedades e os efeitos benéficos que estes
produtos podem proporcionar a saude e ao bem-estar (BELCHIOR, 2004).

Os microrganismos utilizados como probidticos sdo, predominantemente,
de diferentes espécies e linhagens dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium.
A principal razdo para esta escolha é o fato destes dois géneros serem
habitantes predominantes do intestino humano, sendo os Lactobacillus do
intestino delgado e os Bifidobacterium do intestino grosso. (O’'SULLIVAN, 2006).

Os probidticos utilizados em alimentos devem se multiplicar e sobreviver
aos processos de elaboragdo, maturagéo e estocagem do produto, bem como
nao afetar negativamente sua qualidade e ser seguro a saude do consumidor
(ISOLAURI et al., 2001; STANTON et al., 2001; ZALAZAR et al., 2004).

Lactobacillus helveticus € uma bactéria homofermentativa de acido latico
termofilica amplamente utilizada na fabricagao de queijos do tipo suigo e italianos
envelhecidos e bebidas lacteas fermentadas (GATTI et al., 2004; VINDEROLA
etal., 2007). Os L. helveticus tem a capacidade de reduzir o amargor e dar sabor
caracteristico ao queijo, o que torna esta bactéria um importante componente de
culturas starter para a industria de laticinios. O interesse do consumidor por
alimentos funcionais motivou os pesquisadores a se concentrarem nos
compostos bioativos formados durante a fermentagao de produtos lacteos por
bactérias de acido lactico (BAL), como L. helveticus (MATAR et al., 2003;
VINDEROLA et al., 2007; RATTANACHAIKUNSOPON e PHUMKHACHORN,
2010; WAKAI e YAMAMOTO, 2012).

As proteinas do leite sdo consideradas fonte mais importante de
peptideos bioativos que podem ser liberados através da hidrélise por
microrganismos proteoliticos, como L. helvetius (MEISEL e BOCKELMANN,
1999; MATAR et al., 2001; LEBLANC et al., 2002; FITZGERALD e MEISEL,
2003; KENNY et al.,, 2003; DE LEBLANC et al.,, 2008). Além disso, os

microrganismos probidticos devem apresentar células viaveis em quantidades
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adequadas no alimento durante toda a estocagem do produto, sendo a dose
diaria de consumo recomendada de 108 - 10° unidades formadoras de col6nia
(UFC) (BRASIL, 2007).

Em relacédo a sobrevivéncia das bactérias probioticas no produto queijo,
estudos mostraram maior prevaléncia destas bactérias em queijos frescos do
que em queijos maturados. Essa maior viabilidade estaria relacionada ao menor
tempo de armazenamento dos queijos frescos, ao menor teor de sal, ao maior
teor de umidade e a atividade de agua, que nao limitaram a multiplicagdo do
probiodtico (BURITI, 2005).

Dentre os beneficios a saude produzidos por bactérias probidticas,
podem-se citar: redugédo da intolerancia a lactose; inibigdo de microrganismos
patogénicos; prevencao de diarreia; redugao dos niveis de colesterol; aumento
da resposta imunoldgica; e prevencao de cancer de célon (SAARELA et al.,
2002; SANDERS, 2003; SCHMID et al., 2006).

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi estabelecer a composigéo
nutricional, o comportamento de pds-acidificagado do queijo frescal adicionado de
Lactobacillus helveticus e a contagem desses microrganismos probidticos,

durante 30 dias de estocagem.

2. Materiais e Métodos

2.1. Fabricagao dos queijos

O leite reconstituido foi submetido a pasteurizagcao lenta a 65 °C por 30
minutos. Apds o tratamento térmico, procedeu-se o resfriamento a 39 °C,
temperatura em que foram adicionados (40 mL 100 L-') da solug&o aquosa de
cloreto de calcio (CaClz2) a 50%, (30 mL 100 L") de agente coagulante (coagulo
liquido) da marca HA-LA (Chr. Hansen Industria, Sd0 Paulo,SP, Brasil) e a
cultura probiética com um envelope com a dosagem de 5 U contendo
Lactobacillus helveticus da marca Docina (Docina.,Brasil) , que passou por
processo de ativagao em (500 mL) de leite a 42° C por 8 horas em demanda
biolégica de oxigénio (B.O.D) até pH 5,0. Apds 40 a 60 minutos, foi feito o corte
da massa em cubos de 1,5 a 2 cm, intercalando a mexedura e o repouso para
promover a dessoragem da massa. Apos essa etapa, foi feita a drenagem de
cerca de 80% soro para entéo ser realizada a salga da massa (700 g 100 L-' de

sal branco refinado) nos tratamentos com sal e para as amostras sem sal,
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passou-se para a etapa de dessoragem. Os queijos com e sem adi¢cao de sal,
foram dispostos em dessoradores plasticos com capacidade de (250 g), por 1
hora com tempo de viragem de 30 minutos, para entdo, serem embalados em
sacos plasticos de polietileno, conservados a 4 °C em B.O.D e armazenados

durante o periodo de analise de estudo da viabilidade da cultura probidtica.

2.2. Analise de p6s acidificagao dos queijos frescais probiéticos

Foram realizadas em triplicata nos queijos frescais, nos dias 1, 6, 12, 18
e 24 de armazenamento refrigerado as seguintes analises: pH, acidez titulavel
(AT), (IAL, 2008) e atividade de agua (Aw) por leitura direta em analisador de
atividade de agua (LABSWIFT, Novasina).

2.3. Contagem dos microrganismos probioéticos

Para contagem dos L. helveticus foram retirados (25 g) do queijo, tanto da
superficie quanto da parte interna da massa. As amostras foram adicionadas de
(225 mL) de agua peptonada estéril a 0,1%, homogeneizadas e diluidas
sequencialmente até 107. A proposta inicial era que as contagens fossem
realizadas até dia 30 dia de armazenamento refrigerado, porém as amostras
apresentaram contaminagdes fungicas a partir do dia 24 de armazenamento,
sendo, portanto, consideradas as contagens até o dia 18 de armazenamento. Foi
utilizado como meio de cultura o agar MRS (Man, and Sharpe — Maltose)
(ACUMEDIA - Brasil), sendo o plaqueamento realizado em profundidade (pour
plate) e a incubagao em jarra de anaerobiose a 37°C por 72 horas em B.O.D. Os
resultados foram expressos em log unidade formadora de colénia por grama (log
UFC g") (VINDEROLA; REINHEIMER, 1999). A contagem dos Lactobacillus
helveticus foram realizadas em duplicata nos queijos frescais, nos dias 1, 6, 12,
18 e 24 de armazenamento refrigerado, para verificar a viabilidade das culturas

no produto ao longo do periodo de avaliagao e estocagem.

2.4. Analises de composigao nutricional

As analises de composicao nutricional foram realizadas em triplicata e no
dia 0, estdo descritas a seguir: Umidade - determinada pelo método de secagem
em estufa com circulagao de ar a 105 °C (AOAC, 2012); Proteinas determinadas
pelo método Kjeldahl (AOAC, 2012). O fator geral de conversao de 6,38 foi
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aplicado para calcular as proteinas nos produtos derivados de leite; Lipidios
totais - determinados pelo método de Bligh; Dyer (BLIGH, E. G.; DYER, 1959);
Cinzas - determinadas por incineracdo em mufla a 550°C (AOAC, 2012);
Carboidratos- calculado pela diferenga: 100 menos todos os constituintes;
Extrato seco total - determinado pelo método de secagem em estufa a 105°C
(AOAC, 2012); Calculo de valor caldrico (Kcal): foi obtido aplicando-se os fatores
de Atwater 4 - 9 — 4 kcal/g para os valores de proteinas, lipidios e carboidratos
totais, respectivamente, segundo ANDERSON et al. (1988) e a Brasil (2003).

2.5. Analise estatistica

Os dados de composi¢ao nutricional foram submetidos a analise de
variancia, sendo as médias avaliadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
Para analise da pés acidificagdo e contagem de Lactobacillus helveticus dos
queijos foi estabelecido delineamento inteiramente casualizado em fatorial duplo
2 x 5 (presencga e auséncia de sal x 5 periodos de avaliagado). Os dados foram
submetidos a analise de variancia, sendo as médias avaliadas por regressao a
5%. Todos os dados foram avaliados utilizando o programa computacional
Sistema para Analise de Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2011).

3. Resultados e Discussao

De acordo com a analise de variancia (Tabela 1) verificou-se diferenca
significativa de 5% de probabilidade para as variaveis analisadas considerando
as fontes de variagao (FV): auséncia e presenca de sal (tratamento), dias de

armazenamento refrigerado e interacao tratamento x dias.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia das caracteristicas fisico-quimicas,
pH, acidez titulavel (AT), atividade de agua (Aw), e das contagens de L.
helveticus em queijo frescal probidticos (Log UFC g).

Quadrados médios

FV GL pH AT Aw Log UFC g
Auséncia e 1
Presenca de Sal 0,06" 0,0002n 0,0005" 0,071
Dias 4 0,12 0,001" 0,0005" 0,142
Tratamento x Dias 4 0,05 0,0007"s 0,00006" 0,0007"s
Residuo 20 0,01 0,0003 0,0002 0,001
CV (%) - 2,05 22,02 2,09 0,40

*Efeito significativo a 5% de probabilidade (p<0,05). "s_né&o significativo.



13

Considerando o fator isolado periodos de avaliacido, observou-se reducao
significativa nos valores de pH até o dia 12 de avaliagdo (Figura 1), concordando
com os trabalhos de Buriti et al. (2005) e Ribeiro et al. (2009), que também
observaram reducdo significativa no pH dos queijos produzidos com L.
acidophilus. Este comportamento revela que as bactérias promoveram
acidificagcao mais evidentes nos primeiros 12 dias de armazenamento reduzindo
os valores de 5,77 no dia 1 para 5,43 no dia 12 de armazenamento. Tal fato se
explica devido a maior produgédo de acido latico, que é o principal produto do
metabolismo das bactérias laticas, sendo cerca de 70% a 90% dos compostos
gerados e é sintetizado durante todo o processo e maturagao dos queijos a partir
da fermentagéo da lactose (SALMINEN; VON WRIGHT, (1993).

5.7

5.65 ¢

5.6

5559
L 55 /—;’//
Bosus

54 ¢

5.35

53

5.25

7-1 4 9 14 19 24

Tempo de Armazenamento (Dias)

Figura 1. Valores de pH de queijo frescal probi6tico em 24 dias de
armazenamento.

Considerando a acidez titulavel entre os dias de avaliagcéo, os resultados
nao apresentaram diferenga estatistica para queijos com sal, entretanto para os
queijos sem sal observou-se aumento significativo até o dia 12 de avaliagéao,
concordando com resultados obtidos por Alves et al. (2011) que observaram
acréscimos de acidez até o dia 12 de prateleira em queijos probidticos com L.
acidophilus. Os valores obtidos neste experimento ndo se ajustaram em nenhum
dos modelos de regressao propostos entdo desta maneira estdo sendo

apresentados na tabela a seguir (Tabela 2).
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Tabela 2. Analise de acidez titulavel do queijo frescal probidtico.

Dias de Avaliagéao Acidez titulavel g de acido latico 100g-!
Com Sal Sem Sal
1 0,09aA 0,05bC
6 0,06aA 0,06aBC
12 0,09aA 0,11aA
18 0,08aA 0,08aABC
24 0,09aA 0,10aAB

Letras minusculas na mesma linha indicam diferenga significativa a 5%.
Letras maiusculas na mesma coluna indicam diferencga significativa a 5%.

Souza (2006) estudando a acidez desenvolvida em queijos frescais
observaram aumento nos valores de acidez de 0,17% a 0,80% em queijos com
L. acidophilus e 0,19% e 0,38% em queijos com associagao de L. acidophilus e
S. Thermophilus, nos dias 1 e 21 de armazenamento, diferindo dos valores
observados neste trabalho, mostrando que os L. helveticus promoveram
acidificacao mais discretas que os L. acidophilus e os L. acidophilus com S.
thermophilus em associagao.

Os resultados para atividade de agua (Aw) nao foram significativos para
os fatores isolados auséncia e presencga de sal e periodos de avaliagdo e nem
para a interacado dos fatores (Tabela 3). Os dados encontrados neste trabalho
(Aw 0,790) foram inferiores aos de Souza (2017) que avaliou a qualidade
microbiolégica de queijo Minas frescal, tendo como média de Aw, 0,963.
Segundo Taveira (2013) a atividade de agua é influenciada pelo teor de sal dos
queijos e pela capacidade dos solutos em interagir com as moléculas de agua
presentes nos queijos (McCSWEENEY, 2007).

Nesse sentido, como o teor de sal adicionado nos queijos foi igual ou ndo
houve adi¢cao de sal, ndo se observou variagdo nos valores. Além disso, a ndo
variagdo dos valores de atividade de agua durante os dias mostraram
estabilidade referente a dessoragem dos queijos durante o periodo avaliado.

A Aw é um fator intrinseco fundamental para os microrganismos, logo,
eles dependem da agua livre presente nos alimentos para se desenvolverem,
desta forma existindo uma atividade de agua elevada as chances de
contaminagdes desse alimento também serdo. A faixa de atividade de agua (0,7)

encontrada neste experimento o classifica como um queijo de umidade média.
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Na faixa de atividade 0,7 o crescimento de microrganismos patogénicos e inibido
aumentando a estabilidade deste alimento por um periodo mais prologando.
Mesmo assim, alguns microrganismos como Coliformes, Estafilococos,
Salmonela sp e Listeria monocytogenes podem crescer lentamente (MAPA,
1996).

Tabela 3. Atividade de agua em queijo frescal probidtico com e sem adigao de
sal.

Dias de Avaliagao Aw
Com Sal Sem Sal
1 0,787 0,795
6 0,793 0,797
12 0,796 0,798
18 0,792 0,800
24 0,765 0,784

Em relacdo as contagens de L. helveticus, os fatores isolados periodos de
avaliagdo e presenga e auséncia de sal foram significativos a 5% de significancia.
Considerando o fator isolado periodos de avaliagao, verificou-se aumento nas
contagens de microrganismos probiéticos nos queijos frescais até o dia 12 de
avaliagao, concordando com os resultados de pés-acidificagdo obtidos a partir

da analise do pH e da AT (Figura 2).
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Figura 2. Contagem de Lactobacillus helveticus em queijos probiéticos em 18
dias de avaliagao.
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Mesmo com acidificacéo discretas, os L. helveticus aumentaram o numero
de colbnias de 8,44 UFC g no dia 1, para 8,85 UFC g no dia 18 de prateleira,
revelando boa adaptacdo desses microrganismos aos queijos frescais durante o
periodo de estudo. Alves et al. (2011), estudando as contagens de L. acidophilus
em queijo de minas frescal por 21 dias, nao observaram aumento e nem redugéo
significativa no numero de colbnias destes microrganismos, mostrando que os L.
helveticus sao capazes de se multiplicar e se manter em contagem viavel entre
108 e 10° UFC por porgéo diaria do produto (BRASIL, 2008).

Em relagdo ao fator isolado presenga ou auséncia de sal, observou-se
que os queijos adicionados de sal tiveram numero de coldnias superior aos dos

queijos sem adigao de sal (Tabela 4).

Tabela 4. Contagens de Lactobacillus helveticus em queijos frescais na

presenca e auséncia de sal em 18 dias de avaliagao.

Tratamentos Log UFC g*
Queijos probidticos sem sal 8,64B
Queijos probidticos com sal 8,772

* L etras maitsculas na mesma coluna indicam diferenga significativa a 5%.

Na Tabela 5, estdo apresentados os resultados obtidos para composi¢ao
nutricional para umidade, extrato seco total (EST), extrato seco desengordurado
(ESD), cinzas, lipideos, proteinas, carboidratos totais e valor caldrico.

Analisando os resultados para umidade (44,26%), EST (55,74%), de
acordo com a Portaria do MAPA n° 146/1996, o queijo frescal probidtico
elaborado no trabalho classifica-se como queijo de média umidade e magro
quanto ao teor de matéria gorda.

Os valores de proteinas, gordura e cinzas, determinados nesse estudo
foram superiores aos encontrados por Ribeiro et al. (2009), (proteinas entre
13,47% e 13,91%, cinzas 2,3% e 2,5% e gordura de 13,0% a 13,5%), que
elaboraram queijo Minas Frescal adicionado de Lactobacillus acidophillus a partir
de retentados de ultrafiltragcao. Verificou-se que o queijo Minas frescal analisado,
poderia ser considerado como uma fonte de proteinas. Uma porgcdo de 50

gramas (3 fatias) do queijo Minas frescal, por exemplo, proporciona a ingestao
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de, aproximadamente, 11% do consumo proteico diario recomendado pela
ANVISA (75g de proteina/dia) (SILVA; FERREIRA, 2010).

Tabela 5. Composicéo fisico-quimica do queijo frescal probiético com sal.

PORTARIA N° 146,
DE 7 DE MARCO
DE 1996

Variaveis Valor

Queijos de média
Umidade (%) 44,26 umidade
36,0% e 45,9%.

EST (%) 55,74 -
ESD (%) 43,34 -
Cinzas (%) 4,52 -
Lipideos (%) 12,40 Magzrzfgx e
Proteinas (%) 26,85 -
Carboidratos (%) 11,98 -
Valor Caldrico (Kcal) 343,10 -

De acordo com a Tabela 5, os teores de carboidratos nas amostras de
queijos Minas frescal (11,98%), foram inferiores aos teores encontrados na
TACO (2011), é superior aos valores encontrados por SILVA (2010). Este
resultado pode ser indicativo de adulteracdo ou do tipo de matéria prima

empregada na fabricagado deste produto.

4. Conclusao

A p6s acidificagao e as contagens de L. helveticus mostraram crescimento
exponencial das colbnias até o dia 12 de avaliagcao, sendo este, o melhor periodo
de consumo dos queijos frescais probioticos.

Os queijos frescais obtidos mantiveram-se probidticos, ou seja, com
contagem entre 108 a 10° UFC g, durante 18 dias de refrigeragéo.

Em relagcdo as caracteristicas nutricionais, os queijos classificaram-se
como de média umidade e magro em relacdo a matéria gorda, podendo ser
considerado um alimento com uma boa fonte proteica.

Os L. helveticus tem excelente potencial de inclusdo em queijos frescais,
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podendo ser aplicado a fim de restabelecer transtornos gastrointestinais como
diarreia, responsaveis pela ma absorcdo de nutrientes, estresse, obesidade,
fadiga, constipagcdo e sindrome do intestino irritavel, diabetes mellitus e
intolerancia a lactose. Outro beneficio que os probidticos também podem
proporcionar € a inibicdo da proliferacdo excessiva de bactérias intestinais
patogénicas.

Deste modo podemos afirmar que queijos suplementados com bactérias
probidticas podem ser uma alternativa adequada para industrias de laticinios
visando diversificar seus produtos em um mercado consumidor cada vez mais

competitivo.
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CAPITULO 2

Potencial probidtico de leites fermentados adicionados de
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Resumo

Os produtos lacteos fermentados estao entre os principais produtos alvo de
estudos que buscam elaborar alimentos probidticos que agreguem beneficios
para saude. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi elaborar leites
fermentados com camu-camu e suplementados com Bifidobacterium (BB-12) e
Lactobacillus acidophilus (LA-5) e avaliar a viabilidade destes microrganismos
durante 28 dias de armazenamento refrigerado. Os frutos de camu-camu foram
coletados em plantas localizadas no Rio Urubu, Bonfim-RR. Os frutos foram
encaminhados ao LTPA/EAGRO, sendo adicionado100 mL de agua mineral e
triturados em liquidificador para obtengdo da polpa, que em seguida foi
armazenada em embalagens plasticas com capacidade de 100 mL e congelada
em freezer a -18 °C. Para obtencao dos leites fermentados com camu-camu
utilizou-se duas formulagdes: Leite fermentado Reduzido em Calorias (LFRC) e
Leite Fermentado Integral (LFI), sendo elaborados com leite UHT desnatado e
integral respectivamente, 10% de agucar, 0,3% de sorbato de potassio e 0,08%
de culturas probidticas presentes no fermento Bio Rich® da empresa Chr
Hansen. Em seguida, foi adicionada polpa de camu-camu nas concentragdes de
5%, 10%, 15% (p/p) sendo reservada amostra sem adicdo de polpa para
constituir o tratamento controle. As duas formulag¢des propostas LFRC e LFI
atenderam a legislagdo quanto as contagens de bactérias probidticas LA-5,
sendo classificados como produtos probidticos, apresentando contagem acima
de 6 Log UFC g', durante 14 dias de avaliagdo. O leite UHT desnatado, mostrou
maior potencial probiotico, concluindo que houve influéncia positiva da reducao
no percentual de gordura do leite para o crescimento dos Lactobacillus
acidophilus.

Palavras-chave: Alimentos funcionais, (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh),
produtos lacteos fermentados.

Probidticos: viabilidade e saude
Thaiane Marques da Silva, Cassandra de Deus (Orgs.) © 2022 Mérida Publishers CC-BY 4.0
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1. Introdugao

O consumo de alimentos funcionais tem crescido e entre os mais
consumidos estao os alimentos fermentados, que sao definidos como alimentos
ou bebidas produzidas através de crescimento controlado de microrganismos e
conversao enzimatica de determinados componentes (MARCO et al., 2017). Os
produtos lacteos apresentam uma diversidade de possibilidades de consumo e
uma variedade de formulagcdes, com propriedades nutricionais e funcionais
aprimoradas com o intuito de proporcionar beneficios a saude (CAMPOS, 2017;
CAVALLINI et al., 2018).

As bebidas lacteas, estdo entre os principais selecionados para a
producao de alimentos probidticos e estes tém sido inseridos na alimentacao
como um importante integrante da dieta funcional, (CAPITANI et al., 2014;
SANTOS; CANCADO, 2009). Novas formulagdes de leite fermentado saborizado
com frutas tém sido desenvolvidas com agregacao de probidticos, a fim de
aumentar a sua aceitagdo e agregar valor nutricional ao produto (CAMPOS,
2017; TORREZAN, et al., 2021).

Os probidticos sado suplementos alimentares de bactérias, que
desempenham efeitos benéficos na microbiota intestinal, e sdo definidos como
microrganismos vivos, adicionados a produtos alimentares, cuja ingestao afeta
de forma positiva o organismo do consumidor (PINTO et al., 2015; SANTOS;
CANCADO, 2009).

A Amazénia apresenta uma diversidade de frutas nativas e exdéticas, com
potencial valor econdmico, tecnoldgico e nutricional como agai, murici, buriti e
camu-camu, tendo em vista o conhecimento cientifico de suas propriedades
nutricionais. No entanto, poucos trabalhos foram realizados visando elaborar
leite fermentado probidtico adicionados destes frutos, principalmente com adi¢cao
de camu-camu (CAMPQOS, 2017).

O camu-camu esta presente nas florestas amazobnicas brasileiras,
peruanas, colombianas e venezuelanas, ocorrendo naturalmente em areas
alagadas nas margens de rios e lagos (GRIGIO, 2017). Apresenta em sua
composi¢ao, alto teor de vitamina C, diversos compostos fendlicos e
antioxidantes como antocianinas e carotenoides (AZEVEDO et al., 2014;
FUJITA, 2015). Entretanto, apresenta rapida perda de qualidade pds-colheita,

inviabilizando a disponibilidade do fruto in natura no mercado (GRIGIO, 2017).



25

Nesse sentido, o estudo do potencial probiético de leites fermentados
adicionados de camu-camu € um passo importante para agregar valor a esse
fruto nativo da Amazénia, que é rico em vitamina C, e colocar a disposi¢ao do

mercado alimenticio um probidtico de qualidade.

2. Materiais e Métodos

2.1. Obtencao dos frutos e da polpa de camu-camu

Os frutos de camu-camu foram coletados em plantas localizadas no Rio
Urubu, situado na regido da Serra da Lua, Bonfim-RR, parte leste do estado de
Roraima. As plantas de camu-camu se encontravam proximas a ponte que corta
o rio na Rodovia RR-207, distribuidas nas margens direita e esquerda, bem como
em ilhas formadas pela deposi¢ao de sedimentos e afloramentos rochosos que
sdo mais visiveis durante a seca do rio (CARVALHO, 2012). A temperatura
média da regido € de 27,5°C sendo o clima considerado tropical quente e
semiumido, com chuvas de abril a setembro.

Os frutos foram coletados em fevereiro de 2022, durante a safra da
cultura. Apoés a colheita, os frutos foram acondicionados em sacos plasticos de
2kg e armazenados em isopor com gelo em escama, para serem transportados
até o Laboratério de Tecnologia de Produtos Agropecuarios da Escola
Agrotécnica da Universidade Federal de Roraima (LTPA/EAgro-UFRR).

Para o despolpamento, os frutos integros e com mais de 85% da casca
vermelha foram selecionados, lavados em agua corrente para retirada de
sujidades e higienizados em agua clorada a 200 partes por milhdo (ppm) durante
15 minutos. Em seguida foram submetidos a trituracdo em liquidificador,
adicionado de 100 mL de agua mineral para obtencédo da polpa. A polpa foi
armazenada em embalagens plasticas com capacidade de 100 mL e congelada

em freezer a -18 °C até o momento da saborizacao dos leites fermentados.

2.2. Preparo dos Leites Fermentados com camu-camu

Os leites fermentados foram elaborados com leite UHT (Ultra-high
Temperature) desnatado e integral, padronizados de acordo com as formulagées
a seguir: Formulagao 1 - Leite Fermentado Reduzido em Calorias (LFRC):
leite UHT desnatado + 10% de acucar + 0,3% de sorbato de potassio e culturas

bacterianas probioticas; Formulagao 2 - Leite Fermentado Integral (LFI): leite
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UHT integral +10% de acgucar + 0,3% de sorbato de potassio e culturas
bacterianas probidticas.

O preparo do leite fermentado (LF) envolveu as seguintes etapas:
tratamento térmico do leite adicionado de agucar a 72 °C por 15 minutos, seguido
do resfriamento a 43+2 °C para a incubagdo de 0,08% de cultura probidtica
contendo Lactobacillus acidophilus (LA-5), Bifidobacterium (BB-12) e
Streptococcus thermophillus presentes no fermento Bio Rich® da empresa Chr
Hansen para fermentagcdo em B.O.D. por 4 horas ou até pH 5,0. Em seguida o
LF foi resfriado e mantido a 12+2 °C por 6 horas em B.O.D e apds este periodo
a temperatura foi ajustada para 412 °C, onde permaneceram até completar 24
horas, tempo suficiente para desenvolvimento dos sabores e aromas resultantes
do metabolismo dos microrganismos laticos. Posteriormente foram
acrescentadas polpas de camu-camu nas concentragdes de 5%, 10% e 15%
(p/p) e separadas amostras controle, sem adigcdo de polpa de camu-camu,

expostas as mesmas condigdes experimentais para a avaliagao dos produtos.

2.3. Contagem de microrganismos probiéticos

As contagens das culturas probidticas foram realizadas em duplicata nas
duas formulacdes de leites fermentados nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 de estocagem,
para verificar a viabilidade das culturas no produto ao longo do periodo de
avaliacao.

Para contagem das colbnias de Bifidobacterium (BB-12), o agar MRS
(Man Rogosa Sharpe) foi modificado para agar MRS-LP, contendo 0,2% de
cloreto de litio, 0,3% de propionato de sédio. As placas foram incubadas
utilizando jarras de anaerobiose pelo método da combustdo com auxilio de uma
vela, sendo a jarra hermeticamente fechada e mantida a 37 + 1 °C por 72 horas
(Figura 1). Os resultados foram expressos em log unidade formadora de col6nia
por grama (log UFC g') (VINDEROLA; REINHEIMER, 1999; VINDEROLA et al.,
2000).

Para contagem dos L. acidophilus foi utilizado o agar MRS-M (Man,
Rogosa, Sharpe) esterilizado (autoclave a 121 °C durante 15 minutos). Apds a
inoculacao das bactérias, as placas foram dispostas em aerobiose a 37 £ 1 °C
por 72 horas (Figura 1) e os resultados foram expressos em log unidade
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formadora de col6nia por grama (log UFC g') (VINDEROLA; REINHEIMER,
1999).

dilui¢cdes, (B; C) Placas sendo inoculadas, (D) Placas inoculadas e adicionadas
de meio MRS-LP e MRS-M, (E) Placas de BB-12 em jarras de anaerobiose e
placas de LA-5 em aerobiose na B.O.D.

Fonte: Autores (2022).

Para os dados das contagens de Bifidobacterium BB-12 e Lactobacillus
acidophilus LA-5 foram estabelecidos delineamentos inteiramente casualizados
(DIC) em fatorial triplo 2 x 4 x 5 (2 tipos de leite x 4 teores de polpa x 5 periodos
de avaliagcédo) e 2 x 4 x 3 (2 tipos de microrganismos x 4 teores de polpa x 3
periodos de avaliagdo). Os dados foram submetidos a analise de variancia,
sendo as médias avaliadas por Teste Tukey e regressao a 5%. Todos os dados
foram avaliados utilizando o programa computacional Sistema para Analise de
Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2011).

3. Resultados e Discussao

Os fatores isolados tipo de leite, teor de polpa e periodos de avaliagao,
assim como as interagdes entre os fatores foram todos significativos a 5% de
confianga, quando se considerou a contagem de LA-5 nos LFRC e LFI.

A contagem de BB-12, assim como sua observagao junto aos LA-5, ficou

restrita ao LFI uma vez que este microrganismo n&do cresceu nas condigdes
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estabelecidas no LFRC. Os fatores isolados tipo de microrganismo, teor de polpa
e periodos de avaliagdo, assim como as interagdes duplas entre os fatores,
foram significativos a 5%.

Observando o comportamento dos LA-5 nos leites fermentados reduzido
em gordura e integral (Tabela 1), verificou-se reducédo significativa nas
contagens em ambas as formulagdes no dia 7 de avaliagéo, confirmando a fase
de adaptacédo dos LA-5 entre os dias 1 e 7. Além disso, quando se avaliou a
influéncia do tipo de leite no crescimento desses microrganismos, observou-se
maior contagem no leite fermentado integral, mostrando efeito negativo da

reducao no percentual de gordura do leite no crescimento deste microrganismo.

Tabela 1. Contagem de Lactobacillus acidophilus (LA-5) considerando a

interacao “tipo de leite x periodo de avaliagao”.

Periodos de avaliagao (Dias) LFRC LFI
0 7,66Ab 8,44Aa
7 6,18Bb 7,56Ca
14 7,59Ab 8,13Ba
Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferencga significativa (p < 5) a 5% de
probabilidade.

Letras maitsculas diferentes na mesma coluna mostram diferenca significativa (p < 5) a 5% de
probabilidade.

Verificou-se reducgao significativa nas contagens de LA-5 nos LFRC com
camu-camu, conforme o teor de polpa foi aumentado (jError! No se encuentra el
origen de la referencia.). Comportamento semelhante foi observado por Campos
(2017), que ao estudar o crescimento de LA-5 em leites fermentados com camu-
camu e agai, constatou decréscimo nas contagens de LA-5 associados ao
aumento nos percentuais de polpa, nos dias 7 e 14 de avaliagao. De acordo com
Thamer; Pena (2006), o efeito deletério da polpa de camu-camu esta relacionada
a sensibilidade dos microrganismos probidticos ao abaixamento do valor de pH,
sendo, portanto, menos viaveis em produtos acidificados abaixo de pH 5,0.
Apesar de ndo estarem previstos neste trabalho, os valores de pH dos LF obtidos
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neste estudo variaram de 4,5 — LFRC com 5% de polpa a 3,8 — LFRC com 15%
de polpa, justificando o comportamento deste produto.

Tabela 2. Contagem de Lactobacillus acidophilus LA-5, segundo teor de polpa

(%) e o tipo de leite fermentado avaliado.

Teor de polpa (%) LFRC LFI
0 7,72Ab 8,21Aa
5 7,08Bb 7,61Ca
10 6,85BCb 8,23Aa
15 6,76Cb 8,13Ba

Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenga significativa (p < 5) a 5% de
probabilidade.
Letras maitsculas diferentes na mesma coluna mostram diferenga significativa (p < 5) a 5% de
probabilidade.

Ao contrario do que se analisou para os LF reduzidos em gorduras, os LF
integrais ndo obtiveram redugbes em suas contagens nos maiores percentuais
de polpa (10% e 15%) e mantiveram valores de Log UFG g proximos aos
observados para os LF sem adi¢cdo de polpa. A redugcdo mais significativa foi
observada no LF com 5% de polpa de camu-camu. Esse comportamento pode
estar relacionado ao percentual de extrato seco total (EST) dos produtos
estudados, ja que o leite integral utilizado na formulagéo apresenta mais solidos
quando comprado com o leite desnatado utilizados nos LFRC. Segundo OZER
(2010), o EST contribui para as propriedades fisicas do produto como:
consisténcia do iogurte firme, viscosidade do iogurte batido e atributos sensoriais
de sabor e aroma.

De acordo com a Instrucado Normativa n°® 46, de 23 de outubro de 2007 do
MAPA, as contagens de bactérias laticas totais devem ser de no minimo de 6,0
Log UFC g' de leite fermentado. Nesse sentido, considerando os limites
previstos na legislagéo, verificou-se no dia 7 de avaliagdo que LFRC com 10% e
15% de polpa de camu-camu apresentaram contagens de LA-5 inferiores ao
estabelecido para contagens de bactérias laticas totais em leite fermentado

(minimo 6,0 Log UFC g'), mostrando o efeito negativo da polpa de camu-camu,



30

provavelmente relacionado ao elevado teor de acido ascorbico presente

naturalmente neste fruto (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

Tabela 3. Contagem de Lactobacillus acidophilus LA-5 nas diferentes
formulacdes propostas, considerando a interagéo “tipo de leite x teor de polpa x

periodos de avaliagao”.

LFRC LFI
Teor de _ o . o
Dias de avaliagéo Dias de avaliagao
polpa (%)
0 7 14 0 7 14
0 7,81abA  7,46bA 7,88aA  8,25abA  8,00bA 8,38aA
5 7,69aA 6,15bB 7,39aB 8,4aA 6,15bB 8,30aA
10 7,51aA 5,81bB 7,25aB 8,57aA  8,00bA  8,12bAB
15 7,64aA 5,30bC 7,33aB 8,54aA  8,14bB 7,71cB
Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenga significativa (p < 5) a 5% de
probabilidade.

Letras maitsculas diferentes na mesma coluna mostram diferenga significativa (p < 5) a 5% de
probabilidade.

A respeito das colbnias de Bifidobacterium (BB-12), a adicao de polpa
reduziu significativamente suas contagens nos percentuais propostos neste
estudo (Tabela 4), evidenciando que a polpa de camu-camu afeta negativamente
o crescimento desses microrganismos, conforme ja relatado nas contagens de
LA-5 nos LFRC.

Tabela 4. Contagem de Bifidobacterium considerando fator isolado “teor de

polpa”.

Teor de polpa (%) BB-12 LA-5
0 6,77Ab 8,21Aa
5 6,42Bb 7,61Ca
10 6,30Bb 8,23Aa
15 6,20Bb 8,13Ba
Letras minusculas diferentes na mesma linha mostram diferenga significativa (p < 5) a 5% de
probabilidade.

Letras maitsculas diferentes na mesma coluna mostram diferenga significativa (p < 5) a 5% de
probabilidade.
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Observando as contagens de ambos o0os microrganismos se verificou
maior sensibilidade do BB-12 ao efeito do acido conferido pela polpa de camu-
camu. De acordo com SHAH (2007) o pH o6timo para a multiplicagdo das
bifidobactérias esta entre 6 e 7, com praticamente nenhuma multiplicagdo em pH
< 5,1 ou pH > 8, enquanto para os Lactobacillus o pH 6timo esta entre 5,5 - 6,0
e a sua multiplicacdo é reduzida em pH abaixo de 4,0 (SHAH et al., 1995;
FERNANDEZ-GARCIA et al., 1998; SHAH, 2007), justificando a menor
contagem da BB-12 em relacdo a LA-5.

Assim como os LA-5, as contagens dos BB-12 reduziram no dia 07 com
posterior aumento do dia 14 (fase de adaptacgéo). A partir do dia 21 de avaliagao
as BB-12 entraram em fase de declinio mostrando contagens 4,81 Log UFC g™,
valores abaixo do previsto na legislagdo brasileira para um produto ser
considerado probidtico (Figura 2). Entretanto, os LA-5 mantiveram-se viaveis
com contagens acima de 7,0 Log UFR g-', mantendo os LFI probidticos até os

21 dias de avaliagao.

y (LA-5) = -0,0527x + 8,341

9 R?=0,5751
l ....... y (BB-12)=-0,1133x + 7,612
8 ........................... . Rz = 0’7945
- ¢ o T
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7 e °
&_) o e °
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0 7 14 21
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Figura 2. Contagem de BB-12 e LA-5 durante 21dias de avaliagao.

4. Conclusao

A partir das analises das contagens das BB-12 e dos LA-5 em leites
fermentados reduzidos em gorduras e integrais adicionados de camu-camu
pode-se concluir que 0 aumento na concentragao de polpa afetou negativamente

o desenvolvimento dos microrganismos.
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Nao houve crescimento de BB-12 no LFRC, assim como as contagens
dos LA-5 foram menores que as observadas no LFI, indicando que a redu¢ao no
EST (leite desnatado) tornou o meio menos viavel ao crescimento destes
microrganismos.

As contagens de LA-5 nos LFRC e LFI atenderam a legislagcédo, sendo
classificados como produtos probidticos durante os 21 dias de avaliagao.

A analise dos tipos de leite, mostrou um maior potencial probidtico no LFI,
mostrando influéncia negativa da redugao no percentual de gordura do leite, no

crescimento dos BB-12 e LA-5.
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CAPITULO 3

Contagem de microrganismos probioticos em leites

fermentados adicionados de acai e camu-camu

Daniela Cavalcante dos Santos Campos, Leandro Timoni Buchdid Camargo
Neves, Adriana Flach, Jéssica Kellen Souza Mendes, Beatriz Oliveira de Souza,

Anderson do Nascimento Silva.
https://doi.org/10.4322/mp.978-65-84548-09-1.c3

Resumo

O acai e o camu-camu sao frutos nativos da Amazobnia ricos em compostos
fendlicos, antocianinas e vitamina C. Os produtos lacteos fermentados sao
alimentos que podem ser suplementados com frutas, fibras e microrganismos
probidticos. O objetivo deste trabalho foi elaborar leites fermentados (LF) com
acai e camu-camu e bactérias probidticas Bifidobacterium (BB-12) e
Lactobacillus acidophilus (LA-5), e estabelecer suas contagens durante 28 dias
de armazenamento. Os frutos de acai foram obtidos em pomar particular e os de
camu-camu, as margens do Rio Urubu (Boa Vista-RR). Para a elaboragao dos
LF foram adicionados ao leite UHT, 8% de acucar, 4% de leite em p6 desnatado
e cultura probittica, sendo submetidos a coagulacédo até pH 4,8. As contagens
de microrganismos probioticos foram realizadas no dia O e a cada 7 dias durante
o periodo de 28 dias utilizando os meios MRS-LP e MRS-M para BB-12 e LA-5
respectivamente. Os LF classificaram-se como probidticos conforme a
legislagdo, apresentando contagem de LA-5 acima de 6 Log UFC g, exceto o
LFC com 20% de polpa. As Bifidobacterium nao cresceram no meio MRS-LP nas
condi¢cbes experimentais propostas. A partir da contagem dos LA-5, verificou-se
que, a adicao das polpas favoreceu seu crescimento nos leites fermentados.

Palavras-chave: Produtos lacteos, probiéticos, vida de prateleira.

1. Introdugao

Alguns estudos sugerem que frutos e vegetais comumente consumidos
em todo o mundo representam excelentes fontes de compostos bioativos e seu
consumo tem sido associado com risco reduzido de desenvolver algumas
doengas metabdlicas (Pinto et al., 2008). Os frutos nativos brasileiros,
particularmente, mostraram alta capacidade antioxidante in vitro e quantidades
expressivas de flavonoides e vitamina C, substancias com potencial beneficio
para saude (GENOVESE et al., 2008).

M Probidticos: viabilidade e saude

MERIDA Thaiane Marques da Silva, Cassandra de Deus (Orgs.) © 2022 Mérida Publishers CC-BY 4.0
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O camu-camu (Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh) € um fruto que ocorre
nas margens de rios e lagos em toda a bacia Amazbdnica (ZANATTA,
MERCADANTE, 2007), sendo sua polpa usada para sucos, geleias e produtos
fermentados (AKTER et al., 2011 e Chagas et al., 2012). Em alguns paises, 0
camu-camu tem despertado grande interesse devido seu alto teor de acido
ascorbico (YUYAMA, 2002), entretanto, por este motivo, seus frutos raramente
sao consumidos frescos (RIBEIRO et al., 2010).

O acai (Euterpe oleracea Mart.) recebeu especial atengao devido a sua
alta atividade antioxidante e potencial como alimento funcional ou ingrediente
alimentar funcional. Estudos apontam que sua polpa tem maior absorcdo de
radicais de oxigénio do que qualquer fruta que tenha sido analisada pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, sendo esta atividade
vinculada a sua composicao de flavonoides (KANG et al., 2010).

Atualmente, a preocupacgao com a saude e o bem-estar vem aumentando,
uma vez que o estilo de vida atribulado tem influenciado negativamente o estado
nutricional das populagbes. Assim, cresce a demanda por produtos que
oferecam beneficios nutricionais e que possuam fungdes bioldgicas positivas
(ESPINDULA; CARDOSO, 2010).

Apesar de o consumo de leites fermentados estar baseado por muito
tempo no iogurte tradicionalmente produzido com fermentos compostos de
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii spp.
bulgaricus, atualmente a tendéncia dos alimentos funcionais aponta para o uso
de probidticos, que atuam como agentes “biotecnoldgicos” e “terapéuticos”,
melhorando as caracteristicas do produto e promovendo efeitos benéficos nos
individuos que os ingerem (ANTUNES, 2001).

Os probidticos sédo definidos como "microrganismos vivos”, que quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saude. Varios
critérios de sele¢ao sao aplicados na triagem de novas estirpes de probidticos
que podem ser categorizados em trés grupos: seguros, funcionais e com
aspectos tecnologicos (PIMENTEL; MATTO, 2012).

Estes microrganismos pertencem ao grupo das bactérias acido-laticas e
de acordo com a resolugdo RDC n° 2, de 7 de janeiro de 2002, os probioticos
sao classificados em Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus salivares,

sendo os dois primeiros mais empregados em produtos alimenticios e sao
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capazes de transformar quimicamente os alimentos, facilitando a digestibilidade
(Rocha, 2011). Os Lactobacillus e as Bifidobacterium tém sido isolados de todas
as porgdes do trato gastrointestinal de humanos saudaveis, sendo que o local de
preferéncia para a colonizagao intestinal sao, respectivamente, o ileo terminal e
o célon (BIELECKA et al., 2002).

Os probidticos devem apresentar células viaveis em quantidades
adequadas no alimento durante toda a estocagem do produto, sendo a dose
diaria de consumo recomendada, de 108-10° Unidades Formadoras de Col6nia
(UFC), realizada através da ingestdao de 100 g de produto contendo 106 — 107
UFC/g ou mL (BRASIL, 2007).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi estabelecer a contagem de
Bifidobacterium (BB-12) e Lactobacillus acidophilus (LA-5) em leites fermentados
com agai e camu-camu e verificar a influéncia da adicdo dessas frutas no
crescimento destes microrganismos durante 28 dias de armazenamento

refrigerado.

2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencao das polpas de fruta

A polpa de camu-camu foi obtida a partir de nove quilos de frutos
provenientes plantas localizadas nas proximidades do Rio Urubu, situado na
regido da Serra da Lua, municipio de Boa Vista - RR no més de maio de 2014,
proximo ao término da safra da cultura. Os frutos, integros e sem injurias foram
transportados ao local de despolpagem onde foram selecionados, lavados em
agua corrente para retirada de sujidades e higienizados em agua clorada a 200
partes por milhdo (ppm) durante 10 minutos. Em seguida foram despolpados
sem adi¢cado de agua e o produto obtido foi acondicionado em sacos plasticos
com capacidade de 1 litro. A polpa de acai foi adquirida em pomar particular
situado no municipio de Boa Vista - RR entre os meses de fevereiro e marco de
2014, totalizando cinco quilos referentes aos frutos presentes em trés cachos.
Os frutos foram selecionados considerando-se critérios de qualidade
relacionados a coloragdo da casca (roxa) e auséncia de danos e podriddes
visuais. Em seguida os frutos foram colocados de molho em agua a temperatura
de 50°C durante 45 minutos para posterior despolpagem e acondicionamento
em sacos plasticos com capacidade de 1 litro. Apos a despolpagem, as polpas
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de camu-camu e agai foram transportadas para o Laboratério de Tecnologia de
Produtos Agropecuarios da Escola Agrotécnica da Universidade Federal de
Roraima (LTPA/EAgro), onde foram fracionadas em embalagens de 200 mL,
submetidas a pasteurizagcédo a 95 °C durante 5 minutos e resfriadas até alcangar

temperatura de 19-22 °C para entdo serem congeladas a -18 °C.

2.2. Processamento dos Leites Fermentados

Os leites fermentados (LF) foram elaborados no LTPA/EAgro utilizando
leite UHT (Ultra High Temperature) padronizado em 3,0% de gordura, adicionado
de 8% de acgucar, 4% de leite em p6 desnatado e culturas bacterianas probidticas
contendo Streptococcus termophillus, Bifidobacterium BB-12 (BB-12) e
Lactobacillus acidophilus (LA-5) (Bio Rich® Chr Hansen), sendo incubados em
estufa com circulagdo de ar a temperatura de 41 £ 3 °C durante 4 horas. Em
seguida, os leites fermentados foram resfriados e mantidos a 12 + 2 °C durante
24 horas para entdo serem acrescentadas polpas de acai e camu-camu nas
concentragdes de 5%, 10%, 15% e 20%, atendendo aos limites estabelecidos
pela legislacdo brasileira, sendo denominados LFA (leites fermentados com
agai) e LFC (Leites fermentados com camu-camu). Em seguida, cerca de 50 + 2
g dos produtos foram acondicionados em embalagens de polietileno tereftalato
(PET) e mantidos sob refrigeracdo em temperatura de 4 + 2 °C durante 28 dias.
Além dos produtos fermentados adicionados de polpa de fruta, foram separados
e acondicionados leites fermentados naturais (LFNat), ou seja, sem adicéo de
polpa e nas mesmas condi¢cdes experimentais, para constituicdo do tratamento

controle.

2.3. Determinacgao do pH

Foram realizados nos leites fermentados em todas as concentracdes de
polpa, e nos respectivos tratamentos controles (LFA Nat e LFC Nat),
determinagdes de pH. Os produtos fermentados foram avaliados em triplicata no
dia 0 e a cada 7 dias durante um periodo de 28 dias seguindo recomendacdes
de IAL (2008).
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2.4. Contagem de Bactérias Probioéticas

As contagens das culturas probidticas foram realizadas em duplicata nos
leites fermentados nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 de estocagem, para verificar a
viabilidade das culturas no produto ao longo do periodo de avaliagao.

Para a contagem das col6nias de Bifidobacterium (BB-12), o agar MRS
(Man,Rogosa and Sharpe) (ACUMEDIA) foi modificado para agar MRS-LP,
contendo 0,2% de cloreto de litio 0,3% de propionato de sodio. As placas com
meio foram incubadas utilizando jarras de anaerobiose e mantidas a 37 + 1°C
por 72 horas. Os resultados foram expressos em log unidade formadora de
colénia por grama (log UFC g') (VINDEROLA; REINHEIMER, 1999).

Para contagem dos Lactobacillus acidophilus (LA-5) foi utilizado o agar
MRS-M (Man, Rogosa and Sharpe — Maltose) (ACUMEDIA), uma vez que a
solugado de maltose (NEON) adicionada ao meio permitiu apenas o crescimento
desse microrganismo. Apds a inoculacdo das bactérias, as placas foram
dispostas em aerobiose a 37°C por 72 horas e os resultados foram expressos
em log unidade formadora de coldnia por grama (log UFC g') (VINDEROLA;
REINHEIMER, 1999).

Para os dados de pH e acidez titulavel foi estabelecido delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em fatorial duplo 5 x 5 (5 teores de polpa x 5
periodos de avaliagdo), sendo submetidos a analise de variancia (ANOVA)
seguido de analise de regressao a 5% de significAncia. Para as contagens de
microrganismos probioticos, foi estabelecido delineamento inteiramente
casualizado (DIC) em fatorial duplo 5 x 3 (5 teores de polpa x 3 periodos de
avaliagao), sendo os dados submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido
do Teste de Tukey a 5% de significancia utilizando o programa computacional
Sistema para Analise de Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2011).

3. Resultados e Discussao

Tanto para o pH quanto para acidez titulavel (AT) verificou-se que a
interacao teor de polpa x dias de armazenamento foi significativa a 5% de
probabilidade, assim como os efeitos simples dados pelo teor de polpa e dias de
armazenamento.

Observando as médias de pH dentro dos teores de polpa, verificou-se que
os resultados obtidos nos LFA e LFC reduziram significativamente (p < 0,05) de
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forma linear, conforme os teores de polpa foram aumentados, mostrando
influéncia das polpas nesta variavel. Considerando a influéncia da polpa de fruta
nos leites fermentados, observou-se menores valores de pH nos LFC em todos
os teores de polpa aplicados, quando comparados com os LFA. Estes resultados

se justificam devido a elevada acidez da polpa de camu-camu (Figura 1).
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Figura 1. Médias dos valores de pH em fungao dos teores de polpa de acai e

camu-camu em leites fermentados.

Em relagao a reducgao do pH no fim do periodo de estocagem de 28 dias,
verificou-se que os LFA apresentaram redugao de (10,8%), enquanto nos LFC,
foram verificadas redugdes apenas nos LFC Nat e no LFC 5%, sendo observado,
em ambos os produtos, que as maiores reducdes se concentraram entre os dias
0 e 7 de avaliagao. OLIVEIRA; DAMIN (2003), estudando diferentes teores de
solidos e sacarose em leites fermentados, também verificaram maiores efeitos
de acidificacao entre os dias 0 e 7 de avaliagao, concordando com os resultados
apresentados neste trabalho.

Relacionando a acidificacdo dos leites fermentados de acai com a
contagem de Lactobacillus acidophillus (LA-5), pbde-se observar que o
incremento no teor de polpa, favoreceu a reducao dos valores de pH, nos LFA
15% e LFA 20%, onde as redug¢des nas unidades formadoras de colonias (UFC
g') de LA-5 foram menores que nos LFA 5% e LFA 10%, apontando influéncia
positiva do acai desenvolvimento de bactérias probiéticas. Para os LFC 10%,
LFC 15% e LFC 20% houve incremento significativo nos valores de pH,
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provavelmente relacionado decréscimo no numero de unidades formadoras de
colénia (UFC g') de LA-5 na ordem de 5,4%, 2,27% e 1,92%, respectivamente,

promovendo reducado na acidificagao (Figura 2).
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Figura 2. Valores de pH em (A) LFA e (B) LFC durante 28 dias de

armazenamento.

As contagens de microrganismos probiéticos nos LFC e LFA previam
contagens de LA-5 e BB-12, entretanto, o BB-12 ndo cresceu no meio MRS-LP
nas condigdes estabelecidas por LAPIERRE et.al. (1992), portanto, os dados

referentes a este microrganismo ndo estdo apresentados na Tabela 1. Além
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disso, os resultados apresentam as contagens de LA-5 até o dia 14 em fungéo

de contaminacgéo fungica das amostras a partir do dia 18 de avaliagao.

Tabela 1. Contagem de Lactobacillus acidophilus (LA-5) em leites fermentados

com camu-camu e acgai nos dias 0, 7 e 14 de avaliacao.

Contagem LA-5 em LFC Contagem LA-5 em LFA (Log
Teor de (Log UFC g) UFC g™
pc:lpa Dias de avaliacao Dias de avaliacao

(%) 7 14 0 7 14
Nat 6,28 bB 6,72 aA 6,41 cA 6,28 cD 6,72bC 6,41bC
5 6,35 aA 6,29 bC 6,01 cB 6,53 aA 6,15bB 6,50 bB
10 6,36 aC 6,02 bD 6,03 bB 6,42 aC 6,10 bD 6,28 bD
15 6,17 akE 6,03 bB 6,03 bB 6,21 bE 6,21 aA 6,59 aA
20 6,25 aB 6,11 bC 5,76 cC 6,47 aB 6,20 bD 6,35 bD

Obs.: Letras minusculas diferentes na mesma linha e maidsculas na mesma coluna
mostram diferenca significativa (p < 0,05) pelo Tukey a 5% de probabilidade. LFC: Leite
fermentado com camu-camu. LFA: Leite fermentado com acai. Nat: Leite Fermentado
sem polpa.

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 46, de 23 de outubro de 2007 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que estabelece
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados, as
contagens de bactérias laticas totais devem ser de no minimo de 6,0 Log UFC
g-' de leite fermentado. Nesse sentido, durante o periodo avaliado, apenas o LFC
a 20% no dia 14 de avaliacéo n&o apresentou contagens satisfatérias, enquanto
os demais produtos se classificaram como probioticos (Tabela 1).

No dia 0 de avaliacao, verificou-se que as contagens de LA-5 nos LFC a
5% e 10% foram superiores as dos LFnat (sem polpa), mostrando efeito positivo
da polpa de camu-camu, provavelmente relacionado ao elevado de teor de acido
ascorbico presente naturalmente neste fruto. Dave e Shah (1997) verificaram
efetividade na adigéo de acido ascorbico (0, 50, 150 e 250 mg/kg iogurte) em
eliminar oxigénio em iogurtes probidticos, favorecendo o crescimento destes
microrganismos, entretanto os efeitos se mantiveram apenas durante os

primeiros 15 dias.
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N&o foram avaliados os teores de vitamina C nos LFCs com diferentes
teores de polpa de camu-camu, entretanto pode-se verificar que o LFC a 5%
apresentou as menores redugdes (0,94%) nas contagens de probidticos entre os
dias 0 e 7 de armazenamento refrigerado, provavelmente relacionada a vitamina
C presente no leite fermentado nesta concentragao de polpa.

Os LFC a 15% e 20% apresentaram contagens inferiores as do LF Nat
no dia O de avaliagdo, mostrando efeito negativo destas concentragdes de polpa
de camu-camu nestes produtos. Este comportamento pode estar relacionado a
acidez exacerbada promovida pelo aumento do teor de polpa camu-camu
adicionada aos leites fermentados, comprometendo desta forma, o
desenvolvimento dos LA-5.

Entretanto se consideramos as contagens no dia 14, apenas o LFC a 20%
reduziu seus valores abaixo de 6,0 UFC g, concluindo que 20% de polpa
influencia negativamente o nimero de UFC g™! nos produtos, descaracterizando-
0os como probidticos. Segundo Kandler; Weiss (1986), os LA-5 admitem
variagdes entre valores de pH abaixo de 5,0 até 6,2, portanto estes
microrganismos foram influenciados negativamente pela adi¢do polpa de camu-
camu nesta concentragdo, uma vez que o pH no LFC de 20% situou-se entre
3,80 e 3,99.

Durante o periodo de avaliagdo, os LFA, em todas as concentragdes de
polpa, e o LFA Nat se mantiveram dentro do limite previsto no Padrao de
Identidade e Qualidade de Leites Fermentados (PIQLF) (BRASIL, 2007).
Verificou-se no dia 0 de avaliacado, que os LFA a 5%, LFA a 10% e LFC a 20%
mostraram contagens maiores que o LFA Nat, indicando efeito positivo da polpa
de acai.

No dia 7 de armazenamento, foram verificadas redu¢des nas contagens
de Lactobacillus acidophilus em todos os LFA adicionados de polpa de acai,
seguidos por aumento no dia 14. Nos leites fermentados sem polpa de acai (LFA
Nat) observou-se comportamento contrario aos verificados para os leites
fermentados adicionados de polpa. Comportamento semelhante foi verificado
por Almeida et al. (2008) e Espirito Santo et al. (2010), que verificaram redugdes
seguidas de aumentos nas contagens de bactérias em iogurtes probioticos

contendo polpa de agai, durante os periodos avaliados.
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As redugdes nas contagens das bactérias laticas entre os dias 0 e 7 de
avaliacdo podem ser associadas as maiores taxas de acidificagao neste periodo,
ou seja, reducdo nos valores de pH. Quando os efeitos da acidificacdo foram
reduzidos apos o dia 7 houve aumento significativo no nimero de UFC g,
revelando efeito negativo da acidificagdo no desenvolvimento destas bactérias.
A partir do dia 14, foi possivel verificar o efeito positivo do acai para as bactérias,
uma vez que as contagens de todos os leites fermentados adicionados de polpa
de acgai aumentaram, enquanto no LFA Nat reduziram. Espirito Santo et al.
(2010), também avaliaram o efeito benéfico da polpa de agai, no dia 14 de
avaliagdo, onde todos os iogurtes adicionados de polpa apresentaram contagens
superiores as dos iogurtes sem polpa.

A selecdo de estirpes acido-tolerantes € um principio de absoluta
importancia na obtencado de resultados satisfatérios para a sobrevivéncia de
culturas probidticas em leites fermentados (MATTILA-SANDHOLM et al. 2002).
Além disso, a permeabilidade ao oxigénio das embalagens, aditivos alimentares,
minerais € a combinagao de microrganismos também deve ser avaliada na

produgao destas matrizes alimentares.

4. Conclusao

Os leites fermentados com acai e com camu-camu atenderam a
legislagdo quanto as contagens de bactérias probidticas, sendo classificados
como produtos probidticos durante o periodo avaliado, com excecéo do LFC a
20%.

A partir da contagem dos Lactobacillus acidophilus (LA-5), verificou-se
que a adicao das polpas de agai e camu-camu favoreceram o crescimento
destes microrganismos nos leites fermentados, sendo, portanto, excelentes
alternativas de enriquecimento de produtos lacteos com frutos nativos da

Amazobnia.
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CAPITULO 4

Probidticos: inovacoes no desenvolvimento de formulagoes de

alimentos funcionais nao convencionais
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Resumo

Alimentos funcionais probidticos sdo alvo constante de estudos, visto a
significancia de seus beneficios a saude humana e dos animais domésticos.
Entretanto, a necessidade de se relacionar os respectivos efeitos benéficos a
viabilidade celular destes microrganismos tem sido questionada, surgindo entao
novos termos como os para-probidticos e pos-bidticos. Sabe-se ainda que a
matriz lactea € a mais promissora para o desenvolvimento de alimentos
probioticos, como leites fermentados, iogurtes, queijos e até mesmo colostro.
Porém novas matrizes nao-lacteas tém sido exploradas como os derivados
carneos e vegetais, propiciando a geracao de alimentos probidticos adequados
a populagdo que nado pode consumir alimentos de origem lactea,
especificamente aqueles individuos que apresentam intolerancia a lactose ou
alergia a proteina do leite de vaca, bem como os veganos, entre outros. Assim,
uma vasta gama de alimentos tem sido desenvolvida em diferentes matrizes
tendo como um dos desafios a manutencdo da viabilidade celular das
respectivas cepas com vistas a se atingir a concentragdo celular minima
preconizada pela legislacao a fim de se observar os respectivos efeitos a saude
do hospedeiro. Neste contexto, a técnica de microencapsulagao apresenta-se
como alternativa para contornar tais desafios. Assim, a escolha da técnica, bem
como os materiais encapsulantes sdo essenciais para o sucesso deste
desenvolvimento.

Palavras-chave: alimentos funcionais ndo convencionais, lacteos, nio lacteos,
probiéticos, microencapsulacéo.

1. Introdugao
De acordo com a FAO/WHO (2002) probiéticos sdo considerados como
"microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,

conferem beneficios a saude do hospedeiro”. Tal definicao foi referendada e
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mantida, em 2013, por nutricionistas, microbiologistas e fisiologistas, membros
da Associacao Cientifica Internacional para Probidticos e Prebioticos (ISAPP),
que também reavaliaram os termos prebiotico em 2017 (GIBSON et al., 2017) e
simbidticos em 2020 (SWANSON et al., 2020), assim como, o termo prebiético,
que € considerado como “um composto que é utilizado seletivamente por
microrganismos hospedeiros que conferem beneficios a saude”. Neste contexto,
simbidtico foi definido como “uma mistura compreendendo microrganismos vivos
e Substrato(s) seletivamente utilizados por microrganismos hospedeiros que
conferem um beneficio a saude do hospedeiro”, o que equivale a uma
associagao de probidticos e prebidticos (SWANSON et al. 2020).

Entretanto, os avangos da ciéncia associados as novas descobertas,
trouxeram a tona novos termos como “paraprobidticos ou probiéticos inativados”,
bem como “probiodticos fantasmas”, os quais foram definidos por Taverniti;
Guglielmetti (2011) como “células microbianas ndo viaveis (intactas ou rompidas)
ou extratos celulares brutos (com composi¢cdo quimica complexa), que quando
administrados (oralmente ou topicamente) em quantidades adequadas,
conferem beneficios ao consumidor humano ou animal’, quebrando, assim, o
paradigma que apenas células vivas eram capazes de exercer efeito benéfico
sobre o hospedeiro. Neste contexto, surgiu o termo “pos-bidticos” que
correspondem aos metabdlitos resultantes da atividade metabdlica desses
microrganismos. O termo posbidticos foi cunhado por Tsilingiri et al. (2012) e
Tsilingiri; Rescigno (2013) como “Metabdlitos soluveis produzidos por
microrganismos probidticos capazes de beneficiar a saude independentemente
da presencga de células viaveis”. Ja o termo psicobiotico proposto por Dinan;
Stanton; Cryan (2013), corresponde a “micro-organismos vivos que quando
ingeridos em quantidades adequadas produzem beneficios a satide de pacientes
acometidos por doengas psiquiatricas”, sendo considerado como uma
subcategoria de probidticos. Adicionalmente, o termo “psicobidtico” relaciona os
respectivos beneficios a metabdlitos neuroativos como acido gama-
aminobutirico (GABA) e serotonina produzidos pelos microrganismos probioticos
viaveis no TGI, os quais interferem positivamente no funcionamento do eixo
intestino-cérebro (DINAN, STANTON e CRYAN, 2013; LI et al., 2009; TAKEDA
et al., 2011; BISWAS et al., 2013; HSIEH et al., 2016; JANG et al., 2018;
MAEHATA et al.,, 2021; TRAN et al., 2022). Apés anos de discussdo na
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comunidade cientifica em torno desta terminologia, Salminen et al. (2021a) em
conjunto com membros da ISAPP (International Scientific Association of
Probiotics and Prebiotics) propuseram a jungao dos termos “paraprobidticos”,
“probidticos  fantasmas’, “metabiodticos”, “lisados bacterianos”, e
“parapsicobidticos” em um unico termo, “pdsbidticos”, com objetivo de se evitar
0 emprego de numero excessivo de terminologias para produtos essencialmente
similares. Enfatizaram ainda que estes termos deveriam consistir de
preparagdes complexas compostas de células inativadas e/ou seus
componentes e metabdlitos, e ndo de metabdlitos soluveis purificados, sem a
presenca de biomassa celular como alcoois, proteinas, cetonas, acidos
organicos, exopolissacarideos e compostos quimicamente sintetizados. Para
estes metabdlitos, purificados ou parcialmente modificados, deveria se adotar a
nomenclatura de substancias quimicas envolvidas e, entdo, removidos da
categoria dos “posbidticos”. Outra alteragédo proposta pelos autores, consiste na
eliminacdo do requisito referente a necessidade de que os respectivos
fragmentos ou componentes celulares fossem originarios de cepas
reconhecidamente probidticas.

A evolucdo nos conhecimentos sobre os efeitos da microbiota na saude
do hospedeiro esta sustentada principalmente no processo de fermentacao
espontanea, que desde a antiguidade era amplamente utilizado, a principio, para
a conservacao de alimentos. Para atingir este objetivo, as condicdes fisico-
quimicas dos alimentos eram empiricamente modificadas (atividade de agua,
anaerobiose, temperatura, adicdo de sal, entre outras) para que espécies
microbianas naturalmente presentes nos mesmos se desenvolvem numa
sequéncia natural de crescimento, que por sua vez promoviam novas
modificagdes fisico quimicas tornando o alimento um meio progressivamente
seletivo. Estas modificagdes realizadas pela microbiota eram resultantes da
produgao de acidos organicos, peroxido de hidrogénio, bacteriocinas e outras
substancias, garantindo a extensao do periodo de conservagao destes alimentos
ao inibir o crescimento de microrganismos indesejaveis.

Dentre os alimentos de origem vegetal destacam-se chucrute, picles,
kimchi, kombucha, natto, kvass, kefir de agua, cerveja, vinho, dentre outros. Em
relagcdo aos alimentos de origem animal encontram-se kefir de leite, coalhada

“natural”, queijos artesanais, hidromel, salame entre outros. (DIMIDI et al., 2019).
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Estes alimentos se enquadram na categoria dos alimentos funcionais, os quais,
além do seu valor nutricional desempenham papel fundamental na promog¢ao da
saude do consumidor. Esta propriedade esta sustentada na diversidade de
especies microbianas, principalmente bactérias e leveduras, presentes nos
alimentos in natura, que se encontram em equilibrio e por meio dos seus
metabolitos interferem no desenvolvimento das espécies patogénicas e/ou
oportunistas. Assim, dentre as espécies benéficas encontram-se aquelas
consideradas probidticas, as quais, se consumidas em quantidades adequadas
e com frequéncia conferem beneficios a saude incluindo a melhoria do
funcionamento do organismo e a prevengao de diversas doengas, tendo como
consequéncia a melhoria na qualidade de vida. Sustentada nestes
conhecimentos, a Biotecnologia tem contribuido para o desenvolvimento de
novas formulagdes de produtos probidticos, bem como para a descoberta e
avaliacao de novas cepas microbianas.

No tocante aos alimentos carneos probidticos, observa-se que estes
ainda sao pouco explorados, tendo em vista as dificuldades de se conciliar
questdes tecnoldgicas, como equipamentos e protocolos de processamento, aos
parametros de qualidade, seguranga e funcionalidade do alimento formulado.
Assim, a manutengédo da viabilidade dos microrganismos probi6ticos em um
produto carneo ao longo das etapas de processamento e armazenamento exige
0 emprego de técnicas especificas, como a imobilizagdo ou encapsulamento dos
mesmos em diferentes matrizes. Destaca-se ainda a necessidade de se
conhecer o comportamento dos microrganismos probioticos em meios contendo
diferentes concentracbes de sal, nitrato, nitrito, condimentos, entre outros
(TRABELSI et al. 2019). Assim, o desenvolvimento de novos produtos carneos
probidticos tem se destacado no segmento dos alimentos funcionais, com énfase
para a inoculacao de cepas de Lactobacillus sp na fabricagao de salsichas com
a fungao de inibir espécies patogénicas como Salmonella sp e Listeria sp. Neste
caso, enzimas redutases sintetizadas pela referida cepa probidtica auxiliam na
degradacao do nitrito sem alterar as condigdes de conservagao deste alimento.
Dessa forma, a inoculagédo de microrganismos probidticos, especialmente na
forma encapsulada, no processamento de produtos carneos € uma inovagao

relevante no campo dos alimentos funcionais.



52

Atualmente o mercado de alimentos probidticos € representado
principalmente por produtos lacteos, sendo que 36,6% € ocupado pelos leites
fermentados, tendo em vista suas caracteristicas como elevada aceitagao
sensorial, valor nutritivo e a possibilidade de veicular microrganismos com
propriedades especificas (MARKETS AND MARKETS, 2022) Neste contexto, o
leite e seus derivados, devido as suas caracteristicas fisico quimicas, sao
considerados meios adequados para o desenvolvimento de novas formulagcdes
de alimentos funcionais. Ademais, a composi¢cao destes meios contribui para a
sobrevivéncia dos microrganismos probioticos na presenga do suco gastrico,
particularmente por seu efeito tamponante e protetor, além de auxiliar a
colonizagéo das cepas probidticas no trato gastrointestinal do hospedeiro.

Dentre as diversas inovacdes avaliadas neste segmento, destaca-se a
técnica de microencapsulagao de cepas probidticas, que consiste em revestir as
células em material protetor com o objetivo de manter a viabilidade celular
exigida para que um alimento seja caracterizado como probiético durante o
periodo de validade do produto. Esta inovagdo permite criar condigdes de
protegdo destes microrganismos quando sujeitos a condigbes adversas
observadas nas diferentes etapas do processamento, bem como durante o
armazenamento e a passagem pelo trato gastrointestinal. Assim, a selegédo dos
materiais para compor a matriz € dependente da técnica de encapsulagao
empregada, bem como o tamanho das capsulas, os quais sao fatores que
interferem no nivel de protecdo da cepa probidtica (NUNES et al. 2018;
ROSOLEN et al.2019).

2. Probiodticos em diferentes matrizes
2.1. Matriz lactea

Na antiguidade, o excedente da producdo diaria de leite era
submetido a algum tipo de processamento para gerar derivados com maior vida
de prateleira. Além disso, o leite € um alimento acessivel a maior parte da
populacdo e é um meio propicio para o crescimento de micro-organismos em
geral devido as suas caracteristicas nutricionais diversificadas. Estas
caracteristicas favorecem a elaboracdo de formulagdes de derivados lacteos
enriquecidos com microrganismos probidticos, como iogurtes, leites

fermentados, queijos, requeijao, dentre outros.
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De acordo com Fox et al. (2017), queijo € o termo genérico atribuido a um
grupo de produtos fermentados de leite, obtidos apds a coagulagéo (acida ou
enzimatica), precipitacdo e separagao da principal proteina do leite, a caseina.
Este composto tem como origem etimoldgica a palavra “caseu”, que significa
queijo em latim. Historicamente estes alimentos foram produzidos de maneira
acidental na tentativa de reduzir o excesso de umidade de leites fermentados e
assim preservar seus nutrientes por mais tempo. Os primeiros queijos que se
tem evidéncia eram produzidos por coagulagao acida, obtidos a partir do leite
fermentado de forma espontanea ou natural. Neste processo a microbiota
autéctone metaboliza a lactose gerando acidos organicos, em especial acido
latico, resultando no abaixamento do pH até atingir o ponto isoelétrico da caseina
tendo como consequéncia sua coagulagdo. Na sequéncia, com a continuidade
do abaixamento do pH, observa-se a precipitacdo da caseina que,
posteriormente, sera separada do soro, dando origem a massa de caseina que,
devidamente processada, dara origem aos diferentes tipos de queijos.

Tendo em vista inovagdes tecnoldgicas implementadas nas ultimas
décadas, na atualidade € dispensavel a utilizagdo de microrganismos para
promover a coagulacao da caseina, uma vez que este fendbmeno é resultante da
utilizagcdo de enzimas e acidos organicos, adicionados ao leite pasteurizado, os
quais sao produzidos por processos fermentativos. Assim, cepas especificas de
microrganismos, adquiridas na forma de culturas pré-ativadas (“starter”), séo
empregadas com vistas a conferir caracteristicas sensoriais especificas, obtidas
ao longo do processo de maturagdo. Neste contexto, destaca-se ainda a
utilizacao da técnica de "backslapping", também conhecida como soro fermento,
pingo ou fermento enddgeno, que consiste na utilizagdo do soro no processo de
fabricagao de queijo do dia anterior, o qual é constituido de cepas especificas de
microrganismos naturalmente selecionadas, bem como a utilizacdo da “rala”
(porcao de queijos maturados “que deram certo” ralados e adicionados ao leite
no inicio do processo) (OLIVEIRA et al., 2018). Destaca-se que esta técnica &
comumente empregada na fabricacao dos diferentes tipos de queijos artesanais,
0s quais sao produzidos a partir de leite cru em conformidade com as legislagdes
regionais pertinentes. Assim, essa microbiota natural, ao longo do processo de
maturagao, por meio de inumeras reagdes bioquimicas, gera compostos que

conferem caracteristicas sensoriais especificas de cada tipo de queijo. Ademais,
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criam condi¢cbes que conferem estabilidade microbioldgica e sdo inadequadas
para o crescimento de cepas de microrganismos deteriorantes, toxigénicos e
patogénicos, garantido a seguranga do consumidor (FOX et al.2015).

Alimentos fermentados tradicionais, como kefir e queijos artesanais,
podem ser considerados como reservatorios naturais de espécies de
microrganismos que apresentam propriedades probidticas. O isolamento e
caracterizagao destas espécies, a partir destes alimentos, reduz a necessidade
de extensivas avaliagdes no que se refere a segurancga alimentar, tendo em vista
que estes alimentos tém sido utilizados na alimentagdo humana ha muitos anos
sem prejuizos a saude do consumidor. Neste contexto, diversas pesquisas
(ZAGO et al., 2011; JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014; JABBARI et al., 2017;
CASAROTTIl et al., 2017; ZHANG et al., 2020; MARGALHO et al., 2021) tém sido
realizadas com sucesso tendo como objetivo isolar cepas de microrganismos
que apresentam propriedades probidticas a partir de diferentes tipos de queijo
artesanal. Este procedimento demonstra que queijos artesanais consistem de
uma matriz adequada para o crescimento de microrganismos probidticos,
podendo ser, portanto, utilizados como veiculo para espécies probiodticas
isoladas de outras fontes.

Homayouni et al. (2020) afirmam que tanto queijos frescos quanto
maturados apresentam caracteristicas adequadas para atuarem como veiculos
para a administragdo de microrganismos probidticos. Os primeiros apresentam
caracteristicas fisico-quimicas que consistem, principalmente, de elevado teor
de umidade, pH entre 5.00 e 6.00 e reduzido teor de sal. Estas caracteristicas
favorecem sua utilizagdo como veiculo para espécies probidticas e,associado a
refrigeracao, retarda a produgdo de metabdlitos oriundos da fermentagdo que
poderiam alterar negativamente as propriedades sensoriais do produto. Por
outro lado, devem ser produzidos a partir de leite pasteurizado, mantidos sob
refrigeracdo e apresentam vida de prateleira menor em relacdo aos queijos
maturados. No tocante aos queijos maturados, observa-se que estes
apresentam caracteristicas fisico-quimicas (menor atividade de agua, maior teor
de sal e pH entre 4.00 e 5.00) mais indspitas, que impedem o desenvolvimento
de espécies de microrganismos oportunistas, mas que também podem inibir o
desenvolvimento de algumas espécies de microrganismos probidticos. Desta
forma, estas caracteristicas devem ser consideradas dentre os critérios de
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selecado de cepas probidticas para que possam ser veiculadas neste alimento,
além de sua interferéncia nas propriedades sensoriais do produto (HOMAYOUNI
et al. 2020). Por outro lado, os queijos maturados apresentam vantagens como
maior vida de prateleira e por consistir de uma matriz que oferece maior protecao
aos microrganismos probidticos durante a passagem pelo TGI. Esta propriedade
se deve a presenca de substancias capazes de tamponar o pH estomacal, como
aminoacidos livres resultantes das reagdes de protedlise parcial observadas
durante as etapas de coagulagao e maturagao.

Neste contexto, Stanton et al. (1998) demonstraram que queijo do tipo
cheddar com 35-36% de umidade, 1,7-1,8% NaCl e pH de 5,20, pode ser
manufaturado para carrear Lactobacillus paracasei NFBC 338, podendo
sustentar entre 107 e 108 UFC/g de queijo durante um periodo de maturagéo de
200 dias. Abbas et al. (2022) desenvolveram queijo cheddar probidtico que
apresenta um pH relativamente elevado e alto teor de gordura, o que permite
observar um efeito tampao, o qual interfere na acado do acido latico produzido
pelos micro-organismos probiéticos, interferindo na viabilidade das respectivas
cepas. Leeuwendaal et al. (2022) avaliaram queijo cheddar e leite fermentado
(controle) como matriz para o desenvolvimento de uma cepa de Lactobacillus,
considerando como resposta a resisténcia da referida cepa ao trato
gastrointestinal simulado. Os resultados demonstraram que o queijo cheddar
conferiu protecdo a referida cepa resultando em valor de sobrevivéncia dez
vezes superior em relagao ao controle, atingindo niveis que variaram entre 107 —
108 UFC/g de queijo. Este efeito foi atribuido a presenca dos referidos
aminoacidos livres resultantes da acéo proteolitica da microbiota do leite, bem
como do agente coagulante.

Langa et al., (2021) avaliaram a incorporacao de preparagdes probidticas
compostas por diferentes combinagdes de L. lactis INIA 650 pT1-aFP, L.
paracasei INIA P272 e B. breve INIA PP734, em queijo de baixa umidade
elaborado a partir de leite de ovelha, avaliando como resposta a sobrevivéncia
das referidas cepas, bem como a producao, in situ e in vitro, de nisina pela cepa
L. lactis INIA 650 pT1-aFP. Verificaram que as cepas avaliadas mantiveram
concentragdes acima de 107 UFC/g durante os 28 dias de maturagédo, com
destaque para L. lactis (produtora de nisina) que apresentou uma populacao de

10° UFC/g durante este periodo. Observaram também a produgédo de
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quantidades significativas de nisina a partir de 24h da manufatura dos queijos
até o final da etapa de maturagao, assim como durante o periodo de exposi¢ao
ao trato intestinal simulado. Estes resultados demonstraram a viabilidade técnica
de se produzir queijos probidticos contendo cepas bacteriocinogénicas, visando
a producido da bacteriocina in situ, contribuindo para a estabilidade
microbiolégica do produto, tendo como consequéncia a seguranga do
consumidor, bem como favorecendo a modulagao da microbiota intestinal.

O emprego de culturas probidticas na fabricagdo de queijos argentinos de
meédia umidade foi avaliado por Bergamini et al. (2005), sendo reportado que a
incorporagao de culturas probiéticas na forma liofilizada no inicio do processo se
mostrou mais viavel quando comparado ao uso da cultura industrial ativada em
leite. Os resultados mostraram que as populagdes foram semelhantes apods a
etapa de maturacao e, também, que o emprego da cultura industrial pré-cultivada
em leite resultou em queijos com pH mais baixo, de textura menos cremosa e
sabor mais acido, resultando em menor aceitacédo por parte dos provadores.

A presenga de microrganismos probidticos viaveis em queijos confere
protecao e contribui para a conservagao destes alimentos, tendo em vista que
as condicbes impostas por estas cepas interferem no desenvolvimento de
espécies patogénicas, toxigénicas e deteriorantes. Assim, Pehrson et al. (2020)
estudaram o efeito da inoculagdo de cepas probidticas no leite cru empregado
no processo de fabricacdo de queijo tipo parmesdao da mantiqueira (Minas
Gerais), tendo como controle o leite cru inoculado com fermento enddgeno
(pingo). Avaliaram ainda o efeito deste procedimento em trés estagdes do ano
considerando como indicador a composi¢ao da microbiota dos queijos ao longo
de 45 dias de maturagao. Os resultados revelaram que a microbiota dos queijos
maturados apresentou populagdes significativamente menores de coliformes
termotolerantes viaveis, Staphylococcus aureus coagulase positiva e espécies
da familia Enterobacteriaceae quando o leite cru foi inoculado com as cepas
probidticas. Constataram ainda que os queijos com probidticos apresentaram
parametros microbiolégicos compativeis com os padroes estabelecidos pela
legislagdo desde o inicio do periodo de maturagdo. A carga microbiana de
Enterobacteriaceae variou nas diferentes estagdes do ano, aparentando estar

positivamente correlacionada as estagdes chuvosas e quentes, nas quais a
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manutengao de condi¢cdes apropriadas de higiene é mais dificil em pequenas
propriedades rurais.

“Queijos tradicionais avangados” foram conceituados por Fusco et al.
(2019) que desenvolveram uma tecnologia de produgao de queijos maturados
que consistiu da inoculagcdo de cepas autoctones, selecionadas dentre a
microbiota do indculo endégeno de queijos tradicionais italianos (Giuncata e
Caciotta Leccese). As cepas autdctones foram selecionadas considerando como
critérios positivos a produgcdo de exopolissacarideos, metabolismo de citrato
(associado a produgcdo de compostos de aroma), potencial de acidificacao,
atividades lipoliticas e proteoliticas, bem como e capacidade de inibir patogenos.
Dentre as espécies isoladas destacam-se Lactococcus lactis, Leuconostoc
mesenteroides,  Streptococcus thermophilus, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus delbrueckii e Streptococcus macedonicus a qual foi utilizada como
cultura starter para produc¢do do queijo. A segunda estratégia empregada foi o
enriquecimento destes queijos com a cepa probidtica Lacticaseibacillus
rhamnosus DSM 16605 (antes classificada como Lactobacillus rhamnosus)
isolada do trato gastrointestinal humano. Os resultados revelaram que a cepa
probidtica (Lb. rhamnosus LR04) foi capaz de sobreviver as condigcbes das
diferentes etapas do processo de produg¢do, bem como a passagem pelo TG,
tendo sido recuperada nas fezes de voluntarios sadios apés uma semana de
consumo regular dos queijos. Adicionalmente, os autores concluiram que a
combinagdo da inoculagdo de cepas selecionadas do fermento enddgeno
associada a respectiva cepa probidtica contribuiu positivamente para as
caracteristicas sensoriais dos queijos. Os autores reportaram ainda que as
cepas autoctones selecionadas sobreviveram ao processo produtivo, bem como
ao periodo de maturacao de 60 dias e que a associag¢ao das cepas autdctones
selecionadas a cepa probidtica gerou melhorias nas caracteristicas sensoriais
dos queijos, sendo melhor avaliadas pelos provadores experientes.

A incorporacdo de preparacgdes probidticas na fabricacdo de queijos,
elaborados ou ndo com leite cru, representa um procedimento relevante no
segmento de alimentos funcionais. Essa técnica permite a agregacéo de valor,
além de conferir propriedades nutricionais e funcionais em um alimento que é
amplamente aceito e consumido em ambito mundial. Inovagdes neste segmento

consiste no desenvolvimento de procedimentos de bioprospecgdo de novas
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cepas probiodticas, entendimento dos respectivos mecanismos de acido e
conhecimento das caracteristicas fermentativas das cepas selecionadas.
Acrescenta-se ainda a adequagao de tecnologias de produgédo, bem como
divulgacdo dos potenciais beneficios do consumo regular de alimentos
probidticos para a saude, embasados em evidéncias cientificas. Além destas, o
emprego de cepas probioticas selecionadas como adjunto na fabricagdo de
queijos artesanais pode contribuir para acelerar a estabilizagdo da microbiota
deste alimento evitando, assim, a formagao de off-flavours e assegurando o
atendimento aos padroes de qualidade, microbiolégico e toxicoldgico,
estabelecidos na legislagdo como a Resolugcéo da Diretoria Colegiada (RDC)
331/2019 e a Instrugédo Normativa (IN) 60/2019.

Outros tipos de laticinios tém sido utilizados como matriz na confeccao de
alimentos funcionais como requeijao cremoso, que consiste de um produto
genuinamente brasileiro com caracteristicas adequadas para veicular cepas de
microrganismos probidticos. Neste contexto, Drunkler (2009) inovou com vistas
a producao de uma formulagdo de requeijao cremoso simbiodtico por meio da
inoculacdo de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis Bb-12 e compostos
prebidticos como inulina e oligofrutose. Os resultados revelaram uma populagao
de células viaveis em torno de 10 UFC.g" apds 60 dias de armazenamento sob
refrigeragcdo. Ainda neste segmento, Souza et al., (2020a), avaliaram o
desenvolvimento de formulagdes de requeijao cremoso probidtico inoculando um
“pool” de espécies de lactobacillus (10'°a 10"¥ UFC. g-') Os resultados revelaram
que apos 65 dias a 5°C, as formulacdes avaliadas apresentaram reducédo nos
niveis de células viaveis no maximo a trés ciclos logaritmicos, além de
apresentar caracteristicas fisico quimicas e microbioldégicas em conformidade
com os padrbes preconizados pela ANVISA (BRASIL, 2019). Resultados
semelhantes foram reportados por Speranza et al. (2018), em uma formulacao
de cream cheese inoculada com Bifidobacterium. animalis subsp. lactis DSM
10140 e L. reuteri DSM 20016, armazenada por 28 dias sob refrigeragcdo. De
forma similar, Teixeira (2012), estudando requeijao cremoso inoculado com L.
acidophilus e B. bifidum, verificou que as cepas utilizadas mantiveram a
viabilidade celular estavel apds o periodo de armazenamento por 15 dias a 10

°C. Apos esse periodo, foi observada uma reducgao na viabilidade da populagao
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de Lactobacillus equivalente a dois ciclos logaritmicos, atingindo uma populagéo
de 4,0 x 10" UFC.g" e 2,0 x 108 UFC.g' de B. bifidum.

Estes resultados reforcam o potencial destes derivados lacteos como
matriz adequada para carrear microrganismos probioticos. Drunkler (2009) e
Souza et al., (2020a) demonstraram, por meio de caracteriza¢des fisico quimicas
€ sensoriais, que as alteragbes resultantes do metabolismo das cepas
probioticas nao foram significativas o suficiente para descaracterizar as
formulagdes desenvolvidas, as quais se mantiveram em conformidade com os
padrdes de qualidade estabelecidos pela legislacdo em vigor (BRASIL, 2019).

Considerando outros tipos de alimentos, relata-se o desenvolvimento de
estudos envolvendo a incorporagcao de L. acidophilus e B. lactis, em sorvete
confeccionado com leite de cabra conforme reportado por Akalin et al., (2018),
bem como chocolates contendo L. paracasei e L. acidophilus acrescido de inulina
(KONAR et al., 2018); queijo Minas Frescal contendo L. acidophilus LA 14 e B.
longum BL 05 (LOLLO et al., 2015), “cream cheese” contendo B. animalis subsp.
Lactis DSM 10140 e L. reuteri DSM 20016 (SPERANZA et al., 2017). Konar et
al. (2018) estudaram como matriz chocolate branco sem agucar inoculado com
10° UFC.g"' de uma cepa de L. paracasei na etapa final do processo de
fabricacdo e observaram nenhuma diminuicdo na viabilidade do probidtico
durante 90 dias de armazenamento. Nestes trabalhos, os autores destacaram os
respectivos alimentos como matrizes adequadas para incorporacdo e
manutencao das culturas probidticas.

Dentre as principais cepas comerciais empregadas no desenvolvimento e
produgao de alimentos probidticos destacam-se espécies de bactérias lacticas
dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus, bem como espécies de leveduras
como Saccharomyces cerevisiae, oriundas dos processos de fermentacao
alcodlica nas usinas alcooleiras e cervejarias, a qual tem sido explorada como
substituto de antibiéticos na confecgao de ragao para as diferentes espécies de
animais domésticos. Em atencdo a Saccharomyces boulardii, originalmente
isolada de lichia e Kluyveromyces fragilis, com destaque para a cepa BO 399 -
Turval (TABANELLI et al. 2016), vale salientar suas propriedades funcionais
especificas, principalmente, no controle de diarreias, bem como no sistema
imunolégico humano conforme reportado por Smith et al. (2016) e Homayouni-

Rad et al., (2020), que concluiram que K. marxianus pode ser considerada uma
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espécie probidtica promissora para ser explorada na confecgao de preparagdes
comerciais com aplicagcdes nas areas medica e alimenticia. Neste contexto,
varios suplementos, contendo esta cepa probidtica, estdo disponibilizados pela
Turval Laboratories (https://turval.com/company) nos mercados norte-
americanos e europeus, sendo algumas premiadas por inumeras instituigdes.
De acordo com Oliveira et al. (2022), os sorvetes sao considerados um
alimento adequado para veicular cepas probiodticas, tendo em vista suas
caracteristicas nutricionais aliadas a aceitacdo por parte da populagédo das
diferentes faixas etarias. Trabalhos envolvendo sorvetes probidticos tém sido
reportados. Abghari et al. (2011), avaliaram a formulagdo de um sorvete nao
fermentado contendo Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus rhamnosus, cujos
resultados revelaram uma taxa de sobrevivéncia adequada das cepas avaliadas,
bem como propriedades fisico-quimicas aceitaveis. Demonstram ainda que as
propriedades probiéticas das cepas avaliadas, como resisténcia a bile e acidos,
€ dependente das condicbes de processamento e armazenamento do sorvete.
Prata et al., (2018) avaliaram a viabilidade celular de Lactobacillus casei
veiculadas em sorvetes a base de leite sem lactose, além da variagdo do pH,
proteina bruta e sdlidos soluveis, bem como avaliagao sensorial, tendo como
controle sorvete sem inoculagdo. Os resultados revelaram que a contagem de
células se manteve constante em 5,49 USF/g apés os 45 dias de estocagem e
nao houve diferenca significativa nos demais parametros avaliados quando
comparados ao controle. A avaliagao sensorial revelou uma boa aceitagao tendo
como respostas “gostei muito” e “gostei moderadamente” comprovando que o
sorvete sem lactose apresenta potencial como veiculo de culturas probidticas.
Uma outra formulagao de sorvete foi avaliada por Silva et al. (2020) onde
empregou-se como base leite fermentado com gréaos de kefir por 24 horas, sendo
incorporado na formulagdo geleia de frutas e pectina como espessante. A
avaliagcao sensorial deste sorvete revelou que o emprego do kefir ndo conferiu
caracteristicas indesejaveis ao sorvete e que este pode ser comercializado como
sorvete com propriedades probidticas. Ainda neste segmento, Leite (2021)
avaliou a influéncia da matriz lactea para confecgdo de gelados comestiveis a
base de leite fermentado ou ndo, com ou sem lactose. As 4 formulacdes
desenvolvidas foram inoculadas com a cultura ABT-5 (Lactobacillus acidophilus

La-5, Bifidobacterium animalis Bb-12 e Streptococcus thermophilus). Verificou-



61

se que, nas formulagdes avaliadas, a viabilidade celular se manteve acima de
6,0 log UFC/g para as cepas probioticas durante o periodo de armazenamento.
No tocante a resisténcia ao trato gastrointestinal simulado, verificou-se que L.
acidophilus La-5 nao resistiu as condigbes estudadas. Por outro lado,
Bifidobacterium animalis Bb-12 apresentou maior resisténcia nas formulag¢des
contendo lactose. Em relagao a avaliagao sensorial observou-se que nao houve
diferencas significativas entre as 4 formulagbes. Carneiro (2020) também
desenvolveu uma formulagao de sorvete probidtico com a proposta de utilizar co-
produtos agroindustriais utilizando cascas do abacaxi, como ingrediente rico em
fibras, no desenvolvimento de sorvete contendo Lactobacillus rhamnosus ATCC
7469 como agente probiotico. Verificou-se que a populagdo de L. rhamnosus
apo6s 90 dias a -18° C foi de 108 log UFC/mL para a formulag&o controle e de 10°
log UFC/mL para a formulagdo contendo a farinha da casca de abacaxi,
demonstrando, assim, sua contribuicdo na manutencgao da viabilidade celular. A
analise sensorial revelou niveis de aceitagao correspondentes a “gostei muito” e
“‘gostei moderadamente”.

Um outro alimento com potencial probiético € o colostro bovino. O colostro
€ a primeira secregdo produzida pelas glandulas mamarias apds o parto e
apresenta niveis nutricionais superiores em comparagdo aos encontrados no
leite (GOMES, 2021; MARTINS et al., 2021). Durante os primeiros dias apos o
parto, observa-se uma variagao significativa na composi¢cao do colostro no
tocante ao valor nutritivo e propriedades funcionais. Este derivado é
caracterizado como “leite de transicdo” (GUIMARAES et al., 2018) e apresenta
alto teor de sdélidos ndo gordurosos como proteinas, carboidratos, vitaminas e
minerais (MARTINS et al., 2021). Entre os nutrientes do colostro, pode-se
destacar as imunoglobulinas, classe de proteinas que representa de 70 a 80%
das proteinas totais de sua composicdo. As imunoglobulinas atuam como
sinalizadores das células do sistema imunolégico e dessa forma, auxiliam no
combate as infeccoes e nas respostas inflamatérias. Outras proteinas
encontradas no colostro s&o a lisozima, lactoferrina e lactoperoxidase, que
apresentam acgao bactericida e bacteriostatica, com a finalidade de proteger o
trato gastrointestinal do neonato (PUPPEL et al., 2019). A inclusao de colostro
bovino como suplemento na alimentacdo humana tem sido avaliada por Arslan

et al. (2021), com o objetivo de promover melhor desempenho de atletas, devido
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a concentragdo elevada de imunoglobulinas. Outros possiveis beneficios,
segundo os autores, sdo a recuperag¢ao de quadros clinicos de enterocolites e
diarréia.

A utilizacdo de colostro bovino e do leite de transicdo na alimentacao
humana é pouco explorada no Brasil devido a rapida deterioragdo de seus
nutrientes, a regulamentagédo e as dificuldades tecnolégicas no processo de
coleta e armazenamento (GALDINO, 2021). Nesse sentido, dentre as técnicas
de conservagao que permitem a manutencdo de suas caracteristicas, esta a
“ensilagem” do colostro, que consiste na fermentacéo espontanea do colostro
por 21 dias em temperatura ambiente, conforme descrito por Saafeld et al.
(2013). Este processo permite a obtengdo de um derivado rico em espécies de
Lactobacillus sp. viaveis, sendo algumas com propriedades probioticas,
mantendo os demais constituintes como proteinas, matéria seca e gordura
semelhantes as do colostro in natura. Tendo em vista a agdo da microbiota
presente naturalmente no colostro, observa-se queda do pH e consequente
inibicdo das espécies de microrganismos oportunistas (SAALFELD et al., 2016).
Para comprovar a agao anti-patogénica do colostro fermentado, os autores
inocularam o colostro bovino fresco com cepas patogénicas, a saber, B. abortus,
E. coli, L. interrogans, M. bovis, S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. aureus.
Reportaram que o processo fermentativo ocorreu por 30 dias e que, apos 7 dias,
nao foi observado crescimento das cepas B. abortus, L. interrogans € M. bovis
e, apos 14 dias de fermentacao, nao foi verificado crescimento de E. coli, S.
aureus, S. enteritidis e S. Typhimurium. Relataram ainda que apos 30 dias de
fermentacao foi verificado o desenvolvimento de B. cereus e bactérias lacticas,
0 que demonstra a eficacia da fermentacdo espontdnea como técnica de
conservacao das propriedades funcionais do colostro.

A partir do colostro bovino fermentado naturalmente Vitola et al. (2018)
isolaram e caracterizaram a cepa Lactobacillus casei CSL3, que posteriormente
teve seu desempenho avaliado quando imobilizada em graos de soja. Os
resultados revelaram um aumento na populagao da referida cepa de 6,23 log
UFC/g para 6,71 log UFC/g apds 30 dias de armazenamento a 25°C. Assim,
concluiram que a soja apresenta caracteristicas adequadas para ser utilizada

como suporte para imobilizagdo de células, bem como apresenta em sua
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composi¢ao substancias com propriedades prebioticas, o que contribui para as
suas propriedades funcionais.

O colostro bovino submetido ao processo de fermentacdo espontanea,
pode ser utilizado para introduzir propriedades funcionais em derivados de leite.
Neste contexto, Cardoso et al. (2019), inovaram ao introduzir colostro
fermentado por 21 dias em 25°C no processo de fabricagdo de manteiga,
coalhada e ricota. A analise sensorial destes derivados demonstrou boa
aceitagdo com notas acima de 7 para as caracteristicas de odor, textura e sabor.
A utilizacao de colostro fermentado tem sido avaliada em outros alimentos como
biscoitos salgados (ALVES et al., 2013), queijos frescos e maturados
(BARBOSA, 2020), iogurte simbidtico (SOUZA, 2015a) e balas de goma
(BARTKIENE et al., 2018).

Considerando as propriedades funcionais do colostro bovino, Pacini e
Ruggiero (2017) idealizaram uma formulac&o de leite fermentado a base de
culturas de kefir acrescentado de colostro. Neste processo verificaram a
formagdao de compostos bioativos, com destaque para GcMAF (Glycoprotein
Macrophage Activating Factor), que apresenta propriedades funcionais
relevantes sobre o sistema imune em individuos acometidos por uma séria
anormalidade. Assim, o efeito positivo da acdo de GECMAF tem sido reportado em
diversas situacdes conforme descrito por Pacini et. al (2011), Albrachat (2022),
Pacini e Ruggiero (2019, 2020), Blythe e Pacini (2017). Considerando o sucesso
apresentado pela formulacdo de leite fermentado a base de kefir e colostro,
Pacini e Ruggiero criaram um kit que é comercializado como BRAVO.

Entretanto, desafios ainda sao enfrentados pelo setor de lacteos
fermentados, onde o incremento da acidez ao longo da vida de prateleira destes
derivados € um fator limitante para estender a vida util destes alimentos
funcionais. Nesse contexto, a inclusdo de prebidticos pode ser uma alternativa,
conforme descrito por Buran et al. (2021), que avaliaram as caracteristicas
sensoriais e a viabilidade de Lactobacillus acidophillus e Bifidobacterium bifidum
em um produto simbidtico desenvolvido em meio a base de leite de vaca, cabra
e fruto-oligossacarideos (FOS). Os autores reportaram que a viabilidade das
referidas cepas apos 28 dias de armazenamento foi superior quando se

empregou leite de cabra e enfatizaram que a adigdo de FOS contribuiu de forma
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significativa sobre a consisténcia do produto, bem como na viabilidade das
referidas cepas.

Outro aspecto polémico consiste na necessidade destas cepas estarem
viaveis para propiciar beneficios a saude do consumidor. Neste contexto,
Vinderola; Sanders; Salminen (2022), tém demonstrado que a administragéo de
preparagdes constituidas por células inativas de microrganismos, bem como
alguns de seus constituintes celulares ou metabdlitos, é capaz de conferir
beneficios a saude do hospedeiro. Assim, destaca-se que preparagdes
probidticas disponiveis para consumo s&o constituidas de metabdlitos, células
ativas e células mortas, sendo que algumas das células ativas serdo inativadas
quando da passagem pelo TGI, desta forma, todos estes constituintes poderéo
conferir efeitos benéficos ao hospedeiro, os quais tém sido objeto de estudos
visando elucidar os respectivos mecanismos de agdo para explicar
fisiologicamente e em nivel humoral e celular a manifestacédo destes efeitos.

Em atencgao ao critério proposto por Salminen et al. (2021b) no tocante a
origem dos posbidticos, o estudo conduzido por Cardona et al. (2016) realizado
em ratos e o estudo de Montané et al., (2017) realizado em humanos,
demonstraram que a administragao por via oral de uma preparagcao composta
por células de Mycobacterium manresensis, térmicamente inativadas, conferiu
efeitos positivos no que se refere ao impedimento da progresséao inflamatoria
precursora da tuberculose ativa. Ambos Cardona et al. (2016) Montané et al.,
(2017) verificaram que a administragao de células inativadas de M. manresensis
acarretou em aumento significativo nas populagdes de células T efetoras e de
memoria especificas no combate de Mycobacterium tuberculosis, tanto em

individuos acometidos por tuberculose latente quanto em individuos saudaveis.

2.2. Matrizes nao-lacteas

Conforme mencionado anteriormente, matrizes lacteas, sdo matrizes
adequadas para o desenvolvimento, bem como para incorporagcao de cepas
probidticas, entretanto o mercado atual busca por alimentos funcionais
confeccionados a partir de matrizes de origem nao-lactea. Este comportamento
esta sustentado na crescente demanda por parte da populacdo que nao pode

consumir derivados lacteos, seja por intolerancias, alergias, estilo de vida
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(veganos) entre outros. Assim, destaca-se neste segmento o desenvolvimento
de formulagdes probioticas a partir de derivados carneos e vegetais.

Sustentados nos respectivos conhecimentos e nos beneficios conferidos
por preparacgdes probiodticas de base nao lactea, principalmente no que se refere
aos efeitos imunomoduladores, anti inflamatério e anti cancer (Zamberi et al.,
2016), Pacini; Ruggiero (2017) apresentaram um novo conceito de probiotico
com vistas a modulagcdo do sistema imunolégico e propuseram o
desenvolvimento de uma formulagcdo probiética de base nao lactea, a qual
encontra-se disponibilizada no mercado Europeu. Esta formulagao consistiu da
dissolucdo de 5 gramas de Sulfato de Condroitina Sodica (grau alimentar) em
um litro de agua acrescido de maltodextrina (prebiotico), 18 g de sacarose
organica, 17 mL de suco de limao e 15 g de ameixa seca. Este meio foi inoculado
com uma cultura de Bifidobacteria (80x109 células) e cepas de Lactobacilos,
incluindo L. rhamnosus, seguido de incubacao de 22°C por 24 h. Os resultados
demonstraram elevada concentracao celular das cepas probidticas e leveduras
(Kluyveromyces marxianus) associada a uma populagéo de cepas patogénicas
em conformidade com os limites estabelecidos pela legislagdo. Assim, os
autores concluiram que esta bebida pode ser considerada como um novo
conceito de probidtico tendo em vista que as cepas empregadas normalmente
nao sao encontradas em formulagdes nao lacteas. Ressaltaram ainda o
potencial que glicosaminoglicano e sulfato de condroitina como suplemento
alimentar que, além de atuarem como prebiotico, apresentam propriedades
funcionais relevantes a saude humana.

Dentre os alimentos n&o-lacteos podemos destacar os carneos, visto que
as carnes cruas sao ricas em nutrientes e apresentam micro-organismos
naturalmente encontrados no ambiente e nos animais, incluindo micro-
organismos potencialmente patogénicos, como E. coli € Salmonella sp. Esses
micro-organismos migram da pele, linfonodos ou intestinos do animal abatido
durante o manuseio da carcacga no abatedouro ou entre as pegas nas “casas de
carne” (FELIX, 2020). Apesar dos cuidados e das boas praticas de manuseio e
fabricagdo, a carne crua ndo € um alimento biologicamente seguro. Por esse
motivo, o processo de fermentagcdo de carnes foi empregado por diversas
culturas na conservacao do alimento por meio da acidificagdo. A adigao de

probiéticos no processamento de derivados carneos pode auxiliar na
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manutengdo da estabilidade fisico, quimica e microbiolégica durante o
armazenamento, conforme reportado por Trabelsi et al. (2019). Estes autores
inocularam cepas de L. plantarum a carne bovina moida e avaliaram a oxidagao
de lipidios e degradagao de proteinas em amostras armazenadas durante 10
dias a 4 °C. Os resultados apontaram que a cepa probidtica agiu como agente
bioprotetor, pois as amostras que receberam a cepa de L. plantarum
apresentaram textura e cor preservadas apos 10 dias de refrigeracao.

Dentre as técnicas de preparo e armazenamento de carnes destaca-se a
“‘marinada”, que consiste em manter a carne em uma solugéo contendo sal,
agente acidulante e condimentos, com vistas a melhorar as caracteristicas
sensoriais da carne. Neste sentido Gargi; Sengun (2021), avaliaram a influéncia
de cepas L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus sobre as propriedades sensoriais
de carne bovina marinada por 48 h a 4°C. Os resultados revelaram melhoras nas
propriedades sensoriais da carne, e redugao de até 50% da viabilidade de
bactérias potencialmente patogénicas como Listeria monocytogenes e
Salmonella Typhimurium que comumente estdo presentes na carne crua. Estes
resultados se devem a acgdo das cepas probidticas avaliadas por meio da
producdo de acidos organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas.

O nitrito € um aditivo responsavel por inibir o crescimento de patégenos e
conferir cor avermelhada aos derivados carneos embutidos. Sua adicdo é
regulada de forma rigida pois € uma substancia com potencial carcinogénico
(OLIVEIRA et al., 2021). Dessa forma, na busca por substitutos e considerando
a capacidade de L. plantarum de produzir as enzimas nitrato redutase e nitrito
redutase, Sirini et al. (2021) e Zhu; Guo; Yang (2020) avaliaram o desempenho
de cepas de L. plantarum em baixos niveis de nitrito na fabricacdo de salsichas
e outros embutidos e sugeriram que essas cepas probidticas podem ser
importantes ferramentas para o desenvolvimento de formulagées com menores
niveis de nitrito.

Uma outra alternativa, no tocante as matrizes ndo lacteas, consiste no
desenvolvimento de formulagdes probidticas em base vegetal. Assim, a
fermentagao para conservagao de vegetais € uma pratica antiga e incorporada
por diversas culturas, gerando produtos como chucrute, picles, dentre outros. De
acordo com Campos et al. (2020), esses produtos sdo uma importante forma de

incorporar probiéticos na alimentacdo humana, gragas a interagcao simbidtica de
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microrganismos com as estruturas vegetais, especialmente com aquelas
denominadas prebidticos. Prebidticos sdo fibras que suportam o
desenvolvimento de microrganismos presentes no intestino, favorecendo a
atividade metabdlica dos mesmos. Segundo Cosme; Inés; Vilela (2021), os
prebidticos geralmente s&o carboidratos nao digeriveis de baixa massa
molecular, intermediarios entre acucares simples e polissacarideos. Os
Frutooligossacarideos (FOS) e Galacto-oligossacarideos (GOS) sdo os
principais prebidticos de origem vegetal; no entanto, alguns outros compostos
foram descritos como prebidticos, como o amido resistente, inulina e manano-
oligossacarideos (MOS), sendo este isolado da parede celular de leveduras.

As leveduras sdo amplamente utilizadas na fermentagdo de uma gama
enorme de bebidas, com énfase para cerveja. Assim, com o objetivo de produzir
cerveja probidtica, Mendonca (2021) descreveu a elaboragdo de cerveja
artesanal formulada com emprego da levedura Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii. Observou-se que a fermentacao ocorreu de forma mais lenta quando
comparada a fermentacdo convencional com S. pastorianus, no entanto, a
cerveja apresentou células viaveis de S. cerevisiae var. boulardii apos 20 dias
de estocagem sob refrigeragdo. Resultados semelhantes foram reportados por
De Paula et al. (2021), que observaram que, apés 60 dias de armazenamento
em 0°C, a cerveja apresentou uma populacao de células viaveis equivalente a 6
milhdes UFC/mL. Concluiram que novos estudos sdo necessarios para otimizar
as condigdes de fermentagdo e armazenagem com a finalidade de garantir a
viabilidade das cepas probidticas.

Com o objetivo de avaliar a agdo de probioticos em cha, Wang et al. (2022)
inocularam cepas de S. boulardii e L. plantarum em infusdes da planta Camellia
sinensis, conhecida como “cha da india”. Apés dois dias de fermentacdo em
31°C, os autores descreveram que a bebida fermentada apresentou aromas
frutais e mentolados realgados, sugerindo que a interagcao entre a levedura e a
bactéria lactica produz compostos aromaticos capazes de conferir
caracteristicas agradaveis ao cha probiotico.

Outra linha de produtos de base nao-lactea consiste no desenvolvimento
de formulagdes de sorvetes a base de extrato soluvel de soja. Neste contexto,
Fernandez (2015) desenvolveu formulacdes de sorvete a base de extrato soluvel

de soja de diferentes origens, nas quais foram avaliadas as cepas Lactobacillus
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delbrueckii UFV H2B20, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Lactobacillus
casei ATCC 7469, Lactobacillus fermentum ATCC 9338 e Lactobacillus
plantarum ATCC 8014. A formulacgao utilizando Lactobacillus delbrueckii UFV
H2B20 apresentou melhor desempenho na produc¢ao de acido lactica comparado
as demais cepas e em relacdo as células viaveis apresentou alta concentracao
inicial (10° UFC/mL), a qual apresentou uma queda inferior a um ciclo logaritmico
apds 150 dias de armazenamento. Esta formulacdo também apresentou boa
aceitacdo por parte dos provadores. Estes resultados demonstram que
derivados de soja sdo uma opgao viavel para substituir o leite na confecgao de
alimentos como sorvetes e outros alimentos funcionais. Alves (2022) avaliou os
fatores que influenciam na escolha entre sorvete e picolé e concluiu que o
sorvete é o alimento gelado preferido pelos entrevistados, sendo, portanto, um
otimo veiculo para incorporar cepas probioéticas.

Entretanto, entre os desafios para se incorporar cepas probidticas em
alimentos, especialmente aqueles de base ndo-lactea, consiste na manutencao
da viabilidade celular para que o mesmo possa ser caracterizado como
probidtico. Desta forma, técnica como a encapsulagdo surge na area dos
probiéticos como uma alternativa para melhorar as suas caracteristicas no que
se refere a resisténcia a condigdes adversas como passagem pelo trato
gastrintestinal, tempo de armazenamento, resisténcia térmica entre outros
(REQUE; BRANDELLI, 2021; RODRIGUES et al., 2020). Diversas técnicas sé&o
utilizadas visando proteger estes microrganismos por meio do seu envolvimento
em um ou mais materiais encapsulantes também denominados de material de
parede. Estes permitem a formacdo de uma “capsula” capaz de proteger os
microrganismos contidos em seu interior, as condi¢cbes estomacais, e promover
a sua liberagao, no caso de probidticos, no intestino. O sucesso desta técnica
depende de fatores como o objetivo de protecdo, presenca de estresse térmico,
longo tempo de armazenamento, bem como a passagem pelo trato
gastrointestinal. Assim, pode se variar tamanho da capsula (3 a 800um) ou até
mesmo nanocapsulas (10 a 1000 nm) e também seu poder protetor que vai
depender do tipo de material encapsulante e demais parametros técnicos
(REQUE; BRANDELLI, 2021; SARAO; ARORA, 2017).

Alguns autores classificam a técnica de microencapsulacdo em trés

categorias (extrusdo, emulsao e desidratacdo), compreendendo trés etapas,
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sendo primeiramente a incorporacdo do material ativo a ser encapsulado a uma
matriz solida. Nesta etapa ocorrem fendmenos como aglomeragéo ou adsorgéo
€ no caso de a incorporagdo ocorrer em matriz liquida observa-se a emulsao e
desidratagdo. Na segunda etapa esta matriz envolvendo o microrganismo e o
material encapsulante é pulverizada (matriz sélida) ou dispersa (matriz liquida)
e por fim na terceira etapa ocorre a estabilizacdo do sistema por meio de um
processo podendo ser fisico (evaporagao, solidificagdo ou coalescéncia) ou
quimico (polimerizagdo) ou ainda fisico-quimico (gelificagdo), (CASSANI;
GOMEZ-ZAVAGLIA; SIMAL-GANDARA, 2020; REQUE; BRANDELLI, 2021).

A escolha da técnica é importante, mas a escolha dos materiais
encapsulantes tem total influéncia no sucesso do processo, pois ira interferir em
varias caracteristicas como tamanho de particula, nivel de protecédo oferecido
entre outros. Muitos estudos utilizam a combinagdo de varios materiais e até
mesmo utilizam técnicas de multicamadas combinados por um ou mais técnicas
diferentes envolvidos, por exemplo, emulsdo e spray drying (DE ARAUJO
ETCHEPARE et al., 2020; PITIGRAISORN et al., 2017). Sendo estas escolhas
pautadas no objetivo geral da microencapsulacao de probidticos que € proteger
e propiciar viabilidade celular para que os beneficios sejam alcangados
(TRIPATHI; GIRI, 2014).

Tabela 1. Microencapsulacdo de cepas probidticas por diferentes técnicas e

material encapsulante para diferentes finalidades.

Técnica Material Finalidade
Cepa Referéncia
L. lactis R7 Spray drying Soro de queijo e Armazenamento, TGle (ROSOLEN et
inulina térmico al., 2019)

L. acidophilus  Extrusdo/gelific ~ Alginato de célcioe  Armazenamento, TGle (DE ARAUJO

agao idnica proteinas do soro de térmico ETCHEPARE
externa queijo et al., 2020)
L. paracasei Eletrofiacao Alginato TGl (YILMAZ et al.,
KS-199 2020)
L. plantarum Extrusao Alginato de sdodio e Térmico (PRAEPANITC
TISTR proteina isolada de HAl et al., 2019)

soja



L. acidophilus
NRRL B-
4495 ¢e L.
plantarum

ATCC-14917

L. acidophilus
PTCC 1643 e
B. bifidum
PTCC 1644

L. acidophilus
La-5

L. plantarum
CECT 220

B. longum
BL-05

L. plantarum
PTCC
1896 ™

L. rhamnosus
HNO0O1

L.
rhamnosus,
L. caseielL.

plantarum

L. delbrueckii
UFV H2B20

Emulsao

Gelificagao
interna

Spray drying

Coacervacgao
seguida de
spray drying

Extrusao e
gelificagéo
ibnica

Eletrospray

Spray drying

Spray drying

Emulsificagao

e gelificacédo
ionotrépica

Goma de tragacanto
e amido de sagu

Alginato de sddio

Inulina, hi-maize e
trealose

Proteina isolada de
soja

Proteina de soro e
pectina

Ca-
alginato/quitosana e
inulina ou amido
resistente

Goma arabica e
maltodextrina

Suco de acerola e
ceriguela

Alginato e farinhas
de banana verde,
maracuja, feijao
branco, maga e
laranja

Cozimento e
armazenamento

Armazenamento

Armazenamento,
térmico e TGl

TGl

Armazenamento e TGI

Armazenamento

TGI

Eficiéncia de
encapsulacao

Eficiéncia de
encapsulagao e TGl
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(GHASEMI et
al., 2022)

(MOKHTARI,
JAFARI;
KHOMEIRI,
2019)

(NUNES et al.,
2018)

(GONZALEZ-
FERRERO et
al., 2020)

(YASMIN et al.,
2019)

(ZAEIM et al,
2020)

(BARAJAS-
ALVAREZ;
GONZALEZ-
AVILA;
ESPINOSA-
ANDREWS,
2022)

(SOUZA et al.,
2020b)

(SOUZA,
2015b)

Dentre as técnicas utilizadas para a microencapsulagao de probidticos, a

técnica de spray drying ou atomizagao, que consiste em desidratar uma solugao

contendo a cepa probidtica e o material encapsulante. Esta por sua vez é

injetada no spray dryer, equipamento composto por uma camara principal com

temperatura de entrada, fluxo de ar e fluxo de injecdo da solugéo controlados.

Esta temperatura geralmente é de pelo menos 100°C para que ocorra a
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desidratacéo do produto em questédo, levando a evaporagéo da agua e obtencgao
dos sdlidos em pd que sera coletado em uma segunda camara (NUNES;
MARQUES; HOLKEM, 2015). A principal vantagem da atomizagao é seu baixo
custo quando comparado a outras técnicas como a liofilizagdo e como
desvantagem pode-se citar o emprego de altas temperaturas, o qual pode levar
a morte do microrganismo (ECKERT et al., 2017; MARTIN et al., 2015).

A escolha do material de parede ou encapsulante € fundamental para
promover a prote¢caéo desejada, pois pode proporcionar o0 acumulo de nutrientes
para 0 microrganismo como aminoacidos e carboidratos que compensam a
reducdo da atividade de agua e pressdo osmaotica que ocorrem durante o
processo de secagem, minimizando os danos celulares (HUANG et al., 2017).
Rosolen et al. (2019) utilizaram a combinagdo de um material proteico (soro de
queijo) e prebidtico (inulina) para microencapsular células de Lactococcus lactis
subsp. lactis R7 por atomizagdo. A combinagao do prebidtico e probidtico na
microcapsula rendeu o status de simbidtica a microcapsula produzida neste
estudo, que demonstrou 6timos resultados nos testes in vitro como passagem
simulada ao trato gastrointestinal, resisténcia térmica (60, 65 e 70°C),
armazenamento (180 dias) e uma eficiéncia de encapsulagdo de 94%. Os
autores relataram que a combinagdo avaliada é adequada para aplicacdo em
alimentos. Assim, Rosolen et al. (2022) avaliaram a aplicagdo desta
microcapsula em trés diferentes matrizes alimentares (leite, creme de leite e suco
de mirtilo) observando que a viabilidade das células probidticas foi mantida no
armazenamento por 28 dias em 4°C.

Independente da técnica, o parametro eficiéncia de encapsulacao (EE%)
€ fundamental e deve ser avaliado, pois se baseia na determinagcdo da
viabilidade celular antes e apds o processo, demonstrando o grau de sucesso da
escolha de técnica/parametros/material. Souza (2015b) obteve 80% de eficiéncia
de encapsulagao utilizando a técnica de emulsificacdo em alginato e diferentes
tipos de farinhas (banana verde, maracuja, feijao branco, maga e laranja) para
microencapsular Lactobacillus delbrueckii UFV H2B20. Entretanto, uma boa
eficiéncia nao é garantia de sucesso nos testes como passagem pelo trato
gastrintestinal (TGI) ou ao armazenamento. Assim, embora o autor tenha obtido
80% de EE% com todas as farinhas avaliadas, obteve viabilidade minima
probiodtica no teste relativo ao trato gastrointestinal simulado apenas quando
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utilizou as farinhas de maracuja e banana verde (>77% de sobrevivéncia) como
material encapsulante. Estas foram escolhidas para prosseguir a pesquisa sendo
combinadas a inulina, que por sua vez nao demonstrou incremento da viabilidade
celular a passagem pelo trato gastrointestinal, mas propiciou sobrevivéncia
>90% quando armazenadas a 4°C e >96% quando adicionadas em sorvete (-
18°C).

A aplicagdo destas microcapsulas em alimentos deve atender a varios
critérios, como status GRAS (Geralmente Seguro para o Uso) do microrganismo
e dos materiais de parede, tamanho da microcapsula para que nao ocorra
interferéncia negativa nas caracteristicas sensoriais do alimento, além do custo,
local de liberagéo direcionado e aplicabilidade (ABD EL KADER; ABU HASHISH,
2020; ILHA et al., 2015; ROSOLEN et al., 2019).

3. Conclusao

E sabido que a manutencdo de uma microbiota equilibrada é fator
preponderante para garantir uma qualidade de vida saudavel, tendo em vista os
diferentes mecanismos de agao das cepas probidticas. Neste contexto, destaca-
se a importancia destas espécies na manutengao do sistema imunoldgico, além
de desempenhar papel fundamental no eixo cérebro-intestino e demais funcdes
que conferem beneficios a saude do hospedeiro. Assim, para a manutengao de
uma microbiota equilibrada é fundamental o consumo de alimentos funcionais,
cujas inovagdes nas técnicas de obtencdo foram focadas neste capitulo, com

énfase para os alimentos funcionais ndo convencionais.
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CAPITULO 5

Avaliacao do potencial probiético de leveduras do género
saccharomyces e nao-saccharomyces
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Resumo

Probidticos sdo considerados microrganismos que quando ingeridos em
quantidades suficientes e de forma adequada pode resultar em diversos
beneficios para a saude do hospedeiro. Dentre os microrganismos que possuem
esse potencial, as leveduras tém ganhado destaque quanto sua aplicagéo
probidtica, e entre os géneros, a levedura Saccharomyces boulardii € a mais
conhecida e disponivel comercialmente como probiética. Desta forma visando
ampliar o conhecimento e a aplicagao de leveduras probiéticas, pesquisas vém
sendo desenvolvidas objetivando o isolamento e a identificacdo de novas cepas
pertencentes tanto ao género Saccharomyces, como nao-Saccharomyces, a
partir de diferentes fontes, como por exemplo, de frutos, pois o bioma brasileiro
apresenta uma grande diversidade vegetal com potencial para obtencdo de
microrganismos probidticos, visto que sdo frequentemente obtidos a partir da
fermentacao espontanea de seus tecidos. Dessa forma, o presente trabalho visa
realizar uma revisao de literatura que tem como objetivo apresentar as diferentes
fontes de isolamento de levedura com potencial probiético, sua caracterizacéo e
possiveis aplicagdes biotecnoldgicas. Corroborando para literatura atual sobre o
isolamento e a diversidade de leveduras com carater probidtico e suas
aplicagdes. Dessa forma, o uso de tais microrganismos mostra-se interessante,
devido sua vasta possibilidade de aplicagéo e por sua principal caracteristica de
resisténcia a antimicrobianos, além de suas amplas fontes de isolamento.

Palavras-chave: Leveduras probiodticas, fontes de isolamento, aplicacao
biotecnoldgica.

1. Introducgao

Probidticos sao definidos como microrganismos vivos que
desempenham algum tipo de beneficio a saude dos hospedeiros se consumido
regularmente e em quantidades adequadas (FAO/WHO, 2002; CONTRERAS-
RODRIGUEZ et al., 2020). De forma geral, as bactérias sao mais utilizadas e

M Probiéticos: viabilidade e saude
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reconhecidas como agentes probioticos, e dentre os géneros os Lactobacillus
sp. e Bifidobacterium sp. sdo os mais reconhecidos (TERHAAG et al., 2020).

Todavia, com os avangos das pesquisas por microrganismo que
apresentem caracteristicas benéficas foram observados efeitos probidticos
resultantes de leveduras como a linhagem Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii que esta disponivel comercialmente (TERHAAG et al.,, 2020). E
também em leveduras nao pertencem ao género Saccharomyces sp., como por
exemplo, as do género Meyerozyma caribbica (MENDONCA, 2021; AMORIM et
al., 2018).

Segundo Guimaraes (2015) as linhagens de leveduras Saccharomyces e
nao-Saccharomyces n&o apresentam perigos para saude humana, recebendo
assim o reconhecimento de género de microrganismo seguro (GRAS)
(GUIMARAES, 2015). Tal caracteristica é importante para selecionar
microrganismos que serdo utilizados como probioticos, uma vez que, o objetivo
de utilizagdo é que haja beneficios a saude do hospedeiro.

A obtencdo de microrganismos probidticos de maneira geral é
realizada através do isolamento da microbiota de hospedeiros saudaveis ou de
produtos lacteos (CARDOSO, 2015). Porém, é possivel isolar microrganismos
com esta caracteristica através de outras fontes, como: Frutos, graos, bebidas
fermentadas, sucos de frutas e vegetais devido a sua composi¢cado nutricional
(SILVA et al., 2021; SOUSA et al., 2021; CORREA, 2019)

Microrganismo probidticos podem ainda serem obtidos a partir de
substratos oriundos de locais extremos ou ainda poucos explorados como:
habitats da regido Antartica, solos e plantas bridfitas, uma vez que os
microrganismos que habitam esses locais, sdo em grande maioria, capazes de
sobreviver a condicdes extremas devido as vias metabdlicas incomuns que se
adaptam a estas condicbes e podem apresentar boas caracteristicas para a
selegcao de novos agentes probidticos (COUTINHO et al., 2021).

Para avaliar a capacidade de um microrganismo possuir
caracteristicas probidticas € necessario realizar diversos ensaios in vitro e in
vivo, submetendo os isolados obtidos do isolamento ao estudo das condi¢des
simuladas do sistema gastrointestinal, resisténcia a variadas faixas de pHs, aos
sais biliares, a capacidade de aderéncia a superficies do intestino, e dessa forma
realizar a caracterizagédo da selegéo de novas linhagens (BONET, 2016).
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Nesta vertente, o presente estudo objetivou realizar uma reviséo de
literatura qualitativa sobre o isolamento de leveduras com potencial probiético e
apresentar as diferentes fontes que possuem potencial de isolamento de

levedura probidticas, sua caracterizagao e possiveis aplicagdes biotecnologicas.

2. Metodologia

Esse trabalho foi realizado através de um estudo descritivo realizado a
partir do levantamento bibliografico exploratério de publicagbes cientificas,
incluindo artigos de pesquisa e de revisao, e livros, adotando-se um intervalo de
publicacdo de 12 anos (2010 a 2022).

Para a realizagcdo da busca bibliografica foram utilizados os bancos de
dados: Peridédicos CAPES, Web of Science, Elsevier, PubMed e Scielo. Foram
utilizados os seguintes termos descritores: “leveduras probidticas” OR “leveduras
isoladas de frutos”, “leveduras isoladas de diferentes habitats AND
caracterizagdo e aplicagdo biotecnoldgica”. A busca foi realizada nos idiomas
inglés e portugués.

Para a selecao dos artigos utilizados nesta revisao foram aplicados os
critérios de selecao: artigos cientificos que abordassem os potenciais do uso de
leveduras como probiético, suas caracteristicas, fontes de isolamento e/ou
aplicagao biotecnologica. Foram encontrados um total de 206 artigos em todas
as bases de dados pesquisadas, destes apenas 63 estavam alinhados aos
critérios de inclusao utilizados, os demais trabalhos encontrados foram excluidos
por ndo atenderem o intervalo de publicagdo e/ou serem duplicatas, restando ao
final 39 estudos. Na figura 1 pode-se observar o fluxograma das etapas de

selecao dos artigos.
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Estudos
selecionados a
partir de busca
em bases de
dados (N= 206)

Estudos
selecionados
apos leitura de
titulo e resumo

(N=63)

Estudos
selecionados

para verificacao
de critérios de

excluséo (N=51) )

Estudos
selecionados
para a presente

revisdo (N= 39)
J

Figura 1. Fluxograma das etapas de selecdo de artigos.

3. Leveduras probiéticas Saccharomyces sp. e nao-Saccharomyces

A procura dos consumidores por alimentos probidticos e
consequentemente o interesse da industria alimenticia por desenvolver novos
produtos faz com que mais pesquisas sejam realizadas objetivando a selecao de
novas linhagens probidticas.

De acordo com a Compound Annual Growth Rate (CAGR) a previsao do
mercado global de alimentos probidticos para 2022 é um crescimento de cerca
de 7% (U$ 64 bilhdes), enquanto que para o mercado brasileiro essa previsao é
de um aumento de cerca de 11% (CAGR, 2021).

As leveduras tém ganhado destaque nos ultimos anos no mercado e isso
tem se dado pela sua vasta aplicacido industrial, sendo utilizadas na industria
alimenticia, farmacéutica, veterinaria entre outras (SILVA; MALTA, 2016). E a
razao pela qual estas tém se tornado de grande interesse se da por suas
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propriedades fermentativas, probioticas e de inibicdo de outros microrganismos
(BARONY, 2018).

De acordo com Moreira (2019) leveduras podem ser classificadas como
microrganismos pertencentes ao reino Fungi, os quais possuem caracteristicas
morfoldgicas tipicas, como por exemplo, a presenca de parede celular rigida,
forma oval ou redonda, nucleo organizado com membrana nuclear, a reproducao
pode ocorrer de forma sexuada ou assexuada, as quais ocorrem através de
células especializadas denominadas de esporos e por brotamento.

Dentre os variados géneros e espécies de leveduras ja descritas, as do
género Saccharomyces sp. possui um maior destaque pois é aplicado como
fermento na industria cervejeira, especificamente a espécie S. cerevisiae,
conhecida popularmente como “levedura de cerveja” ou mesmo “levedura de
padeiro” por sua aplicagao na industria de panificagao (SILVA et al., 2020).

A espécie € um dos eucariotos mais pesquisados devido sua natureza
unicelular, ou seja, suas funcdes bioldgicas encontradas também estdo
presentes na maioria dos eucariotos (PARAPOULI et al., 2020). Outro destaque
se da a S. cerevisiae var. boulardii, que atualmente é a Unica levedura probiética
disponivel comercialmente para aplicagdo em alimentos e/ou na aplicacdo da
industria farmacéutica (BALIZA et al., 2018).

De forma simplista, S. boulardii tem sido bastante estudada no decorrer
dos ultimos anos, segundo McFarland (2017), em um periodo de 39 anos foram
realizados cerca de 90 ensaios controlados com esta levedura aos quais
abrangeram 15 tipos diferentes de doencgas, apontando eficacia no tratamento
de diarreia aguda pediatrica e na prevencao de diarreia associada a antibioticos.
Essa levedura € utilizada como probidtico desde a década de 50, comercializada
na forma liofilizada, auxiliando na prevengao e tratamento de diarreia em
criangas e adultos (Yl et al., 2016).

Os principais mecanismos de ag¢ao encontrados nessa espécie sao:
Efeitos troficos na mucosa intestinal, inibicdo de atividade de patégenos
bacterianos e modificagdo das vias de sinalizacao do hospedeiro incluidas em
doencas intestinais (inflamatorias e néo inflamatérias) (RIBEIRO, 2020). A figura
2 demonstra os principais mecanismos de agao desenvolvidos pela levedura S.

boulardii no trato gastrointestinal de um hospedeiro.
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Efeitos dos microrganismos

patogénico
na mucosa intestinal:

Mecanismo de agao da levedura:

As toxinas presentes aumentam a
secre¢do de agua;

As bactérias destroem a ‘tight
Junction” e invadem a mucosa;

Acédo luminal:
Efeito anti-toxinico contra
1a - Toxinas de Clostridiumdifficile Ae B;
1b-Toxina da cdlera;
1¢ - LPS de Eschericchiacoli.
Atividade antimicrobiana
2a - Preservagdo de jungdes;
2b - As bactérias aderem a S. boulardi,
diminuindo assim a invaséo.
3 - Modulag&o da microbiotaintestinal;
4 - Atividade metabdlica: S. boulardii.

Microbiota intestinal esgotada pela
acao de antibicticos;

Infeccdo  viral  destréi  os
enterdcitos maduros;

Acdotrofica:

Atividade enzimatica
5a - Poliaminas favorecem a maturagéo dos
enterdcitos;
5b — Aumento dos niveis de disacaridase
(benéficos na diarreia viral).

Como resultado da diminuicdo da
disacaridase, ocorre  diarreia
osmética.

Acdo mucosa intestinal (efeito anti-
inflamatorio):

7 - Atua nos sinais celulares e diminui a
sintese de citocinas inflamatdrias.

Figura 2. Mecanismos de acao da levedura Saccharomyces boulardii no trato

gastrointestinal de um hospedeiro. 1 - Toxinas de C. difficile, toxina da colera,

lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli; 3 - Microbiota intestinal; 5 -

Enterdcitos imaturos com virus; 5b - Acumulacéo de dissacarideos no Lumen; 6

- IgA,; 6 - Patégenos na auséncia de IgA. Fonte: Adaptado de McFarland (2010).
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Dentro do lumen do intestino, a S. boulardii pode degradar toxinas de
patogenos, interferir na aderéncia patogénica, modular a microbiota normal e
preservar a fisiologia intestinal normal. Além disso, também pode indiretamente
restaurar o equilibrio normal de acidos graxos de cadeia curta (SCFA), aumentar
os niveis de IgA secretora (slgA) ou mesmo atuar como um regulador
imunologico desempenhando influéncia nos niveis de citocinas (McFarland,
2010). Tais efeitos positivos, faz com que esta levedura apresente alto potencial
para aplicagao como probidtico.

Corroborando com o avango das pesquisas sobre aplicagdo de
leveduras em produtos probidticos, as leveduras nao-Saccharomyces
apresentam alto potencial na aplicagdo em diversos produtos (CASSANEGO,
2015). Uma vez que podem reduzir a presenga de micotoxinas no intestino e/ou
em alimentos, sao capazes de produzir vitaminas e normalmente sao resistentes
a antibidticos, fazendo-se necessario a manutencdo da microbiota intestinal em
periodos de tratamento (AREVALO-VILLENA et al., 2018).

Dentre leveduras com potencial probiético ja estudadas destacam-se as
das espécies: Pichia kudriavzevii, Pichia membranifaciens, Lachancea
thermotolerans, Hanseniaspora osmophila, Candida vini, Rhodotorula
mucilaginosa, Meyerozyma caribbica, Diutina rugosa, Meyerozyma caribbica
(FERNANDEZ-PACHECO et al., 2021; AMORIM et al., 2018; MERCHAN et al.,
2020; OCHABGCO et al., 2016). A tabela 1 resume as principais espécies de
leveduras nao-Saccharomyces isoladas de diversos substratos.

No estudo desenvolvido por Fernandez-Pacheco et al. (2021), foi
realizada uma avaliacdo do potencial probiotico de 20 linhagens de leveduras
nao-Saccharomyces e Saccharomyces, e foi possivel observar que as espécies
nao pertencentes ao género Saccharomyces apresentaram resultados
satisfatérios, podendo ser aplicadas como potenciais probidtico, considerando
sua capacidade de resistir as condi¢coes de estresse do trato gastrointestinal
(TGI), a auto agregacao e hidrofobicidade.

Em outra pesquisa realizada em 2018 pelo mesmo grupo de pesquisa foi
observado, apés, submeter 108 isolados de leveduras ndo-Saccharomyces e a
condigbes simuladas do TGlI, taxa de crescimento, temperatura de 37°C e
presenca de enzimas, que apenas as linhagens H. osmophila e P. kudriavzevii
apresentaram resultados promissores (FERNANDEZ-PACHECO et al., 2018).
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Tabela 1. Leveduras ndo-Saccharomyces potencialmente probidticas.

Nome da espécie Fonte de isolamento Referéncia

Candida vini Vinicola Fernandez-Pacheco
et al. (2021)

Meyerozyma caribbica 9 C Polpa de abacaxi fermentada Amorim et al. (2018)
e9D espontaneamente

Kluyveromyces lactis Kefir Merchén et al. (2020)

Lachancea thermotolerans Vinicola Fernandez-Pacheco

et al. (2021)

Hanseniaspora osmophila Destilaria Fernandez-Pacheco
et al. (2021)

Pichia kudriavzevii Vinicola Fernandez-Pacheco
et al. (2021)

Pichia membranifaciens Vinicola Fernandez-Pacheco
et al. (2021)

Rhodotorula mucilaginosa Flores e/ou frutos endémicos Fernandez-Pacheco
32 et al. (2021)
Debaryomyces hansenii Intestino e comida de peixe CHANG et al. (2016)

Amorim et al. (2018), ao analisarem 50 leveduras isoladas da casca e
polpa de abacaxi fermentada, quanto aos testes de sobrevivéncia em pH (2,0),
enzima pepsina (3,0 g/L) e analisado a tolerancia a sais biliares (0,1 e 1% (p/v),
além de condic¢des in vitro da passagem pelo TGl humano; observaram que
dessas apenas cinco sobreviveram (trés da espécie Candida lusitaniae e duas
da Meyerozyma caribbica), por fim, apds todos os testes realizados as leveduras
Meyerozyma caribbica 9 C e 9 D apresentaram melhores propriedades
probidticas se assemelhando a linhagem de referéncia (S. cerevisiae var.
boulardii) o que aponta como linhagens interessantes para aplicagéo probidtica
(AMORIM et al., 2018).

Uma das caracteristicas que faz com que haja um avan¢o nos estudos
utilizando leveduras como probidticos € que tais microrganismos sao
naturalmente resistentes a antibiéticos, visto que o mecanismo de ag¢ao dos

antibidticos tem como objetivo principal aderir a células procariotas, afetando
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mais especificamente as células de bactérias (NOGUEIRA et al., 2016), e esta é
uma caracteristica considerada importante pois a grande vantagem da terapia
com o0s probidticos € a auséncia de efeitos secundarios, como a selecado de
bactérias resistentes. Assim, os efeitos destes microrganismos devem ser
basicamente os mesmos da microbiota normal do corpo humano (SHRUTHI et
al., 2022).

5. Fontes de isolamento de leveduras probioéticas e caracterizagao

Leveduras em geral, por demonstrarem ubiquidade (MOZZACHIODI et
al., 2022), sao isoladas de diversos substratos e utilizadas na produgao de paes
e vinhos ha mais de 4000 anos (LAZO- VELEZ et al., 2018). Porém, ao tratar-se
de leveduras probidticas, os primeiros relatos de isolamento se deram no inicio
do século 20, a partir da lichia, um fruto tropical na Indochina pelo microbiologista
Henri Boulard (MCFARLAND, 2010).

De forma geral as leveduras probidticas do género Saccharomyces tém
sido naturalmente isoladas de produtos de laticinios como leite, iogurte, creme
de leite, coalhada, queijos e kefir (LAZO-VELEZ et al., 2018), além de vinhos,
azeitonas fermentadas e musgos em arvores (AGARBATI et al., 2020;
STANISZEWSK et al, 2021). No entanto, também foi possivel encontrar esse
género isolados a partir de folhas e cascas de arvores, além de solos, frutas e
organismos vivos como insetos (ABID et al., 2022), mel e cacau fermentado
(SHRUTHI et al., 2022).

Desta forma o interesse por descobrir novas cepas probidticas tém
aumentado (STANISZEWSK et al., 2021), algumas leveduras probidticas nao -
Saccharomyces também ja foram isoladas de meios naturais como solo
(SHRUTHI et al., 2022), musgo e cascas de arvores (L. thermotolerans, M.
ziziphicola), folhas, vinicolas e frutos (T. delbrueckii). Assim como de alimentos
espontaneamente fermentados como caldo da cana de agucar (T. delbrueckii),
vinho (L. thermotolerans) (AGARBATI et al., 2020), queijo e kefir, além de mel
(M. guillermondii) e flores (FERNANDEZ-PACHECO et al, 2021) e intestino de
peixes.

Ademais, como prova da ubiquidade das leveduras sobretudo probidticas
estas foram isoladas de alguns substratos da Antartica como, neve, gelo glacial,
lagos congelados, solos e duas espécies de bridfitas (COUTINHO et al, 2021).
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A caracterizacdo de leveduras com potencial probidtico € uma etapa
importante na busca de novas cepas, uma vez que para obter melhores
resultados é fundamental conhecer as capacidades e limitagbes de cada isolado
de levedura encontrado. A partir de determinadas caracteristicas funcionais
pode-se afirmar que determinado isolado de levedura possui ou nao
propriedades probidticas (BASSO, 2019).

Dentre estes aspectos destacam-se a tolerdncia a ambientes acidos,
hidrofobicidade, auto agregacgao, producdo de substancia antagonista e co-
agregacao com patogenos. Além disso, sao utilizados alguns métodos para
identificacdo e caracterizagao de leveduras, como os que utilizam técnicas de
biologia molecular ou mesmo métodos classicos, como caracterizacéo
bioquimicas, morfolégicas e/ou reprodutivas (DAS; RAGAVAN 2017).

Desta forma, para que uma cepa seja reconhecida como probidtica, é
necessario que resista as condigdes fisiologicas do TGI, como por exemplo,
sobrevivéncia a temperatura de 37°C, uma vez que essa € a temperatura
corporal e esta necessita colonizar o corpo humano. Possuir capacidade de
crescimento em meio acido, faixa de pH entre 1 a 3, sais biliares (x 0,3%) (GIL-
RODRIGUEZ et al., 2015). O pH acido € uma das condigdes hostis mais
desafiadoras que podem ser encontradas por cepas probidticas durante o
transito gastrico e apds a exposi¢cao a acidos graxos no intestino delgado. Por
outro lado, a resisténcia a presenga dos sais biliares no intestino, € necessaria
como mecanismos de defesa especificos para conter o estresse e colonizar com
sucesso esse 0rgao. Assim, a capacidade das cepas de sobreviverem aos sais
biliares e ao pH ajudam na colonizagdo e na atividade metabdlica no intestino
delgado do hospedeiro (SANCHEZ et al., 2012).

Por fim, testes pré-clinicos também se fazem necessarios para
caracterizagao de leveduras, uma vez que o comportamento das linhagens em
testes in vitro podem diferir dos testes in vivo. Segundo metodologias disponiveis
na literatura, como as descritas por Coutinho et al. (2021), estes sugerem a
utilizacdo de um modelo animal objetivando observar a capacidade de
recuperagdo dos microrganismos probiéticos em fezes de camundongos
(COUTINHO et al., 2021).
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7. Aplicacao biotecnolégica

Desde a época de Louis Pasteur, leveduras de diversos grupos tém sido
usadas como modelos de organismos para biotecnologia, biologia celular,
medicina, genética e gendémica (MOZZACHIODI et al.,, 2022). Quanto as
leveduras probidticas e suas aplicagdes biotecnoldgicas, a S. cerevisiae var
boulardii, € a mais explorada (STANISZEWSK et al., 2021), a qual mostra-se
muito mais versatil em usos benéficos para o ser humano. Podendo, portanto,
ser utilizada na producao de derivados lacteos de bovinos e caprinos e na
producao de nao laticinios, como a fermentagao de graos de cacau e produgéo
de kombucha, além disso, sua aplicagado pode ser feita também na industria
quimica, farmacéutica e de ragdo animal (ABID et al., 2022).

Ja as leveduras né&o-saccharomyces, embora pouco exploradas em
campo, possuem indicativos muito promissores em sua aplicagao
biotecnolégica. Assim, cabe citar a produgdo de proteinas heterdlogas, alto
potencial de producdo de enzimas, como, celulases, pectinases, lipases, e
outras xygosases. Além da identificacdo de melatonina em alguns alimentos
(FERNANDEZ-PACHECO et al., 2021).

Ademais, o uso de leveduras probidticas dos géneros Saccharomyces e
nao-Saccharomyces também esta presente em aplicagdes bioterapéuticas,
como efeitos de imunomodulagdo, producdo de anticorpos, assimilagdo de
colesterol, agentes anticancerigenos e antioxidantes; controle biologico;

promogao do crescimento de plantas e biorremediagdo (SHRUTHI et al., 2022).

8. Conclusoes

A utilizagdo de linhagens Saccharomyces e nédo-Saccharomyces
como microrganismos probidticos mostra-se vantajosa, uma vez que o mercado
destes produtos vem crescendo com o passar dos anos. Tais leveduras podem
ser isoladas de diversos ambientes, habitats, frutos e graos e possuem
diversificadas possibilidades de aplicacdo desde a industria alimenticia, quimica,
farmacéutica, e de ragao, devido principalmente a caracteristica de resisténcia a
substancias antimicrobianas. Assim, o interesse no uso destes agentes
microbianos vivos com o propdsito de beneficiar a saude do hospedeiro e

prevencao ou tratamento de doengas vém sendo ampliado.
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CAPITULO 6

Efeitos da suplementacao de probioéticos em portadores de

diabetes

Sueli Essado Pereira, Bruna Marques Cintra.
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Resumo

Atualmente, o diabetes é considerado um transtorno de grande impacto na saude
da populagdo mundial, com prevaléncia preocupante, chegando a atingir cerca
de meio bilhdo de pessoas no mundo. A microbiota intestinal desempenha um
papel significativo na patogenia do diabetes e nas alteragdes metabdlicas
inflamatodrias relacionadas a esse disturbio. O objetivo foi levantar estudos sobre
o diabetes que analisaram os efeitos dos probidticos na melhora do quadro, tanto
como prevencao (pré-diabetes) quanto na terapia do disturbio ja instalado. Se
realizou uma revisdo sistematica narrativa de ensaios clinicos randomizados,
realizados entre 2010 a 2021, sendo utilizadas palavras-chaves isoladas e
combinadas entre si: probidticos, diabetes mellitus, disbiose, microbiota, terapia
nutricional, suplemento nutricional, resisténcia a insulina e estresse oxidativo,
nas bases de dados PubMed, Scielo, Medline e Lilacs, mediante os portais de
busca BVS, Capes e Google Académico. As principais cepas utilizadas foram
dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium. Os principais efeitos da
suplementacao de probidticos foram redugdo da glicemia de jejum, da
hemoglobina glicada, da resisténcia a insulina e a melhora do perfil lipidico com
reducao do colesterol total e de LDL-C e aumento do HDL-C, o que corrobora
com diversos outros estudos. A suplementacao de probidticos parece melhorar
o controle glicémico e metabdlico de pacientes diabéticos. Os resultados foram
mais efetivos quando se aplicou um mix de probidticos de cepas dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, mesmo a quantidade n&do sendo padronizada,
para os quais novos estudos se fazem necessario.

Palavras-chave: probidticos; diabetes mellitus; microbiota; suplemento
nutricional; resisténcia a insulina.

1. Introdugao
O Diabetes Mellitus (DM) é um disturbio metabdlico definido por
hiperglicemia resultante da deficiéncia na produgéo da insulina, bem como da

ineficiéncia desta de exercer seus efeitos de forma eficaz, resultando em
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resisténcia a insulina, levando a complicagdes a longo prazo. O aumento dos
niveis de glicose sanguinea permanente esta associado a complicagbes
cronicas macro e microvasculares, reducédo da qualidade de vida e elevacio da
taxa de morbimortalidade (WHO, 2021; RODACKI et al., 2022).

Atualmente, o diabetes é considerado um transtorno de grande impacto
na saude da populagdo mundial, com prevaléncia preocupante, chegando a
atingir mais de meio bilhdo de pessoas no mundo em 2021 (WHO, 2021; IDF,
2020-2021). Aproximadamente 80% deste numero estdo concentrados em
paises tradicionais, de forma que os estudos apontam um numero crescente nos
préximos anos (COBAS et al., 2022). No Brasil, mais de 12 milhdes de brasileiros
apresentam diabetes, que corresponde a mais de 7,7% da populagédo (BRASIL,
2018). O diabetes mellitus acomete mais o publico adulto observando-se uma
incidéncia maior em mulheres do que em homens, apesar de todas as faixas
serem afetadas pela doenga (WHO, 2021).

O diabetes mellitus tipo Il (DM2) é caracterizado por ser uma doenga
cronica e complexa, que ocorre quando 0 organismo nao consegue utilizar a
insulina produzida de forma eficaz (MALANDRINO; SMITH, 2011). Além disso,
o DM2 é de causa poligénica, multifatorial, associado fatores ambientais e
relacionado a péssimos habitos alimentares e ao sedentarismo (RODACKI et al.,
2022). Trata-se de uma patologia com elevadas taxas de morbimortalidade que
envolve mais de 20% dos adultos entre 65 e 76 anos (OLIVEIRA, 2012). Por
outro lado, a condi¢gdo no qual os valores glicémicos estdo acima dos valores de
referéncia, porém ainda abaixo dos valores diagnosticos de diabetes, denomina-
se pré-diabetes (COBAS et al., 2022; RODACKI et al., 2022).

Dentre as principais estratégias para o tratamento de DM2 incluem
modificagdes no estilo de vida de uma forma geral, aconselhamento nutricional,
incentivo a pratica de atividade fisica, monitorizacdo glicémica, uso de
medicamentos e de insulina em determinados casos (EVERT et al., 2014).
Estudos recentes, além dos consensos publicados pela American Diabetes
Association (ADA) e Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), tém demonstrado
que mudancgas nos habitos alimentares em pacientes portadores de DM2
auxiliam nos picos de hiperglicemia, sendo de suma importancia no tratamento
do diabetes (MOURA et al., 2018; ADA, 2022a; PITITTO et al., 2022).
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Ao observar o estado fisiopatoldgico, o DM induz a disfungao vascular por
meio de varios mecanismos, como hiperlipidemia, hiperinsulinemia,
hiperglicemia e resisténcia a insulina. Essas patologias metabdlicas geram
inflamacao endovascular, promovendo efeitos adversos dos mediadores do
diabetes nos componentes vasculares. Esses fatores tém relagdo com a
microbiota e a inflamagéao endotelial induzida pela doencga (LIU et al., 2018; ADA,
2022b).

Neste contexto, a microbiota intestinal desempenha um papel significativo
na patogenia do diabetes e nas alteragdes metabdlicas inflamatérias
relacionadas a esse disturbio. Evidéncias sustentam que a microbiota intestinal
alterada leva ao aumento da permeabilidade intestinal e da resposta imune da
mucosa, o que contribui para o desenvolvimento do quadro de DM. Esse
aumento da permeabilidade da microbiota intestinal juntamente com a
susceptibilidade aos antigenos microbianos esta relacionado com a ocorréncia
de endotoxemia metabdlica e a resisténcia a insulina (GOMES et al.,, 2014;
MARTINS; BAPTISTA; CARRILHO, et al. 2018; NOVELLE, 2021).

A definicdo de probiodticos foi universalmente instituida pela
FAO/OMS em 2001, e adotada por diversos autores, sendo considerados
“microrganismos vivos, que quando administrados em quantidades adequadas,
conferem beneficios a saude do hospedeiro, contribuindo para o equilibrio da
microbiota, fornecendo um ambiente intestinal favoravel” (MOROTI et al., 2012;
BINNS, 2014; GUARNER et al., 2017; AGAMENNONE et al., 2018).

Atualmente os estudos vém dando énfase ao consumo de probidticos
como fator de controle do DM, associados a efeitos na microbiota intestinal dos
individuos com a doencga levando ao controle da glicemia, facilitando assim o
metabolismo de carboidratos, diminuindo os efeitos contrarios da hiperglicemia
cronica e aumentando a sensibilidade a insulina das células-alvo. Esta associado
a agao anti-inflamatoria, antioxidantes, imunomodulatérias e a alteracdo da
expressao de alguns genes presentes no diabetes (MIRAGHAJANI et al., 2017;
MIRANDA et al., 2021). Nesse sentido, a modulagédo da microbiota intestinal por
probidticos contribui no manejo de varias condig¢des clinicas, tais como no quadro
de diabetes. Os estudos apontam que os probiéticos auxiliam na manutencéo de

uma microbiota intestinal saudavel e sao atribuidos como adjuvantes eficazes
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em terapias de resisténcia a insulina (MOROTI et al., 2012; BARROS; COSTA;
SIVIER, 2021).

Considerando esse contexto e a necessidade de consolidar estratégias
terapéuticas que beneficiem o paciente diabético, o objetivo desta pesquisa foi
levantar estudos sobre o diabetes que analisaram os efeitos dos probidticos na
melhora do quadro, tanto como prevencgéao (pré-diabetes) quanto na terapia do
disturbio ja instalado, por meio de uma revisdo sistematica de ensaios clinicos

randomizados.

2. Métodos

Esse estudo propds uma revisdo sistematica narrativa que levantou as
atuais evidéncias relacionadas ao diabetes e a suplementacao de probidticos,
de acordo com os objetivos propostos. Para a pesquisa foram levantados os
estudos publicados a partir de 2012 até 2022, sendo que para analise de artigos
originais foram incluidas as pesquisas realizadas entre 2015 até 2019, pela
elegibilidade dos critérios de inclusao.

Os critérios de inclusdo foram: as pesquisas realizadas em humanos,
pesquisas sem conflitos de interesse e os artigos originais publicados a partir de
2015. Foram incluidos apenas ensaios clinicos que avaliaram o efeito da
suplementacao de probidticos em pacientes diabéticos com DM2 e/ou pré-
diabetes permanecendo 10 estudos a serem analisados nesta revisdo
sistematica entre 2015 a 2019, uma vez que estudos mais recentes foram em
sua maioria de revisdo, ou ensaios in vitro.

Quanto aos critérios de exclusao, foram excluidos do quadro de analise
os artigos em duplicata, assim como aqueles de revisdo, os estudos feitos em
animais e aqueles que foram publicados antes do periodo proposto, além de
artigos que nao apresentavam textos completos ou que declararam conflitos de
interesse ou fins comerciais.

Foram utilizadas palavras-chaves isoladas e combinadas entre si:
probiodticos, diabetes mellitus, disbiose, microbiota, terapia nutricional,
suplemento nutricional, resisténcia a insulina e estresse oxidativo. O
levantamento dos periddicos foi realizado nas seguintes bases de dados: U.S.
National Library of Medicine (PubMed), Scientific Eletronic Library Online
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(Scielo), Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (Medline) e
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS),
mediantes os portais de busca: Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e Capes,
utilizando ainda Google Académico.

A figura 1 apresenta o fluxograma em relagéo a sintese da busca para
melhor visualizagdo. Os artigos de revisdo encontrados foram utilizados para

discussdo das analises, além das diretrizes langadas recentemente.

Registros identificados através de pesquisas no portal CAPES de 2015-2022: 23 artigos
Registros identificados através de pesquisas no portal BVS de 2015-2022: 314 artigos
Total: 337 artigos

BVS (2015-2022) — 314 artigos: CAPES (2015-2022) — 23 artigos:

v Medline: 301 artigos v Pubmed: 12 artigos

v’ Lilacs: 5 artigos v" Scielo: 11 artigos

v' Scielo: 8 artigos

BVS:

v' Medline: 211 artigos de revisao /
91 originais; 6 artigos sem texto CAPES:
completo / 85 com texto
completo; 49 estudos em
animais / 36 estudos em

v' Pubmed: 8 artigos de revisdo
(0O originais); 4 estudos em
animais (0 estudos em

humanos; 26 artigos nao se humanos).
adequaram ao tema; v Scielo: 3 artigos de revisao (0
v" Lilacs e Scielo: nenhum artigo originais); 8 estudos que nao

original no periodo se adequaram ao tema.

BVS:
10 artigos originais (Medline) selecionados 31 artigos e documentos selecionados
para revisdo sistematica no periodo de 2015- para introdugéo e discussao.

2019

Figura 1. Fluxograma da selecao de artigos para a revisao sistematica,
englobando artigos publicados entre 2015-2022.
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De acordo com esta revisdo, foram encontrados nessa busca 10 artigos

de ensaios clinicos randomizados para analise, entre 2015 e 2018, que

verificaram os efeitos da suplementacdo de probidticos em individuos com

diabetes. A amostra dos estudos variou de 21 a 136 participantes e era composta

de individuos com diabetes mellitus tipo 2 ou pré-diabetes. O tempo de

intervencao dos estudos variou de 4 a 24 semanas, predominando os estudos

com intervencgéo de 12 semanas (Quadro 1 e 2).

Quadro 1. Analise descritiva dos artigos originais (pesquisa em humanos) cujos

estudos avaliaram os efeitos probiotico no diabetes (2015-2019).

Autor/ano, titulo e tipo
de pesquisa

Publico-alvo,
N/sexo e local

Principais procedimentos e conclusées

SIMON et al., 2015

- Titulo: “Intake of
Lactobacillus reuteri
Improves Incretin and Insulin
Secretion in Glucose-
Tolerant Humans: A Proof of
Concept”.

- Tipo de estudo: estudo

duplo-cego, 11,
randomizado, prospectivo,
piloto longitudinal; por 8
semanas.

-N: 39 noinicio e 21
ao final do estudo.

- ldade e sexo:
adultos tolerantes a
glicose (11 magros
com idade de 49-67
anos e 10 obesos
com idade de 51-67
anos. Magro (IMC
19-25 kg/m?) e
obeso (30-45 kg/m?)

- Local: Alemanha.

- Procedimentos: 5 magros receberam placebo e 6 magros
receberam probidtico; 5 individuos com obesidade receberam
placebo e os outros 5 individuos com obesidade receberam o
mesmo probidtico. Os participantes ingeriram 10" UFC de L.
reuteri SD5865 ou placebo durante 8 semanas.

- Conclusées: 1- Efeito na modulagéo a secrecgédo de insulina,
peptideo C e peptideos intestinais derivados de pré-glucagon.
A sensibilidade a insulina, massa corporal e conteudo de
gordura ectdpica, inflamacédo sistémica, estresse oxidativo
permaneceram inalterados. Logo, aumentou a secregdo de
insulina, porém ndo afetou diretamente a sensibilidade a
insulina ou a distribuigdo de gordura corporal. 2- Concluiram
que administragdo de uma cepa especifica pode servir como
uma nova abordagem terapéutica para melhorar a liberagéo de
insulina dependente de glicose.

FEIZOLLAHZADEH et al,
2016

-Titulo: “Effect of Probiotic
Soy Milk on Serum Levels of
Adiponectin,Inflammatory
Mediators, Lipid Profile, and
Fasting Blood  Glucose
Among Patients with Type I
Diabetes Mellitus”.

- Tipo de estudo: ensaio
clinico duplo-cego
randomizado, paralelo e
controlado; por 8 semanas.

-N: 48 noinicio e 40
no final do estudo.

- ldade e sexo:
pacientes com DM2
com idades entre
35-68 anos.

- Local: Isfahan, Ira.

- Procedimentos: Os participantes foram divididos no grupo
que consumiu leite de soja contendo probidtico (n= 20, 10
homens e 10 mulheres) e o grupo controle (n= 20, 10 homens
e 10 mulheres) que tomaram leite de soja sem probidtico.
Durante 8 semanas os participantes tomaram 200 ml de leite de
soja/dia e o grupo probidtico o leite foi suplementado com 107
UFC de L. plantarum A7.

- Conclusoes: 1- Nao teve efeito sobre a adiponectina sérica,
mediadores inflamatérios e FBS, porém houve reducéo do LDL
e aumento o HDL. 2- Os autores afirmam que o estudo teve
suas limitagbes como a curta duragdo de tratamento, a
auséncia de grupo controle que ndo tomou leite de soja e a falta
de dosagem de probidticos antes e apds o tratamento nas
fezes.

MOBINI et al., 2017

- Titulo: “Metabolic effects of
Lactobacillus reuteri DSM
17938 in Patients with Type

-N: 46

- Idade e sexo:
homens e mulheres
adultos com DM2

- Procedimentos: 35 homens e 11 mulheres com DM2 foram
recrutados para o estudo durante 12 semanas, com trés grupos
paralelos que receberam placebo, ou 108 ou 10'° UFC de L.
reuteri DSM 17938.
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2 Diabetes: A Randomized
Controlled Trial”.

- Tipo de pesquisa: ensaio
clinico randomizado e
controlado por placebo; por
12 semanas

com 50-75 anos de
idade.

- Local:
Gotemburgo,
Suécia.

Conclusodes: 1- Nao afetou a HbA1c em pacientes com DM2
em terapia com insulina, mas melhorou a sensibilidade a
insulina em um subconjunto de pacientes. 2- Nao afetou a
esteatose hepatica e a adiposidade. Os pacientes que
receberam a maior dose de L. reuteri mostraram aumento no
ISI e DCA em comparagado com a linha de base, mas essas
diferencas nao foram significativas entre os grupos.

TONUCCI et al., 2017

- Titulo: “Clinical Application

of Probiotics in Type 2
Diabetes Mellitus: a
Randomized, DoubleBlind,

Placebo-Controlled Study”.

- Tipo de estudo: ensaio
duplo-cego, randomizado e
controlado por placebo; por 6
semanas.

-N: 50 noinicio e 45
ao final do estudo.

- Ildade e sexo:
adultos de idade 35-
60 anos, IMC
inferior a 35 kg/m? e
diabetes tipo 2
diagnosticado  ha
pelo menos um ano.

- Procedimentos: 50 individuos participaram e foram divididos
no grupo probidtico que consumiu leite fermentado contendo
Lactobacillus acidophilus La-5 e Bifidobacterium animalis subsp
lactis BB-12 (10° UFC/dia) e o grupo controle que consumiu
leite fermentado convencional.

- Conclusées: 1- Houve melhora no controle glicémico em
pacientes com DM2 e sugere-se que a ingestdo de probidticos
esta associado a redugéo dos niveis de frutosamina, HbA1c e
que os probidticos podem evitar o aumento de CT e LDL-C e
uma redugédo de citocinas anti-inflamatérias. 3- Necessario se
faz realizar um ensaio em prazo mais longo, a fim de confirmar
resultados alcangados.

FIROUZI et al., 2017?!

- Titulo: “Effect of multi-
strain probiotics (multi-strain
microbial cell preparation) on
glycemic control and other
diabetes-related outcomes in
people with type 2 diabetes: a
randomized controlled trial”.

- Tipo de estudo: ensaio
clinico randomizado, duplo-
cego, de grupo paralelo e
controlado; por 12 semanas.

- Local: Cears,
Brasil.

-N: 136

- Sexo e idade:
adultos com
diabetes tipo 2 de
30-70 anos.

- Local: Kuala

Lumpur, Malasia.

- Procedimentos: 136 individuos participaram do estudo por
12 semanas, sendo dividido em 2 grupos, 0 grupo que recebeu
probidtico (n=68) e o grupo placebo (n=68). Foi fornecido uma
dose de 3 x 100 de seis preparagdes de células microbianas
viaveis: trés cepas do género Lactobacillus, Firmicutes phyla
(Lactobacillus acidophilus, Lactobacilluscasei, Lactobacillus
lactis) e trés cepas do género Filos Bifidobacterium e
Actinobacteria  (Bifidobacte-rium  bifidum, Bifidobacterium
longum e Bifidobacterium infantis). A dose diaria de cada cepa
foi de 10'° UFC.

Conclusodes: 1- Os probiéticos melhoraram a HbA1c e insulina
de jejum em pessoas com DM2. 2- Os autores sugerem um
tempo maior de intervengao para analisar melhor os resultados.

SABICO et al.,, 2017

- Titulo: “Effects of a multi-
strain probiotic supplement
for 12 weeks in circulating
endotoxin levels and
cardiometabolic profiles of
medication naive T2DM
patients: a  randomized
clinical trial”.

- Tipo de pesquisa: estudo
duplo cego randomizado e
controlado por placebo; por
12 semanas.

-N:78

- ldade e sexo:
(adultos) pacientes
sauditas com DM2
com idades entre 30
e 60 anos.

- Local: Riade,
Arabia Saudita.

- Procedimentos: 39 participantes receberam placebo e o
restante (N: 39) receberam probidtico (2,5 x 10°UFC)
(Bifidobacterium bifidum W23, Bifidobacterium lactis W52,
Lactobacillus acidophilus W37, Lactobacil-lus brevis W63,
Lactobacillus casei W56, Lactobacillus salivarius W24,
Lactococcus lactis W19 e Lactococcus lactis W58
(Ecologico®Barreira)).

- Conclusdes: 1- A suplementagdo de multi-cepas em
individuos com DM2 (sem uso de medicagdo) resultou em
nenhuma mudanga significativa nos niveis de endotoxina
circulante, porém, houve melhora do HOMA-IR e uma redugao
modesta da adiposidade abdominal. 2- Uma coorte maior € um
tempo maior de tratamento é necessario para investigar se a
suplementagdo de probiodticos pode ser protetora contra
complicagdes no DM.

SOLEIMANI et al., 2017

- Titulo: “Probiotic
supplementation in diabetic
hemodialysis patients has
beneficial metabolic effects”.

- Tipo de estudo: estudo
prospectivo, randomizado,
duplo-cego, com placebo

- N: 60 no inicio do
estudo e 55 ao final
do estudo.

- Idade e sexo:
adultos diabéticos
em hemodialise com
idade entre 18 e 80
anos.

- Procedimentos: 55 individuos (probiético [n=28] e placebo
[n=27]) participaram até o final do estudo, sendo dividido no
grupo probidtico com Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei e Bifidobacterium bifidum (10° UFC/g cada) ou placebo.

- Conclusdes: A suplementagédo com probioticos em diabéticos
em hemodialise tiveram efeitos benéficos nos parametros da
homeostase da glicose e alguns biomarcadores de inflamagao
e estresse oxidativo (FPG, insulina, HOMA-IR, HOMA-B,
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ensaio clinico controlado; por
12 semanas.

- Local: Kashan, Ira.

QUICKI, HbA1c, hs-CRP, os niveis de MDA, SGA, TIBC e
TAC).

KASSAIAN et al., 2018

- Titulo: “The effects
of probiotics and synbiotic
supplementation on glucose

and insulin metabolism
in adults  with prediabetes:
a double-blind  randomized
clinical trial”.

- Tipo de estudo: ensaio
clinico duplo-cego,
randomizado e controlado
por placebo de grupo
paralelo; por 24 semanas.

- N: 120 no inicio e

85 ao final do
estudo.

- Sexo e idade:
adultos pré-

diabéticos; homens
e mulheres de 35—
75 anos.

- Local: Isfahan, Ira.

- Procedimentos: 85 individuos participaram até no final da
intervengdo, sendo 27 individuos em uso de probiotico, 30 em
uso de simbidticos e 28 com placebo. Os participantes
receberam 6 g/dia de dos probidticos contendo (Lactobacillus
acidophilus liofilizado, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium
bifidum e Bifidobacterium longum (1 x 10° cada)) com
maltodextrina, ou simbidtico (probidticos e prebidtico) a base de
inulina ou placebo com maltodextrina.

- Conclusées: 1- Houve uma melhora glicémica feita pelo uso
de probidticos, principalmente dos simbidticos, em individuos
pré-diabéticos e que, portanto, a sua ingestdo atua no controle
glicémico em individuos com diabetes. 2- Necesséario mais
estudos para definir recomendacgdes ideais para o tratamento
de pacientes com tal patologia.

MAfi et al., 2018

- Titulo: “Metabolic and
genetic response to
probiotics supplementation in
patients with diabetic

nephropathy: a randomized,
double-blind, placebo-
controlled trial”.

- Tipo de estudo: ensaio
clinico randomizado, duplo-
cego e controlado por
placebo; por 12 semanas.

-N: 60 no inicio e 54
ao final do estudo.

- Sexo e idade:
adultos com ND
(diabético renal,
doenga com

proteinuria, com ou
sem a elevagéo de
niveis de creatinina
sérica) de 45 a 85
anos.

-Local: Kashan, Ira.

- Procedimentos: Participaram 60 individuos divididos em dois
grupos para tomar probisticos (n=30) ou placebo (n=30) por 12
semanas. O grupo de probidticos recebeu 8 x 10° UFC dia
contendo Lactobacillus acidophilus cepa ZT-L1,
Bifidobacterium bifidum cepa ZT-B1, Lactobacillus reuteri ZT-
Lre e Lactobacillus fermentum ZT-L3 (cada 2 x 10°9).

- Conclusées: 1- A suplementacdo de probidticos para
pacientes com ND teve efeitos no controle glicémico,
marcadores de risco cardiometabdlico e sobre a expresséo
génica sugerindo que a suplementacado de probidticos pode
conferir um potencial terapéutico vantajoso para pacientes com
ND. 2- Mais pesquisas s&o necessarias em outros participantes
e por mais tempo para determinar os efeitos benéficos dos
probidticos.

RAZMPOQOSH et al., 2019

- Titulo: “The effect of
probiotic supplementation on
glycemic control and lipid
profile in patients with type 2
diabetes: A randomized
placebo controlled trial”.

- Tipo de pesquisa: estudo
randomizado duplo-cego
controlado; por 6 semanas.

-N: 68 no inicio e 60
ao final do estudo.

- Sexo e idade:
adultos (homens e
mulheres) elegiveis
de idade entre 30 a
75 anos.

- Local:Teera.

- Resultados: 32 homens e 36 mulheres com DM2 participaram
e foram divididos no grupo probidtico (multiespécies) (n = 34,
com 14 homens e 18 mulheres) com Lactobacillus acidophilus
[2 x 10° UFC)], Lactobacillus casei (7 x 10° UFC), Lactobacillus
rhamnosus (1,5 x 10° UFC), Lactobacillus bulgaricus (2 x 108
UFC), Bifidobacterium breve (3 x 10" UFC),Bifidobacterium
longum (7 x 10° UFC), Streptococcus thermophilus (1,5 x 10°
UFC) ou placebo (n = 34, com 16 homens e 16 mulheres).

- Conclusodes: houve redugdo no nivel de FPG e de HDL-C
mediante 0 uso de probidticos. Outros parametros foram
analisados, mas nao houve alteragées, portanto, mais estudos
s$&0 necessarios para confirmar os resultados apresentados.

Legenda 1: UFC - unidades formadoras de col6nia; DM2 — diabetes melittus tipo 2; FBS — Glicose no
sangue em jejum; HDL-C - lipoproteina de alta densidade; LDL-C — lipoproteina de baixa densidade; IMC
— indice de massa corporal; HbA1c - hemoglobina glicada; DCA -niveis séricos do acido biliar secundario
(acido desoxicélico); HOMA-IR - modelo de homeostase de avaliagdo da resisténcia a insulina estimada;
HOMA-B - modelo de avaliagdo de homeostase-fungao estimada da célula b; QUICKI, indice quantitativo
de verificagédo de sensibilidade a insulina; TNF-a - fator de necrose tumoral alfa; CT — colesterol total; ISI —
sensibilidade a insulina; FPG - glicose em jejum no plasma; ND — nefropatia diabética; hs-CRP - proteina C
reativa de alta sensibilidade; MDA — malonaldeido; SGA - avaliagdo subjetiva global; TAC - capacidade
antioxidante total; TIBC - capacidade total de ligag&o do ferro.
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Quadro 2. Sumario dos resultados levantados na revisao sistematica sobre

estudo do diabetes e uso de probidticos como terapia nutricional (2015-2019).

Critérios Resultados analisados Referéncias
Populagiao (Ano: n/faixa etaria)
estudada:

Total= 620 adultos
de ambos os
Sexos.

2015: 21/49-67 anos
2016: 40/35-68 anos
2017: 46/50-75 anos
2017: 45/35-60 anos
2017: 136/30-70 anos
2017: 78/30-60 anos
2017: 55/18-80 anos
2018: 85/35-75 anos
2018: 54/45-85 anos
2018: 60/30-75 anos

SIMON et al., 2015. (Alemanha)
FEIZOLLAHZADEH et al., 2016. (Isfahan, Ird)
MOBINI et al., 2017. (Gotemburgo, Suécia)
TONUCCI et al., 2017. (Ceara, Brasil)

FIROUZI et al., 2017. (Kuala Lumpur, Malasia)
SABICO et al, 2017. (Riade, Arabia Saudita)
SOLEIMANI et al., 2017. (Kashan, Ird)

KASSAIAN et al., 2018. (Isfahan, Ira)
MAFI et al., 2018. (Kashan, Ira)
RAZMPOOSH et al., 2019. (Teera)

Analise do estado
nutricional (IMC)

(Ano: resultado)

2015: O grupo com obesidade teve IMC
mais alto em relagdo aos magros ao longo
do estudo.

No restante dos estudos foi detectado
nenhuma diferencga significativa no IMC
em ambos os grupos.

SIMON et al., 2015. (Alemanha).

FEIZOLLAHZADEH et al., 2016. (Isfahan, Ird);
MOBINI et al, 2017. (Gotemburgo, Suécia);
TONUCCI et al., 2017. (Ceara, Brasil); FIROUZI et
al., 2017. (Kuala Lumpur, Malasia) SABICO et al.,
2017. (Riade, Arabia Saudita); SOLEIMANI et al.,
2017. (Kashan, Ira); KASSAIAN et al., 2018.
(Isfahan, Ird); MAFI et al., 2018. (Kashan, Ird);
RAZMPOQOSH et al., 2019 (Teera).

Efeitos
encontrados com
uso de probidticos

(Ano: tipo de cepa/quantidade/efeitos)

2015: L. reuteri SD5865 / 101° UFC/dia /
Modulagdo da secregdo de insulina,
peptideo C e peptideos intestinais
derivados de pro-glucagon. A
sensibilidade a insulina, estresse
oxidativo, massa corporal, conteudo de
gordura ectopica, inflamacgdo sistémica
permaneceram inalterados.

2016: L.plantarum A7 / 29 x 107 UFC/dia
no leite / Alteragdo do perfil lipidico com
redugdo do LDL e aumento do HDL. Sem
efeito  sobre adiponectina  sérica,
mediadores inflamatérios e glicemia de
jejum.

2016: L. reuteri DSM17938 / 108 ou 101°
UFC/dia / Melhora na sensibilidade a

insulina e dos niveis séricos de DCA. Sem
efeito sobre a HbA1c, sem efeito sobre a

SIMON et al., 2015. (Alemanha)

FEIZOLLAHZADEH et al., 2016. (Isfahan, Ira)
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esteatose hepatica, adiposidade e a
composig¢do da microbiota.

2017: Lactobacillus acidophilus La-5 e
Bifidobacterium animalis subsp lactis BB-
12 / 10° UFC/dia / Melhora no controle

glicémico, redugdo dos niveis de
frutosamina e HbA1c, redugdo do LDL,
colesterol total e citocinas

antiinflamatdrias. A glicose plasmatica em
jejum, concentragdes de insulina,
resisténcia a insulina ndo teve efeito
significativo.

2017: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacilluscasei, Lactobacillus lactis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
longum e Bifidobacterium infantis /|
101% UFC/dia de cada cepa / Melhora na
HbA1c, a insulina de jejum e o HOMA-IR.
Sem efeito nos parametros
antropométricos (IMC), proteina c reativa,
perfil lipidico, presséo arterial e controle
glicémico.

2017: Bifidobacterium bifidum W23,
Bifidobacterium lactis W52, Lactobacillus
acidophilus W37, Lactobacil-lus brevis
W63, Lactobacillus casei W56,
Lactobacillus salivarius W24, Lactococcus
lactis W19 e Lactococcus lactis W5 | 2
vezes ao dia - 2,5 x 10° UFC/g / Melhora
no HOMA-IR e redugdo da adiposidade
abdominal. Sem efeito significativo sobre
os niveis de endotoxina circulante.

2017: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei e Bifidobacterium
bifidum / 2 x 10° UFC/g de cada / Melhora
na homeostase da  glicose e
biomarcadores de inflamacgao e estresse
oxidativo (glicose plasmatica em jejum,
insulina, HOMA-IR, HOMA-B, QUICKI,
HbA1c, hs-CRP, os niveis de MDA, SGA,
TIBC e TAC).

2018: Lactobacillus acidophilus liofilizado,
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium
bifidum e Bifidobacterium longum /1 x 10°
UFC para cada / Melhora do controle
glicémico com redugdo da glicose
plasmatica em jejum, dos niveis de
insulina de jejum, HOMA-IR, HbA1c e
melhora na sensibilidade insulinica. Sem
efeito significativo sobre HOMA-B.

2018: Lactobacillus acidophilus cepa ZT-
L1, Bifidobacterium bifidum cepa ZT-B1,
Lactobacillus cepa reuteri ZT-Lre e cepa
Lactobacillus fermentum ZT-L3 | 8 x10°
UFC dia (cada 2 x 10°) / Melhora do
controle glicémico e alguns marcadores

MOBINI et al., 2017. (Gotemburgo, Suécia)

TONUCCI et al., 2017. (Ceara, Brasil)

FIROUZI et al., 2017. (Malasia)

SABICO et al., 2017. (Arabia Saudita)

SOLEIMANI et al., 2017. (Kashan, Ira)
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de risco cardiometabdlico. Nao afetou a
expressao génica.

2019: Lactobacillus acidophilus - 2 x 10°
UFC, Lactobacillus casei -7 x 10° UFC,
Lactobacillus rhamnosus - 1,5 x 10°
UFC, Lactobacillus bulgaricus - 2 x 108
UFC, Bifidobacterium breve - 3 x 1010 | KASSAIAN et al., 2018. (Isfahan, Ird)
UFC Bifidobacterium longum - 7 x 10°
UFC, Streptococcus thermophilus - 1,5 x
10° UFC / Redugdo da glicose
plasmatica em jejum e no HDL. Sem
alteracdo significativa nos niveis de
insulina, triglicérides, colesterol total,
resisténcia insulinica, peso,
circunferéncia da cintura e IMC.

MAFI et al., 2018. (Kashan, Ira)

RAZMPOOSH et al., 2019. (Teera)

Legenda 2: UFC - unidades formadoras de col6nia; HDL-C - lipoproteina de alta densidade; LDL-C —
lipoproteina de baixa densidade; IMC — indice de massa corporal; HbA1c - hemoglobina glicada; DCA -
niveis séricos do acido biliar secundario (acido desoxicélico); HOMA-IR - modelo de homeostase de
avaliacdo da resisténcia a insulina estimada; HOMA-B - modelo de avaliagdo de homeostase-fungéo
estimada da célula b; QUICKI, indice quantitativo de verificagdo de sensibilidade a insulina; hs-CRP -
proteina C reativa de alta sensibilidade; MDA — malonaldeido; SGA - avaliagdo subjetiva global; TAC -
capacidade antioxidante total; TIBC - capacidade total de ligagéo do ferro.

Nessa pesquisa, foram analisados um conjunto de estudos especificos
relacionados ao uso de probidticos como terapia no DM, com intervengao do
grupo de probidticos comparado ao grupo placebo, totalizando 620 individuos
adultos de ambos o0s sexos nos estudos (SIMON et al, 2015;
FEIZOLLAHZADEH et al., 2016; MOBINI et al., 2017; TONUCCI et al., 2017;
FIROUZE et al., 2017; SABICO et al., 2017; SOLEIMANI et al., 2017; KASSAIAN
et al., 2018; MAFI et al., 2018; RAZMPOQOSH et al., 2019).

O estado nutricional dos individuos diabéticos depende entre outros

fatores das praticas alimentares e estilo de vida saudavel. Os maus habitos
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alimentares e o sedentarismo estdo associados a diversos prejuizos a saude,
entre eles, a obesidade, que tem sido apontada como um dos principais fatores
de risco para o desenvolvimento do diabetes tipo 2. Nesses individuos é
importante a analise do estado nutricional, o qual geralmente é avaliado pelo
indice de massa corporal (IMC), que relaciona o peso e altura. Os individuos que
apresentam IMC > 25 kg/m? tém risco aumentado a desenvolver DM2, portanto,
com o aumento do IMC, o risco de se desenvolver diabetes fica mais
pronunciado na medida em que o tecido adiposo atua aumentando a demanda
por insulina em pacientes com obesidade, criando resisténcia a insulina, o que
ocasiona aumento na glicemia e consequente hiperinsulinemia (SBD, 2019;
WHO, 2021).

Portanto, a maioria dos diabéticos tipo 2 tem algum grau de obesidade e
aqueles que nao apresentam obesidade pelos critérios normais de IMC,
geralmente apresentam uma concentragdo da gordura corporal na regido
abdominal. Essa patologia se caracteriza por uma evolugdo mais silenciosa,
podendo nao ser diagnosticada durante muitos anos, o que explica o estagio
avangado das complicacdes existentes (ADA, 2022a). Nessa pesquisa, pode-se
observar no quadro 2 que todos os estudos incluidos nessa revisao fizeram
intervengao com probidticos, a fim de alcancar melhora no perfil corporal e
melhora nos parametros bioquimicos dos individuos analisados. Dentre os
estudos, apenas um deles, realizado na Alemanha, com 21 participantes,
apresentou mudangas em que o grupo com obesidade teve IMC mais alto em
relacdo ao grupo magro (eutrofia), associado ao uso de probidticos (SIMON et
al., 2015). Todos os outros ndo apresentaram diferengas significativas nesse
quesito, associando o uso de probidticos e a melhora do estado nutricional.
Corroborando com nossos dados, outras revisdes levantaram resultados
similares (BEZERRA et al., 2016; TAO et al.,, 2020), as quais detectaram
nenhuma alteracao significativa no IMC ao suplementar os participantes com
probiéticos.

Existem inumeras formas de tratamento para portadores de diabetes,
como algumas terapias nutricionais, como o uso de probiéticos, que contribuem
positivamente para essa patologia. Os objetivos dessas terapias englobam a
melhora no quadro do indice glicémico, melhora na funcdo das células beta
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pancreaticas, assim como na producdao de insulina. Além disso, reduz a
resisténcia a insulina, promove a regulacdo do metabolismo das gorduras, do
estresse oxidativo, dos processos inflamatorios, e consequente melhora no peso
corporal e nas complicagbes micro e macrovasculares existentes (MIRMIRAN;
BAHADORAN; AZIZI, 2014). Portanto, as terapias nutricionais existentes tém
como base a melhora do estado nutricional do individuo, bem como a melhora
da saude e a qualidade de vida, além de contribuir na prevengao e tratamento
das complicagdes a curto e longo prazo e as comorbidades associadas ao
diabetes (WHO, 2021).

Com isso, € fundamental a implantagdo de estratégias terapéuticas que
beneficiem o diabético para melhoria do controle glicémico, do perfil lipidico além
do estresse oxidativo presente nessa doenca. Nesse sentido, sdo muitos os
efeitos benéficos em relagao uso de probidticos na prevengao e no tratamento
do DM, associado a modulacado da microbiota intestinal, da resposta imune e de
outros mecanismos (RAZMPOQOSH et al., 2016; RAZMPOOSH et al., 2019).
Nessa revisdo por sua vez, verificou-se muitos beneficios acerca do uso de
probidticos no diabetes, de forma isolada ou combinada. Dentre os estudos
apresentados nessa revisdo destaca-se o estudo de Tonucci e colaboradores
(2017), Soleimani e colaboradores (2017) e Kassaian e colegas (2018). No
estudo de Soleimani e colaboradores (2017) o uso de Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei e Bifidobacterium bifidum resultou na melhora da
homeostase da glicose e alguns biomarcadores de inflamagao e do estresse
oxidativo, com destaque em relagdo a glicose plasmatica em jejum, insulina,
HOMA-IR, HOMA-B, QUICKI, HbA1c e Proteina C Reativa.

No estudo de Kassaian e colegas (2018) houve intervengao com trés
grupos (placebo, probidtico e simbidtico) e concluiram que houve uma
significativa melhora glicémica feita pelo uso de probiéticos, principalmente com
0 uso dos simbidticos (probiodtico associado ao prebiodtico), em individuos pré-
diabéticos e que, portanto, a sua suplementacido atua como co-adjuvante no
controle glicémico em individuos com diabetes. Esse estudo em questao, revelou
resultados benéficos em alguns dos paradmetros analisados, tais como, a
melhora do controle glicémico com redugédo da glicose plasmatica em jejum,

melhora nos niveis de insulina de jejum, HOMA-IR, HbA1c e melhora na
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sensibilidade insulinica, com uso das cepas: Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium longum.

O estudo de Tonucci e equipe (2017), realizado no Brasil, também
demostrou efeitos efetivos acerca do uso de probidticos associados ao DM, com
0 uso de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium animalis subsp lactis. Apos
a ingestdo de leite fermentado acrescido de probidticos, concluiram que o
consumo dessas cepas gerou melhora no controle glicémico e além disso, em
relacédo ao perfil lipidico, mostrou que o consumo de leite fermentado acrescido
de probidticos evitou 0 aumento do colesterol total e do LDL-C, enquanto que os
individuos que consumiram apenas o leite fermentado tradicional observou-se
um aumento significativo no colesterol total e LDL-c. Portanto, de modo geral, o
estudo revelou melhoras no controle glicémico, redugdo dos niveis de
frutosamina e HbA1c, redugcdo do LDL, colesterol total e citocinas
antiinflamatorias. As pesquisas de Razmpoosh e colaboradores (2019)
mostraram efeitos positivos em alguns dos parametros analisados, com uma
reducao do HDL e da glicose plasmatica em jejum, apds uma intervencao de 6
semanas com uso de probiodticos. Um estudo feito na Malasia (FIROUZE et al.,
2017), apresentou uma melhora na HbA1c, na insulina de jejum e no HOMA-IR.

Os outros estudos inseridos no quadro 2 (SIMON et al.,, 2015;
FEIZOLLAHZADEH et al., 2016; MOBINI et al., 2017; SABICO et al., 2017; MAFI
et al., 2018) também apresentaram efeitos vantajosos em alguns dos parametros
analisados, porém esses estudos tiveram um menor destaque em relacdo aos
outros. O ensaio realizado na Alemanha (SIMON et al., 2015), apresentou uma
modulagao da secrecao de insulina, peptideo C e peptideos intestinais derivados
de pro-glucagon. Uma pesquisa no Ird, de Feizollahzadeh e colaboradores
(2016), resultou em uma alteragdo do perfil lipidico com reducdo do LDL e
aumento do HDL. Outro estudo na Suécia, de Mobini e colaboradores (2017),
revelou uma melhora na sensibilidade a insulina e dos niveis séricos do acido
biliar secundario (acido desoxicolico). Na Arabia Saudita, a pesquisa de Sabico
et al. (2017) apontou melhora no HOMA-IR e redugéo da adiposidade abdominal
e também no Ira, ensaio de Mafi e colegas (2018), indicou uma melhora do
controle glicémico, alguns marcadores de risco cardiometabodlico e sobre a

expressao génica relacionada ao estado metabdlico.
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Sabe-se que os principais efeitos benéficos da suplementacdo de
probidticos em diabéticos s&o a diminuicdo da glicemia de jejum e HbA1c
(OSTADRAHIMI et al., 2015) além da melhora da resisténcia a inulina (TAO et
al., 2020). As cepas de Lactobacillus e Bifidobacterium sao bastante estudadas
e ja tem constatado que a suplementagao auxilia na reducéo da resisténcia a
insulina e na melhora do perfil lipidico, diminuindo os niveis séricos de colesterol
total e de LDL-C e aumentando o de HDL-C (BEZERRA et al., 2016). Nesse
sentido, percebe-se que a glicemia de jejum, HbA1c, insulina e o perfil lipidico
sdo os parametros mais relevantes e significativos relacionados ao uso de
probiéticos no controle do diabetes.

Além de diversos beneficios encontrados, alguns estudos evidenciaram
parcialmente, efeitos nao efetivos em alguns parametros com a suplementacao
de probidticos no quadro DM. O ensaio de Mobini e colaboradores (2017)
levantou que a suplementacdo de probidticos, nao influenciou sobre a HbA1c,
sobre a esteatose hepatica e sobre adiposidade abdominal. No estudo de Simon
e colaboradores (2015), a sensibilidade a insulina e os parametros que
influenciam a sensibilidade insulinica (estresse oxidativo, massa corporal,
conteudo de gordura ectopica, inflamagéo sistémica) permaneceram inalterados.

Na pesquisa de Sabico e colaboradores (2017), poucos parametros foram
analisados, ndo apresentando nenhum efeito significativo sobre os niveis de
endotoxina circulante. De acordo com a intervencdo de Mafi e colaboradores
(2018), a expressao génica nao foi afetada, além disso, dentre os parametros
mais significativos, houve somente a melhora do controle glicémico.

Outros estudos como de Feizollahzadeh e colaboradores (2016),
constatou que nao houve efeito positivo sobre a adiponectina sérica, mediadores
inflamatdrios e a glicemia de jejum. Corroborando com esta revisdo, uma meta-
analise verificou que o uso de probidticos em diabéticos tipo 2 ndo mostrou uma
melhora significativa sobre a glicemia de jejum além de nao apresentar melhora
relevante nos niveis séricos de insulina (KASINSKA; DRZEWOQOSKI, 2015).

Analisando estes estudos e os efeitos esperados em cada aplicacéo de
cepa, sabe-se na literatura que as espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium
sao bastante utilizadas como probidticos, ao passo em que desempenham um
papel importante na melhoria da hiperglicemia com redug¢des na glicemia de
jejum e na pos-prandial, na hemoglobina glicada, nas concentracdes séricas de
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insulina e na resisténcia a insulina (RAZMPOOSH et al., 2016; GUARNER et al.,
2017).

As cepas utilizadas em intervengao levantadas nesta presente revisio,
foram dos géneros L. reuteri (SIMON et al., 2015; MOBINI et al., 2017; MAFI et
al., 2018), L. plantarum (FEIZOLLAHZADEH et al., 2016), Lactobacillus
acidophilus (TONUCCI et al., 2017; FIROUZE et al., 2017; SABICO et al., 2017,
SOLEIMANI et al., 2017; KASSAIAN et al., 2018; MAFI et al., 2018;
RAZMPOOSH et al., 2019), Lactobacillus lactis (FIROUZE et al., 2017),
Lactobacillus casei (FIROUZE et al., 2017; SABICO et al., 2017; SOLEIMANI et
al., 2017; RAZMPOQOSH et al., 2019), Lactobacillus brevis (SABICO et al., 2017;
RAZMPOOSH et al., 2019), Lactobacillus salivarius (SABICO et al., 2017),
Lactobacillus rhamnosus (RAZMPOQOSH et al., 2019), Lactobacillus bulgaricus
(RAZMPOOSH et al., 2019), Lactobacilus fermentum (MAFI et al., 2018),
Bifidobacterium bifidum (SABICO et al., 2017; SOLEIMANI et al., 2017,
KASSAIAN et al., 2018; MAFI et al., 2018), Bifidobacterium longum (FIROUZE
etal., 2017; KASSAIAN et al., 2018; RAZMPOOSH et al., 2019), Bifidobacterium
infantis (FIROUZE et al., 2017), Bifidobacterium lactis (SABICO et al., 2017;
KASSAIAN et al., 2018), e Streptococcus thermophilus (RAZMPOOSH et al.,
2019), predominando as cepas Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum e Lactobacillus casei.

Dentre os estudos dessa revisao sistematica, as principais cepas que
promoveram uma amplitude maior de beneficios no organismo dos portadores
de diabetes ou pré-diabetes foram: Lactobacillus acidophilus La-5 associado ao
Bifidobacterium animalis subsp lactis BB-12 (TONUCCI et al., 2017); assim como
Lactobacillus acidophilus com Lactobacillus casei e Bifidobacterium bifidum
(SOLEIMANI et al., 2017), além das cepas Lactobacillus acidophilus liofilizado,
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium bifidum e Bifidobacterium longum
(KASSAIAN et al., 2018).

Na intervengao realizada por Firouze e colaboradores (2017), foi testada
a hipétese de que a suplementagédo com multi-cepas (Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus  casei, Lactobacillus lactis,  Bifidobacte-rium  bifidum,
Bifidobacterium longum e Bifidobacterium infantis) ocasionaria a melhora do

controle glicémico. A pesquisa revelou que o efeito dos probidticos no DM parece
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ser mais relevante quando a suplementacéao é realizada com multi-cepas, isto €,
com um mix de cepas. No entanto, ressalta que mais estudos sédo requeridos
para definir quais as melhores cepas e as combinagdes indicadas no DM, qual a
melhor dose, que tempo é necessario para suplementagao e as interferéncias
que podem existir.

Ainda assim, a utilizagcdo de probidticos € considerado um instrumento
nutricional importante e promissor dentre inuUmeras op¢des para o tratamento do
diabetes. Dessa forma, pode-se observar que os estudos que utilizaram um mix
de probidticos como terapia do DM foram mais efetivos do que aqueles que
analisaram cepas isoladas (Quadro 2). Corroborando com essa afirmagéo, em
outros estudos e revisdes, ficaram constatados que a maioria dos ensaios
clinicos relatados ao longo dos anos utilizaram uma mistura de varios
probidticos, principalmente Lactobacillus spp. em combinagéo com outras cepas,
gerando beneficios especificos mediante o seu uso. Além disso, verificou-se que
ha uma complexidade para analisar a eficacia desses agentes, pelas
caracteristicas especificas da cepa e os resultados de um probidtico (ou
combinagao) nao poder ser extrapolado para outro. Dessa forma, os resultados
dos ensaios clinicos podem depender da concentragao e das medidas utilizadas
para garantir a “biodisponibilidade” da cepa (BEZERRA et al., 2016; GOMES et
al., 2014; GUARNER et al., 2017; MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2017; MARTINS;
BAPTISTA; CARRILHO, et al. 2018).

4. Conclusao

A presente revisao sistematica narrativa de ensaios clinicos oferece um
otimismo, porém comedido, em relagdo a suplementagdo de probidticos no
diabetes. As cepas dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium foram as que
demostraram efeitos mais significativos, além de predominarem nos estudos
dessa revisdo, assim como de outros estudos feitos ao longo dos anos. Os
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium podem ser atribuidos a efeitos benéficos
no tratamento do DM, bem como na prevengdao e/ou no tratamento de
complicagcbes associadas. A suplementacado de probidticos em individuos com
essa patologia auxilia na reducéo significativa da glicemia de jejum, HbA1c,
melhora da resisténcia a insulina, e na melhora do perfil lipidico, reduzindo os
niveis séricos de colesterol total e de LDL-C e aumentando o de HDL-C. Por
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outro lado, houve resultados mais efetivos quando se aplicou um mix de
probiéticos, mesmo a quantidade ndo sendo padronizada.

No entanto, existe a necessidade de mais pesquisas, principalmente com
periodo de duragao maior, a fim de levantar com maior evidéncia os resultados
descritos pelos estudos, controlando de forma mais eficiente as variaveis, como

por exemplo a quantidade de probidticos a serem prescritos.
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CAPITULO 7

Doenca celiaca: uma revisao sistematica sobre os efeitos da

intervengao terapéutica com probiéticos

Sueli Essado Pereira, Michelle Metsavaht Salomao.

https://doi.org/10.4322/mp.978-65-84548-09-1.c7

Resumo

A Doenca Celiaca (DC) é definida como uma enteropatia crénica do intestino
delgado, imunomediada, promovida pela presenga da proteina gliadina no trato
gastrintestinal do individuo geneticamente predisposto, sendo considerada uma
das causas mais frequentes de doencas crénicas ndo transmissiveis. Sabe-se
que os probidticos podem contribuir para digerir as proteinas do gluten em
pequenos polipeptidios ndo imunogénicos, diminuindo ou excluindo o gatilho
para o desenvolvimento da DC, além de outros beneficios. O objetivo foi analisar
a intervengao com probidticos na doenca celiaca, a fim de contribuir para um
protocolo mais eficiente no tratamento desse transtorno. Foi realizada uma
revisdo sistematica de artigos publicados entre 2013 e 2021, que resumiu em
evidéncias relacionadas ao impacto da administragao de probioticos na doenga
celiaca. Foram incluidos 10 estudos, sendo que a maior intervengao foi no
publico feminino (n= 1.281), variando a faixa etaria de 3 meses a 74 anos;
averiguou o uso do probidtico em criangas geneticamente suscetiveis (n=1);
observou o uso do simbiodtico em pacientes com DC (n=1); analisou os efeitos
do probidticos em pacientes com risco genético para DC (n=1). Os probidticos
sdo benéficos para pacientes celiacos e criancas geneticamente com risco
dessa doenga, associada a uma dieta sem gluten. Utilizando um mix de cepas,
o resultado é mais eficiente, reduzindo a producéao de citocinas pro-inflamatorias
e resposta imunoldgica periférica, e melhora sintomas como inchacgo,
constipacao, diarreia e disturbo intestinal ndo especificado nos pacientes com
DC com sintomas do tipo sindrome do intestino irritavel.

Palavras-chave: doencga celiaca, deficiéncias nutricionais, dieta livre de gluten,
disbiose, probioticos, microbiota.

1. Introducgao

De acordo com a Portaria 1149 de 11/11/2015 (BRASIL, 2015), que
aprova o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Doenga Celiaca (DC),
assim como o guia americano (RUBIO-TAPA et al., 2013), a DC é definida como

uma enteropatia cronica do intestino delgado, imunomediada, promovida pela
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presenca da proteina gliadina no trato gastrintestinal do individuo geneticamente
predisposto, sendo considerada uma das causas mais frequentes de doencas
cronicas ndo transmissiveis. Devido a lesdo ocasionada, o intestino delgado tem
sua area de absorc¢éo reduzida, assim como a produg¢ao de enzimas digestivas
e complexos transportadores na absor¢céo e carreamento de micronutrientes,
com maior énfase as vitaminas lipossoluveis, ferro, B12 e acido félico (GREEN;
KRISHNAREDDY; LEBWOHL, 2015).

Sapone e colaboradores (2012), relatam que as doengas relacionadas ao
trigo e derivados, principalmente a DC e a alergia ao trigo (WA), sdo mediadas
por ativagdo das células T na mucosa gastrointestinal. A DC €& uma doenca
autoimune também imunomediada por imunoglobulinas 1gG e IgA e células
mistas, cujos epitopos causadores dessa reacdo adversa no intestino delgado,
se repetem em proteinas homologas como gliadina (trigo) ou secalina (cevada)
ou hordeina (centeio), sendo que para o publico consumidor € conhecido com o
termo ‘gluten’, que engloba a presenga de qualquer uma dessas prolaminas e
respectivos epitopos alergénicos nos ingredientes de alimentos industrializados.
Por outro lado, o estudo de Baptista (2017), aponta que a sensibilidade ao gluten
nao celiaca (SGNC) é uma condicdo na qual os sintomas clinicos s&o
semelhantes aos da DC, porém n&o se trata de uma alergia e nem de uma
doenca autoimune e requer uma avaliagao precisa para detectar o diagndstico
decisivo.

Ferreira e Inacio (2018), afirmam que a DC esta ligada a genes de classe
Il do MHC (major complex of histocompatibility), HLA DQ8 e HLA DQ2 (95%),
localizados no cromossomo 6p21, contudo a predisposi¢cao genética para obter
a DC é de 40 a 36%. De acordo com esses autores, essa patologia prevalece
em pessoas com doengas autoimunes, sindromes genéticas como de: Down,
Turner e William, déficit de IgA, histérico familiar da mesma e principalmente
tireoidite e diabetes tipo | (DM1).

Analisando os contextos sobre a prevaléncia da DC, segundo Mocan e
Dumitrascu (2016), estd em cerca de 1% nas populacdes do EUA e da Europa,
e em paises da Europa do Norte é de 1,5%. No norte da Africa, Oriente Médio e
na india, a DC é comum, porém existem falhas para concluir o diagnéstico e a
conscientizacdo da existéncia da doenca. Uma populagdo da Africa de origem
berbere teve a maior prevaléncia de DC no mundo (5,6%), no entanto a razao
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desse indice nado é clara, mas as atuais mudancas na dieta por adotarem
padrées alimentares ricos em gluten e fatores genéticos, principalmente pela
consanguinidade existente nessa populagado podem ter desencadeado esse alto
nivel de DC. Ainda de acordo com esses autores, na Argentina, Australia e Nova
Zelandia a prevaléncia é muito alta, sendo baixa a prevaléncia de DC na Coréia
do Sul, Indonésia, Filipinas e muitas ilhas menores do Pacifico.

Observado por Castilhos e colaboradores (2015), um estudo multicéntrico
internacional informou que a prevaléncia de DC no mundo, com alta variagao
entre os paises é de 1%. Este estudo cita que no Brasil existem pesquisas onde
doadores de sangue, revelaram a variagdo entre: Brasilia (1:681), Curitiba
(1:417) e Ribeirdo Preto (1:214), além da prevaléncia ser mais alta em mulheres,
duas pacientes para cada homen. Por outro lado, os autores Machado e
colaboradores (2015), informaram que no Brasil a prevaléncia de DC é similar
aos paises desenvolvidos, variando de 0,15 a 1,94%. As regides Sul e Sudeste
tém a maior prevaléncia, que pode ser explicado pela forte colonizacéo europeia
e disponibilidade de exames para diagnaostico.

Considerando o contexto apresentado, fica claro que o consumo de
farinha de trigo vem aumentando e, da mesma forma, o crescimento da doenga
celiaca pelo mundo, muitas vezes de forma silenciosa nas populag¢des em geral.
Sendo assim, o objetivo dessa pesquisa foi levantar na literatura os estudos que
realizaram a intervengdo com probidticos junto aos cuidados nutricionais na
doenca celiaca, a fim de contribuir para um protocolo mais eficiente no

tratamento desse transtorno.

2. Métodos

Esse estudo propds uma revisio sistematica que levantou um resumo das
evidéncias relacionadas ao impacto da administracédo de probidticos na DC e em
pacientes geneticamente com risco de desenvolver DC. A pesquisa foi composta
por estudos feitos nos ultimos sete anos (2013 — 2020).

Foram utilizadas palavras-chave isoladas e combinadas entre si: doenga
celiaca, deficiéncias nutricionais, dieta livre de gluten, disbiose, probidticos,
simbidticos, microbiota celiac disease, deficiency diseases, diet, gluten-free,
dysbiosis, probiotics e symbiotic. Foi realizada pesquisas nas seguintes bases
de dados: Scientific Electronic Library Online (Scielo), U.S. National Library of



123

Medicine (PubMed) e Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude (LILACS), mediantes os portais da Biblioteca Virtual em Saude (BVS),
Google académico e Periddicos Capes, incluindo artigos do tipo observacional,
coorte e ensaio clinico. As revistas selecionadas foram aquelas que abordaram
o tema e séo classificadas pela plataforma Sucupira com Qualis acima de BS.
Os critérios de inclusdo dos artigos foram: aqueles realizados em
humanos e sem conflitos de interesse, a partir de 2013. Foram excluidos da
revisdo, os estudos feitos em animais e aqueles que foram publicados antes do
periodo proposto. Assim como artigos que nao possuiram textos completos ou

declararem conflitos de interesse.

Levantamento inicial utilizando descritores
e PORTAIS: BVS, CAPES, GOOGLE ACADEMICO
e BASE DE DADOS: Scielo, Medline e Pubed
e N= 129 estudos levantados nas bases de dados

g

Selegao por critérios de inclusao / exclusao

e Artigos excluidos realizados em animais (8)

e Estudos excluidos que nao sao artigos originais (33)

e Artigos excluidos por ndo se adequarem ao tema
proposto (78)

e Total excluido: 119 artigos

v

Selecionados para inclusao
e N= 10 estudos originais da revisado sistematica
e N=35 estudos citados na introducao e discussao afins
o N=45 Total geral de artigos citados nessa pesquisa

Figura 1. Diagrama do processo de selecdo de artigos no levantamento
realizado entre margo a setembro de 2020.

3. Resultados

Na busca de pesquisas pelos portais e base de dados referenciados, foi
considerado elegivel 10 estudos, citados e discriminados no Quadro 1. Nestes
inquéritos foram analisados 1.281 publico feminino e 892 masculinos, variando

a faixa etaria de 3 meses a 74 anos. Observou-se que em quatro estudos a
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intervengao com probidticos foi realizada em pacientes com DC divididos em
grupo probidtico e grupo placebo (SMECUOL et al., 2013; OLIVARES et al. 2014;
HARNETT; MYERS; ROLFE, 2016; FRANCAVILLA et al., 2019). Outros dois
estudos (KLEMENAK et al., 2015; QUAGLIARIELLO et al., 2016) analisaram
portadores de DC divididos em grupo probidético e grupo placebo e um grupo de
pessoas saudaveis para comparar os resultados obtidos. Enquanto uma
pesquisa (MARTINELLO; ROMAN; SOUZA, 2017) comparou os resultados de
pacientes celiacos e individuos saudaveis antes e apos a ingestao diaria de 100g
de iogurte contendo probidtico. Outro estudo (HAKANSSON et al.,, 2019)
averiguou o uso do probidtico em criangas geneticamente suscetiveis a DC.
Apenas um ensaio (DEMIROREN, 2020), observou o uso do simbidtico em
pacientes com DC. Os autores Hakansson et al. (2019), observaram os efeitos
do consumo de probidticos em pacientes com risco genético para DC, antes de
uma dieta livre de gluten (GFD).

Para fins de analise comparativa e criticas dos artigos, foi elaborado o
Quadro 2, onde evidencia de forma sumaria e organizada os resultados

apresentados nos estudos de intervencao do Quadro 1.

4. Discussao

O conceito da DC vem sendo definido ha 100 anos, e atualmente é
conhecida como um disturbio sistémico imunomediado, desencadeado por
prolaminas, a saber gliadina (trigo), secalina (cevada) ou hordeina (centeio), e
que envolve manifestagdes clinicas relacionadas a ingestdo dessas proteinas,
as quais sao denominadas pela industria alimenticia pelo termo gluten (HUSBY
et al., 2012; LUDVIGSSON et al., 2013; RADLOVIC, 2013; CERQUEIRA et al.,
2020).

Os probioticos sédo classificados como microrganismos vivos e quando
consumidos em quantidades ideais conferem beneficios aos individuos, por
produzirem substancias que bloqueiam a ag¢do dos patdogenos. Estas
propriedades degradam os receptores de toxinas, regula a imunidade e coloniza
microrganismos benéficos para a saude e para a DC (CHIBBAR; DIELEMAN,
2019; HILL et al., 2014). Apenas um estudo apresentado nesta reviséo
sistematica (UUSITALO et al., 2019) analisou a associag¢ao entre a exposi¢cao a

probidticos por meio de suplementos dietéticos ou férmula infantil até a idade de
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1 ano e o desenvolvimento de autoimunidade para doenga celiaca (CDA) e DC,
entre uma coorte de 6.520 criangas geneticamente suscetiveis.

Deste grupo analisado (UUSITALO et al., 2019), um numero de 1.212
criancas (18,6%) foi identificado como tendo CDA (43% masculino e 57%
feminino), sendo que 455 criangas (7,0%) foram diagnosticadas com doenca
celiaca (37% masculino e 63% feminino). Estes autores concluiram que a
suplementacado de probidticos nos primeiros anos de vida nao foi associada a
DC ou CDA, assim como afirmaram que os resultados em relagdo a exposi¢cao
aos probidticos durante as primeiras semanas de vida foi associada a um
pequeno aumento no risco de doencga celiaca e precisa de uma investigacao
mais profunda.

Nesta revisdo, os artigos originais incluiram tanto a faixa infanto-juvenil,
assim como adultos e idosos. Parte dos estudos (SMECUOL et al., 2013;
HARNETT; MYERS; ROLFE, 2016; MARTINELLO; ROMAN; SOUZA, 2017;
FRANCAVILLA et al., 2019), os participantes tinham entre 18 a 74 anos. Mas a
maioria deles (OLIVARES et al, 2014; KLEMENAK et al.,2015;
QUAGLIARIELLO et al., 2016; UUSITALO et al.,, 2019; HAKANSSON et al.,
2019; DEMIROREN, 2020), foi analisado um publico entre 3 meses a 19 anos.
Com o aumento da disponibilidade de métodos para o diagnostico da DC, como
a medicao dos niveis de producao de anticorpos anti-endomisio (EMA), gliadina
(AGA) e transglutaminase (tTG) nos individuos, foi possivel desenvolver testes
mais sensiveis e especificos que possibilita detectar a presenca da DC em
pessoas com risco de desenvolvé-la assim como aqueles que se enquadram no
grupo de assintomaticos, latentes e individuos saudaveis (ESTEVES, 2016;
SANTOS et al., 2014; ALMEIDA, 2012).

As manifestagdes clinicas da DC pode ser classificada em sintomatico e
assintomatico. A primeira pode ser caracterizada com quadros clinicos classico
e atipico. A forma classica pode se manifestar entre 6 e 18 meses de idade com
a introdugdo do gluten na alimentagao, apresentando principalmente sintomas
gastrointestinais como desnutricdo, diarreia, dor abdominal, sindrome de ma
absorcdo, perda de peso, atraso no crescimento e distensdo abdominal
(TORTORA et al., 2016).
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Quadro 1. Analise descritiva dos artigos originais (pesquisa em humanos) cujos

estudos avaliaram doenca celiaca e terapia com probidticos entre 2013 e 2020.

N / local
Autores, ano (cidade/estad
de Titulo e tipo de Tipo de pesquisa o (pais) Conclusodes dos
pesquisa estudos
Publicagio Publico-
alvo
SMECUOL et  Exploratory, Estudo exploratdrio, N= 22 Pacientes O probidtico analisado
al., 2013 Randomized, com DC ndo melhora alguns sintomas
Double-blind, randomizado, duplo-  Local: Buenos  tratada do clinicos e alteragdes
Placebo- cego Aires, hospital de imunolégicas, mas nao
controlled Study : Gastroentero altera o] processo
on the Effects of Argentina logia Dr. inflamatorio.
Bifidobacterium Carlos
infantis Natren Bondorino
Life Start Strain Udaondo.
Super Strain in
Active Celiac
Disease
OLIVARES et  Double-blind, Ensaio duplo cego N= 36 Criancas do  Os resultados sugerem
al., 2014 randomised, randomizado Hospital que a administragdo com
placebo- Local: Reus, Universitari o probiético pode
controlled Tarragona e Sant Joan melhorar o estado de
intervention trial Barcelona. (Reus, salde de pacientes com
to evaluate the Tarragona)e DC, com uma GFD,
effects of do Hospital promovendo beneficios
Bifidobacterium Universitari na reducdo de bactérias
longum CECT Sant Joan potencialmente pro-
7347 in children de Deu inflamatdrias, reduziu os
with newly (Barcelona) linfécitos T ativados e os
diagnosed com marcadores inflamatérios
coeliac disease. diagndstico (TNF-a).
British Journal of recente DC.
Nutritio
KLEMENAK et  Administration of  Estudo de N= 64 Criangas do O estudo mostrou que a
al., 2015 Bifidobacterium intervengéo duplo- ] departament intervengéo probidtica
breve Decreases  cego Local: Maribor, ¢ ge com cepas de B. breve
the Production of Eslovénia Pediatria, teve efeito positivo na
TNF-a in Centro redugdo da produgéo de
Children with Clinico citocina pré-inflamatéria
Celiac Disease Universitario TNF-a em criangas com
Maribor em DC em GFD. Apés 3
um periodo meses depois do
de Outubro tratamento os niveis TNF-
de 2013 a a aumentaram
junho de novamente.
2014.
HARNETT et Probiotics and Estudo de N=42 Pessoas A pesquisa mostrou que o
al., 2016 the Microbiome interveng&o duplo- com DC que tratamento n&o alterou de
in Celiac cego Local: - ainda forma significante as
Disease: A Australiae  gstavam contagens  microbianas
Randomised Nova Zelandia  gofrendo gastrointestinais nem os
Controlled Trial com os resultados dos exames
sintomas, bioquimicos.
apesar de

relatarem
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adesao a
uma GFD
nos ultimos
doze meses.

(Continuagao)

... Quadro 1 - Analise descritiva dos artigos originais (pesquisa em humanos) cujos estudos
avaliaram doenca celiaca e terapia com probiéticos entre 2013 e 2020.

QUAGLIARIE  Effect of Intervengéo duplo N= 56 Pacientes O estudo demonstrou que
LLO et al., Bifidobacterium cega controlada ] com DC do a administragdo de trés
2016 breve on the Local:nl\/!anbor, Departament meses  de cepas de B.
Intestinal Eslovénia ode breve pode tornar a
Microbiota of Pediatria, microbiota intestinal de
Coeliac Children Centro celiacos semelhante aos
on a Gluten Free Clinico individuos saudaveis.
Diet: A Pilot Universitario
Study
MARTINELLO Effects of Estudo N= 31 Participantes A suplementacdo com
etal, 2017 probiotic intake Experimental de com DC que probiéticos aumentou a
on intestinal intervengéo n&o Local: fazem parte da  contagem de
bifidobacteria of ~ randomizado Florian6polis, Associagéo bifidobactérias  fecais
celiac patients. SC, Brasil dos Celiacos dos celiacos, mas
do Brasil continuou inferior
(ACELBRA) quando comparados
que foram aos pacientes
recrutados saudaveis.
durante seus
encontros
mensais.
FRANCAVILL  Clinical and Estudo prospectivo  N=96 Pacientes A mistura de probioticos
Aetal., 2019 Microbiological duplo-cego, ) voluntarios das é eficaz para o)
Effect of a randomizado e Local= Bari, Unidades de tratamento em
Multispecies controlado com Castellana Gastroenterolo  pacientes com DC com
Probiotic placebo e Grotte (BA), gia da sintomas  do tipo
Supplementation  multicéntrico. Foggia e Universidade sindrome do intestino
in Celiac Patients Taranto de Bari, irritavel. Obteve melhora
With Persistent Castellana na dor, na modificagdo
IBS-type Grotte (BA), da microbiota intestinal e
Symptoms. Foggia e é benéfico em longo
Taranto com prazo, podendo ser
DC tratados favoravel também para
comuma dieta as manifestagbes gerais
sem gluten a que a doenca pode
mais de 2 gerar.
anos.
UUSITALO et  Early Probiotic Estudo de coorte N=6.520 6 centros de A suplementagéode
al., 2019 Supplementation  prospectivo pesquisa probioticos nos
and the Risk of Local: EUA e clinica primeiros anos de vida
Celiac Disease in na Finlandia, localizados no ndo foi associada a
Children at Alemgnha e Colorado, doenca celiaca ou na
Genetic Risk. Suécia Georgia e CDA. Os resultados em
Washington relagdo a exposicdo aos
nos EUA e na probiodticos durante as
Finlandia, primeiras semanas de
Alemanha e vida que foi associada a
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Suécia.
Recém-
nascidos com
critérios de
inclusdo com
base na
genotipagem
HLA.

um pequeno aumento
no risco de doenca
celiaca precisa de uma
investigagédo mais
profunda.

Continuacédo) ... Quadro 1 - Anadlise descritiva dos artigos originais (pesquisa em humanos) cujos estudos
avaliaram doenca celiaca e terapia com probiéticos entre 2013 e 2020.

HAKANSSON  Effects of Ensaio Clinico N=78 Criangas com A administracdo oral
etal., 2019 Lactobacillus Randomizado, . CDA em uma diaria do probiodtico
plantarum and Duplo-Cego, Local: Suécia dieta contendo  estudado pode modular
Lactobacillus Controlado por gluten que a resposta imunoldgica
paracasei on the  Placebo. foram testadas  periférica em criangas
Peripheral positivamente com CDA.
Immune para
Response in autoanticorpos
Children with tTG em um
Celiac Disease estudo de
Autoimmunity: A coorte de
Randomized, nascimento
Double-Blind, prospectivo.
Placebo-
Controlled
Clinical Trial.
DEMIROREN, Can a Synbiotic Estudo N= 82 Pacientes com Os pacientes do grupo
2020 Supplementation  observacional niveis simbidtico tiveram uma
Contribute to Local: Yildinm,  gjevados de reducéo significativa nos

Decreasing Anti-
Tissue
Transglutaminas
e Levels in
Children with
Potential Celiac
Disease?

Bursa, Turquia.

anti-tTG, mas
que ndo foram
histopatologica
mente
diagnosticados
com DC.

niveis de anti-tTG em
comparagdo com O
grupo controle.

Legenda: DC: Doenga Celiaca; GFD: Dieta livre de gluten; HLA: Antigeno Leucocitario Humano;

CDA: Autoimunidade para Doenga Celiaca.

Quadro 2. Sumario dos resultados levantados na revisao sistematica sobre

estudo da agao dos probidticos na terapia nutricional da doenca celiaca entre
2013 e 2020.

CRITERIOS
INVESTIGADOS

RESULTADOS ANALISADOS

REFERENCIAS

Numero total de artigos

da revisao

N total de individuos
investigados (F/M)

10

N Feminino: 1.281
N Masculino: 892

SMECUOL et al., 2013;
OLIVARES et al. 2014; ;
KLEMENAK et al., 2015;
HARNETT; MYERS; ROLFE,
2016; QUAGLIARIELLO et al.,
2016; MARTINELLO; ROMAN;
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SOUZA, 2017; FRANCAVILLA
etal.,, 2019; UUSITALO et al.,
2019; HAKANSSON et al.,
2019; DEMIROREN, 2020

Todos com DC divididos
em grupo probidtico e
placebo

2013: Total (N=22) todos com DC.
Divididos em grupo placebo (N=10) e
probidtico (N=12).

2014: Total (N=33) todos com DC.
Divididos em grupo probiético (N=17) e
grupo que recebeu placebo (N=16).

2016: Total (N=42) todos com DC.
Divididos em grupo probidtico (N=21) e
grupo placebo (N=21).

2019: Total (N=96). Divididos em grupo
probiéticos (N=41) e grupo placebo
(N=55).

SMECUOL et al., 2013;
OLIVARES et al. 2014;
HARNETT; MYERS; ROLFE,
2016; FRANCAVILLA et al.,
2019

Divididos em grupo DC
com probidtico e placebo
€ grupo com pessoas
saudaveis para comparar

2015: Total (N=64). Divididos em 3
grupos= pacientes com DC (N=46).
Divididos em 2 grupos probiético
(N=22) e grupo placebo (N=24). E o
grupo controle com pessoas saudaveis
(N=18) sem consumir probiotico ou
placebo.

2016: Total (N=56). Divididos em 3
grupos= grupo DC (N=40) divididos em
probiotico (N=20) e placebo (N=20) e
saudaveis (N=16) grupo controle

KLEMENAK et al., 2015;
QUAGLIARIELLO et al., 2016

Divididos em grupo com
DC recebendo probidtico
e grupo saudavel sem
placebo

2017: Total (N= 31). Divididos em 2
grupos: Grupo pacientes com DC e
consumo de probidtico (n=14) e grupo
pessoas saudaveis com consumo de
probiéticos ( n=17).

MARTINELLO;
SOUZA, 2017

ROMAN;

N&o foi dividido em grupo
placebo nem probiético

2019: Estudo de coorte (N=6.520) com
criangas geneticamente suscetiveis a
DC. Desses (N=1.667) utilizaram
probidticos no primeiro ano de vida.

UUSITALO et al., 2019

Pacientes com risco
génetico para DC, antes
do tratamento com dieta
sem gluten

2019: Divididos em 2 grupos: grupo
probiético (N=40) e grupo placebo
(N=38).

HAKANSSON et al., 2019

Todos com DC dividido
em grupo que recebeu
simbidticos e grupo que
nao recebeu

2020: Total (N=82). Grupo simbidtico
(N=41) e grupo que nao recebeu nada
(N=41)

DEMIROREN, 2020

anti-tTG
anti-

Niveis de
(anticorpos
transglutaminase
tecidual), apoés a

2013: Redugao das concentragdes de
anticorpos séricos nos pacientes que

SMECUOL et al., 2013;
HAKANSSON et al., 2019;
DEMIROREN, 2020
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suplementagao com receberam 0s  probidticos em
probidticos. comparagao ao grupo placebo.

2019: Nao houve diferenga geral nos
niveis medianos do autoanticorpo tTG
entre os dois grupos (placebo e
probiéticos).

2020: O grupo simbidtico teve uma
reducéo significativa nos niveis de anti-
tTG em comparagdo com o grupo
controle.

Faixa etaria / sexo mais 2013: 18 a 74 anos — feminino (82%) SMECUOL et al., 2013;
acometida (que ) . . OLIVARES et al. 2014;
participou da pesquisa)? 2014: 2 a 7 anos — feminino (58%) KLEMENAK et al., 2015;
2015: 1 e 19 anos — feminino (64%) ~ HARNETT; MYERS; ROLFE,
2016; QUAGLIARIELLO et al.,
2016: 18 e 70 anos — feminino (83%) 2016; MARTINELLO; ROMAN;
. SOUZA, 2017; FRANCAVILLA
2016: 1 a 19 anos — feminino (62%) etal, 2019: UUSITALO et al.,
2017: 18 a 60 anos — feminino (54%)  2019; HAKANSSON et al.,

2019; DEMIROREN, 2020
2019 : 18 a 63 anos — feminino (84%)

2019: 0,3 meses a 1 ano de idade —
feminino (59%)

2019: 3 a 7 anos de idade-masculino
(92%)

2020: 4 a 12 anos —feminino (51%)

Estado nutricional 2014: aumentos do percentil de altura OLIVARES et al. 2014;
(P = 0,048) no grupo B. longum CECT HARNETT; MYERS; ROLFE,
7347. Diferengas significativas nos 2016; HAKANSSON et al.,
aumentos percentuais de peso ndao 2019
foram detectadas (P =0 - 234).

2016: IMC nao diferiram
significativamente apds o tratamento.

2019: Nao teve diferenca entre grupo
placebo e probidticos (dados nao
apresentados).

Legenda: DC: Doencga Celiaca.

Por conseguinte, na forma atipica, os sintomas acontecem nas criancas
entre 5 e 7 anos de idade, nos adolescentes e adultos, apresentando distensao
abdominal, nauseas, vOmitos e constipacdo. A manifestacdo assintomatica,
também conhecida como silenciosa, é caracterizada pela auséncia de sinais e
sintomas, mas com positividade nos testes soroldégicos. Entretanto, a DC é

diagnosticada com mais frequéncia na infancia e na adolescéncia, mas pode se
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desenvolver em qualquer idade. Nos ultimos anos varios estudos relataram o
aumento da taxa de incidéncia da DC nos idosos, informando em algumas
situagdes a demora no diagnéstico é justificada pela faixa etaria com baixo indice
de suspeita e os sintomas sao relacionados a outros problemas, por exemplo,
as doencgas autoimunes, neoplasias, sindrome do intestino irritavel, anemia, e
alteragbes nos habitos intestinais (SANTOS; RIBEIRO, 2019; DOMINGUES,
2017).

Quanto ao diagndstico, apenas trés autores (SMECUOL et al., 2013;
HAKANSSON et al., 2019; DEMIROREN, 2020), analisaram os niveis de anti-
tTG (anticorpos anti-transglutaminase tecidual) na populacdo estudada, apds a
suplementagdo com probiéticos. O estudo de Smecuol e colaboradores (2013),
teve o objetivo de analisar os marcadores imunoldgicos inflamatérios presentes
nos celiacos antes do tratamento com probiéticos e uma GFD avaliando se
houve alguma alteracdo apds o tratamento de 3 semanas com probidticos.
Dessa forma, a analise final concluiu que as concentracdes de anticorpos séricos
foram reduzidas nos pacientes que receberam os probidticos em comparagao ao
grupo placebo, mas que € necessario realizar mais testes com um numero maior
de participantes e verificar se apdés um periodo sem utilizar a suplementacao os
efeitos ainda vao ser positivos. Por outro lado, o estudo de Hakansson et al.
(2019), comparou os niveis de autoanticorpos tTG na populacéo estudada apos
a suplementacgao de probidticos, concluindo que nao houve diferenga geral nos
niveis medianos do autoanticorpo tTG entre os dois grupos (placebo e
probidticos) ao longo do tempo, embora a diminuigdo nos niveis fosse mais forte
para IgA-tTG do que para IgG-tTG. O terceiro estudo (DEMIROREN, 2020),
analisou os niveis de anti-tTg apos 2 a 6 meses de suplementacgao, concluindo
que os pacientes do grupo simbidtico tiveram uma reducdo significativa nos
niveis de anti-tTG em comparagdo com o grupo controle, observando que os
pacientes que a avaliagao histopatolégica ndao confirmou o diagndstico de DC e
apresentam niveis elevados de anti-tTG, podem utilizar simbioticos para diminuir
os niveis de anti-tTG que sao pro-infamatodrias. Nesse sentido, a patogénese da
DC envolve fatores genéticos, imunolégicos e ambientais. Quando a patogénese
da DC é desencadeada pela presenca do gluten resulta na defesa do sistema
imunolégico, que o reconhece como um patégeno. Em condigdes normais o

epitélio intestinal € impermeavel a macromoléculas como as proteinas do gluten,
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e algumas jungdes celulares funcionam como barreira para essas moléculas.
Nos celiacos a permeabilidade intestinal € aumentada, estimulando o sistema
imune inato a gerar uma resposta inflamatoria e produ¢cdo de autoanticorpos
destruindo a superficie de absor¢ao das células da mucosa duodenal encurtando
as microvilosidades desenvolvendo como consequéncia a atrofia total ou
subtotal da mucosa do intestino delgado proximal. Essa resposta imune
adaptativa permite a classificacdo da DC como doenga autoimune pela
comunidade cientifica, contribuindo também para o desenvolvimento dos
sintomas da ataxia ao gluten e manifestagbes de sintomas extraintestinais
(ESTEVES, 2016; CAMPOS et al., 2018; SILVA, 2017; KAUKINEN; MAKI, 2014;
LEBWOHL; SANDERS; GREEN, 2018; LEONARD et al., 2017).

Outro aspecto analisado por alguns estudos foi o estado nutricional dos
participantes apds o tratamento com probiéticos. De acordo com Olivares e
colaboradores (2014), o grupo que recebeu probidtico teve aumento do percentil
de altura (P = 0,048), mas nao obteve diferengas significativas nos aumentos
percentuais de peso. Assim como o estudo de Harnett e colaboradores (2016),
os resultados do indice de massa corporal (IMC) final nao diferiram
significamente apos o tratamento. O estudo de Hakansson e colaboradores
(2019), concluiram que os dados antropométricos (peso e altura) ndo foram
diferentes entre o grupo placebo e probiotico, porém os dados nido foram
apresentados na pesquisa. Os sintomas extraintestinais na DC podem variar em
gravidade, podendo estar entre estes sintomas clinicos a perda de peso e o
déficit no crescimento. Entretanto, alguns estudos revelou o aumento do numero
de criangas, adolescentes e adultos com sobrepeso e obesidade no momento
de diagnéstico da DC. Indicando que esses dados coincidem com as
caracteristicas da populagdo em geral dos paises subdesenvolvidos. Por outro
lado, a baixa estatura € a manifestagao extraintestinal mais comum em criancas
por apresentar um grau de atrofia das vilosidades mais grave em comparagao
aos pacientes com manifestagdes gastrointestinais ou assintomaticos. Em geral,
dentro de 24 meses apos o inicio de uma GFD as criangas celiacas com baixa
estatura devem recuperar a altura adequada, quando a baixa estatura é
persistente mesmo apds a GFD, provavelmente essas criangas possuem outras
morbidades associadas, como doenca infamatéria intestinal, aversao alimentar,

deficiéncia do hormonio do crescimento e sindrome de Turner. No entanto, se o
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diagnostico da DC for apés a puberdade a chance de recuperagdo do
crescimento &€ menor, sendo necessario tratamentos alternativos (SHAHRAKI;
SHAHRAKI; HILL, 2018; SIQUEIRA et al., 2014; JERICHO; GUANDALINI,
2018).

Atualmente o principal tratamento para a DC é a exclusédo das proteinas
gliadina, secalina e a hordeina da dieta, e em pouco mais da metade dos estudos
analisados (KLEMENAK et al.,, 2015; HARNETT; MYERS; ROLFE, 2016;
QUAGLIARIELLO et al.,, 2016; MARTINELLO; ROMAN; SOUZA, 2017;
FRANCAVILLA et al., 2019), citados nos Quadros 1 e 2, todos os participantes
com DC eram tratados com uma GFD, antes da suplementag&o de probidticos.
A pesquisa do Smecuol et al. (2013), os participantes tinham uma dieta contendo
gluten com consumo de pelo menos 12g por dia, com o objetivo de averiguar se
os probidticos utilizados pelos participantes na pesquisa iriam tratar ou melhorar
os problemas ocasionados pela DC. Os estudos analisados por Hakansson et
al. (2019) e Demiroren (2020), os participantes da pesquisa ndo estavam em
tratamento com uma GFD, com o objetivo de avaliar o efeito do suplemento com

probidtico em pacientes geneticamente com risco de desenvolver DC.

Tabela 3. Tipos de probidticos utilizados nos estudos da revisdo sistematica com

principais caracteristicas analisadas.

PROBIOTICOS: TIPOS QUANTIDADE/ REFERENCIAS

DURACAO

Bifidobacterium infantis natren life start
strain super strain (Lifestart 2), (2 x 10°
unidades formadoras de coldnia por
capsula)

2 capsulas 3 vezes ao dia
antes das refeigdes (café
da manha, almoco e
jantar) por 3 semanas

SMECUOL et al.
2013

Bifidobacterium longum CECT 7347 (10°
unidades formadoras de coldnia/ capsula
por dia).

1 capsula por dia por 3
meses

OLIVARES et al.
2014

Mistura de 50% Bifidobacterium breve 2g de po6 contendo os KLEMENAK et
BRO3 e 50% B. breve B632 (2 x 10° probidticos, ingeridos al., 2015
unidades formadoras de coldnias). antes do café da manha

por 3 meses.
Mistura de bactérias probioticas contendo 1 saché por via oral com HARNETT;

450 mil milhdes de bactérias liofilizadas
viaveis de Streptococcus thermophilus,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium infantis,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus

agua ou suco nas
refeicdes da manha e da
noite por 3 meses.

MYERS; ROLFE,
2016
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plantarum, Lactobacillus paracasei, e
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Mistura de 2 cepas, B. breve BR03 (DSM

2 g de p6 ingeridas no café

QUAGLIARIELLO

16604) e B. breve B632 (DSM 24706) da manhad durante trés etal., 2016
(1:1), administrada como p¢ liofilizado em meses.

uma dosagem diaria de 10° Unidades

formadoras de colénias (UFC) de cada

cepa.

Concentracdo de 108 UFC de Lactobacillus Ingestdo diaria de 100g do MARTINELLO;

acidophilus e Bifidobacterium lactis.

iogurte com os porbidticos
por 30 dias.

ROMAN; SOUZA,
2017

Mistura de 5 cepas de bactérias de acido
lactico e bifidobactérias: Lactobacillus casei
LMG 101/37 P-17504 (5 x 10° UFC/saché),
Lactobacillus plantarum CECT 4528 (5 x
10° UFC/saché) , Bifidobacterium animalis
subsp. lactis Bi1 LMG P-17502 (10 x 10°
UFC/saché), Bifidobacterium breve Bbr8
LMG P-17501 (10 x 10° UFC/ saché),
B.breve BI10 LMG P-17500 (10 x 10°UFC/
saché).

1 saché com probidticos
uma vez por dia por 6
semanas.

FRANCAVILLA et
al., 2019

Lactobacillus reuteri e L. rhamnosus,
embora 17% das familias ndo conseguiram
identificar a marca dos probidticos que
usaram.

Primeiro ano de vida.

UUSITALO et al.,
2019

1079 UFC / dia de bactérias liofilizadas L.

1,0g do saché com os

HAKANSSON et

plantarum HEAL9 (DSM 15312) e L. probidticos uma vez ao dia al., 2019
paracasei 8700: 2 (DSM 13434). por 6 meses.

Incluiu probiéticos multi-cepas (NBL Dose diaria do simbiético DEMIROREN,
Probiotic Gold cachet; Nobel, Istanbul, por 20 dias. 2020

Turkey; incluindo 2,5 x 10° UFC de
bactérias vivas: Enterococcus faecium ,
Lactobacillus acidophilus , L. rhamnosus ,
Bifidobacterium bifidum , B. longum , 625
mg de frutooligossacarideo e vitaminas A,
B1, B2 e B6.

A GFD deve ser definitiva e permanente, com a possibilidade de reverter

as manifestagdes clinicas e as patologias associadas prevenindo complicagdes

a longo prazo nos celiacos, mas pode desencadear deficiéncias em calcio,

vitamina B12, vitamina C, folato, magnésio, zinco, selénio, ferro, folato, proteinas

e fibras e maior ingesta de gordura, agucares, sddio e carboidratos. Dito isso, o

tratamento para DC deve ser individualizada e monitorada considerando as

necessidades nutricionais, idade, sexo, situagao fisiopatoldgica, etapa evolutiva
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da doenca e o estado de gravidade do paciente (CUNHA; CARNEIRO; AMIL,
2013). Deve-se observar se os sintomas estdo sendo persistentes ou evoluindo
para uma doencga celiaca refrataria (DCR) tipo 1 ou tipo 2, quando o paciente
nao responde ao tratamento direcionado para a DC (RUBIO-TAPIA et al., 2013;
SANTOS; RIBEIRO, 2019; TEIXEIRA, 2012; ALCANTARA et al., 2018;
LERNER; O'BRYAN; MATTHIAS, 2019; MELINI; MELINI, 2019).

Atualmente além da suplementacdo das possiveis deficiéncias
nutricionais nos celiacos, vem sendo pesquisado a suplementagcdo de
probidticos nessa populagao. Nos pacientes celiacos a microbiota intestinal esta
envolvida na progressao, patogénese e apresentacgao clinica da doenca. Nesse
sentido, os probidticos podem contribuir para digerir as proteinas do gluten em
pequenos polipeptideos ndo imunogénicos, diminuindo ou excluindo o gatilho
para o desenvolvimento da DC. Além de manter a barreira intestinal impedindo
a passagem de polipeptideos imunogénicos a lamina propria intestinal e contribui
para a homeostase da microbiota intestinal e regular a resposta imune inata e
adaptativa do organismo (CHIBBAR; DIELEMAN, 2019; CRISTOFORI et al.,
2018). Nesta revisao os estudos analisados utilizaram diferentes tipos de cepas
bacterianas, apresentados de forma sumaria no Quadro 3. O estudo Smecuol et
al. (2013) utilizou o probidtico Bifidobacterium infantis natren life start strain super
strain (Lifestart 2), (2x10° unidades formadoras de colbnia por capsula). Os
pacientes receberam 2 capsulas da suplementacdo 3 vezes ao dia, por 3
semanas, com uma dieta contendo pelo menos 12g de gluten por dia,
demonstrou melhora alguns sintomas da DC nao tratada, como a constipacéo,
indigestao e refluxo gastroesofagico. Produz algumas alteragcées imunoldgicas,
mas nao modificam o processo inflamatério sendo necessario maior
investigacdo. O estudo Olivares et al. (2014), verificou os efeitos do probidtico
Bifidobacterium longum CECT 7347 (10° unidades formadoras de col6nia)
diariamente por 3 meses juntamente com uma GFD, em criangcas com DC
diagnosticadas recentemente. Concluindo que houve beneficios na redugao de
bactérias potencialmente pré-inflamatérias, reduziu os linfocitos T ativados além
de diminuir os marcadores inflamatérios (TNF-a) que podem contribuir para a
melhora da homeostase imunolégica em pacientes celiacos. A pesquisa de
Klemenak et al. (2015), teve como base de estudo duas cepas probioticas
Bifidobacterium breve BR0O3 e B.breve B632 (2x10° unidades formadoras de
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colbnias) testado por 3 meses em criangas que diariamente ingeriam as culturas
probiéticas uma vez ao dia, concluindo que a intervencgao probidtica com cepas
de B. breve teve efeito positivo na redugcdo da producédo de citocina pro-
inflamatéria TNF-a na populagdo analisada, mas apés um periodo sem o
tratamento do probidtico a citocina aumentou novamente.

Outra pesquisa (HARNETT; MYERS; ROLFE, 2016), misturou bactérias
probidticas contendo 450 mil milhdes de bactérias liofilizadas viaveis de
Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium infantis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paracasei, e Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus em um
saché para os participantes diagnosticados com DC tomarem duas vezes ao dia
por 12 semanas, concluindo que nao houve alteragdes significantes na
microbiota medida nesta populagdo. Em contraste, Quagliariello et al. (2016),
utilizou uma formulagéo contendo B. breve BR03 (DSM 16604) e B. breve B632
(DSM 24706) (1: 1), administrado na forma de po liofilizado em uma dosagem
diaria de 10° UFC de cada cepa em pacientes celiacos diariamente por 3 meses.
Concluindo que a administracdo dos probidticos analisados pode tornar a
microbiota intestinal de celiacos semelhante aos individuos saudaveis,
restaurando a quantidade de algumas comunidades microbianas que sao
importantes para as condigdes fisioldgica normais. Outro ensaio (MARTINELLO
et al., 2017), analisou a suplementacao de probidticos em celiacos apds o
consumo diario de 100g de iogurte contendo 108 UFC de Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium lactis por 30 dias. Concluindo que a
suplementagao aumentou significativamente o numero de bifidobactérias nas
fezes dos celiacos, mas nao foi suficiente para atingir a concentragdo encontrada
em individuos saudaveis, o resultado do ph fecal de ambos os grupos nao foram
significativamente diferentes. Enquanto que outro estudo (FRANCAVILLA et al.,
2019), avaliou os efeitos da misturara de 5 cepas de bactérias de acido lactico e
bifidobactérias: Lactobacillus casei LMG 101/37 P-17504 (5%x10° UFC/saché),
Lactobacillus plantarum CECT 4528 (5x10° UFC/saché) , Bifidobacterium
animalis subsp. lactis Bi1 LMG P-17502 (10x10° UFC/saché), Bifidobacterium
breve Bbr8 LMG P-17501 (10x10° UFC/ saché), B. breve BI10 LMG P-17500
(10x10° UFC/saché) por 6 semanas em pacientes diagnosticados com DC com
adesdao a uma dieta GFD com manifestagdes clinicas do tipo sindrome do
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intestino irritavel (Sll). A analise final do estudo concluiu que o tratamento pode
ser benéfico caracterizado pelo aumento de bifidobacteiras na microbiota
intestinal, melhorando a gravidade dos sintomas (inchago funcional, constipagéo
funcional, diarreia funcional e disturbio intestinal ndo especificado).

Os autores da pesquisa Uusitalo et al. (2019), analisaram criangas
geneticamente suscetiveis a DC e DM1 que utilizaram Lactobacillus reuteri e
Lactobacillus rhamnosus no primeiro ano de vida. Concluindo que a
suplementacao de probioticos no primeiro ano de vida ndo possui associagao
protetora para desenvolver autoimunidade para DC ou doenga celiaca em
criangcas com risco aumentado de DM1 e DC. Em um estudo também citado na
tabela 1 (HAKANSSON et al., 2019), avaliou os efeitos do suplemento alimentar
probiético contendo cepas selecionadas de Lactobacillus de duas espécies
diferentes, L. plantarum (cepa HEAL9) e L. paracasei (cepa 8700: 2) por seis
meses, em criangas geneticamente com risco de desenvolver DC que foram
testadas positivamente para autoanticorpos de transglutaminase tecidual (tTG),
sem uma dieta GFD. Esse estudo concluiu que a administragdo dos probioticos
analisados pode modular a resposta imunoldgica periférica em criangas com
CDA. Por ultimo, outro estudo mais atual (DEMIROREN, 2019), avaliou
pacientes com niveis elevados de anti-tTG, mas que n&o foram
histopatologicamente diagnosticados com DC, sem terapia nutricional com GFD.
O tratamento com grupo simbidtico foi com multi-cepas NBL Probiotic Gold
cachet; Nobel, Istanbul, Turkey; incluindo 2,5%x10° UFC de bactérias vivas
incluindo: Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus, L.
rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, B. longum, 625mg de frutooligossacarideo
e vitaminas A, B1, B2 e B6 por 20 dias. Os resultados desse estudo mostraram
que os niveis de anti-tTG diminuiram significativamente no grupo simbidtico em
comparagao com o grupo controle.

Os estudos analisados apresentaram limitagdes quanto ao pequeno
tamanho da populacdo estudada, os efeitos em longo prazo, duragdo de
tratamento relativamente curta para detectar efeitos clinicos, além de néao
avaliarem os fatores responsaveis, quando os resultados ndo foram positivos,
deixando questdes que precisam ser consideradas para analise em estudos de

acompanhamento mais longos.
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5. Conclusao

Os resultados apresentados nesta revisdo podem concluir que a
suplementacao de probidticos possui efeitos benéficos tanto em pacientes com
DC como em criangas geneticamente com risco de desenvolver DC,
principalmente associada com uma GFD. Foi observado que ao utilizar mix de
cepas com probidticos o resultado € mais eficiente reduzindo a producao de
citocinas pro-inflamatorias e a resposta imunologica periférica, podendo tornar a
microbiota intestinal dos celiacos semelhantes aos individuos saudaveis,
aumentando a contagem de bifidobactérias fecais nos celiacos e melhorando
sintomas como inchago, constipacdo, diarreia e disturbo intestinal n&o
especificado nos pacientes com DC com sintomas do tipo sindrome do intestino
irritavel. As cepas mais utilizadas foram Bifidobacterium breve, B. longum,
Lactobacillus plantarum, L. paracasei e L. acidophilus. Entretanto, mais
pesquisas sao necessarias para desenvolver recomendacgdes dietéticas
especificas para pacientes celiacos, quais cepas de probidticos utilizar e avaliar

o equilibrio de outras bactérias.
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CAPITULO 8

Probiéticos na terapia da candidiase vulvovaginal recorrente
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Resumo

A candidiase vulvovaginal (CVV) é caracterizada por um processo infeccioso
causado pelo crescimento desordenado e excessivo de fungos de diferentes
espécies do género Candida no trato geniturinario inferior feminino que acomete
principalmente a vulva e a vagina. A patogenicidade da C. albicans € medida por
varios fatores de viruléncia e pela interagcdo com o sistema imunolégico do
hospedeiro, sendo fundamental serem identificados para ter sucesso no
tratamento. Tem-se observado um grande interesse na utilizagdo de lactobacilos
em relacdo a manutencdo da saude vaginal, visto que os probidticos podem
apresentar efeito indireto no tratamento e na prevencdo da candidiase
recorrente. O objetivo desse trabalho foi identificar na literatura os efeitos
benéficos de probidticos especificos que tratam a CVV e nos casos recorrentes.
Foi realizada uma revisao sistematica utilizando as principais bases de dados
disponiveis: Scientific Electronic Library Online (Scielo), U.S. National Library of
Medicine (PubMed) e Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude (LILACS), mediantes os portais da Biblioteca virtual em Saude (BVS) e
Periddicos Capes, com artigos em humanos, de 2009 a 2020. Em diversos
estudos levantados o tratamento da CVV com probidticos teve resultados
positivos, cujo mix de cepas aplicado foi eficiente tanto nos aspectos de cura da
sintomatologia da doenga quanto evitar a recorréncia da mesma. Concluiu-se
por meio deste estudo que os probidticos apresentam efeitos coadjuvantes no
tratamento para candidiase vaginal e também de repeti¢ao, cujos estudos foram
realizados com cepas especificas do género Lactobacilos, auxiliando ainda no
tratamento medicamento a base de antifungico.

Palavras-chave: candidiase vulvovaginal; leveduras; probiéticos; Lactobacillus;
Bifidobacterium.

1. Introdugao

A candidiase vulvovaginal (CVV) é caracterizada por um processo
infeccioso causado pelo crescimento desordenado e excessivo de fungos de
diferentes espécies do género Candida no trato geniturinario inferior feminino

que acomete principalmente a vulva e a vagina. O género Candida pertence a
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classe Ascomycetes e a familia Saccharomycetaceae, ou seja, um fungo diploide
assexual e dimérfico. Dependendo das condigdes ambientais pode existir como
levedura unicelular em forma oval com brotamento (blastosporo e clamidosporo),
bem como em diferentes formas filamentosas denominadas hifas e pseudohifas
(THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011). Clinicamente ha um maior interesse
nas subespécies de Céandida albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e
C. ftropicalis, visto que sao as responsaveis pela maioria dos casos
diagnosticados em ginecologia, apresentando preocupagao entre o0s
profissionais de saude diante do grande numero de casos de recorrentes
(MATEO, 2017; SALAZAR et al., 2020).

A sintomatologia entre as espécies citadas € muito semelhante, sendo
caraterizada pela ocorréncia de prurido vulvar intenso, ardéncia, eritema,
fissuras vulvares, edema, dispareunia de introito vaginal, disuria externa. A
presenga de corrimento vaginal branca que se assemelha a leite coalhado
espesso e inodor também e bastante frequente podendo aparecer pontos
branco-amarelados na parede vaginal e do colo uterino (FEUERSCHUETTE et
al., 2010; FEBRASGO, 2010; RODRIGUES et al., 2013; SOARES et al., 2019).

A patogenicidade da C. albicans é medida por varios fatores de viruléncia
e pela interagdo com o sistema imunoldgico do hospedeiro. Estes fatores de
viruléncia sdo essenciais para determinar o papel de patdégenos oportunistas nas
infe¢cdes. C. albicans interage com as células epiteliais em termos de adesao,
invasao e dano celular (WEINDL; WAGENER; SCHALLER, 2010; SALAZAR et
al., 2020).

Alguns fatores de risco potenciais para a CVV tém sido descritos na
literatura, incluindo o uso de antibiéticos sistémicos ou topicos, contraceptivos
orais de altas doses, terapias de reposicdo hormonal, presenca de diabetes
mellitus, gravidez, uso de roupas justas e/ou sintéticas, absorventes internos,
além de deficiéncias imunolégicas especificas. Especula-se também que habitos
higiénicos inadequados podem ser possiveis fatores da contaminacao vaginal
causada pela candida (FIRINU et al., 2011; SOUZA, 2017).

De acordo Andrés (2014), a Candida albicans representa 80 a 92% dos
casos clinicos relatados, podendo o restante ser devido as espécies ngo albicans
(C. glabrata, tropicalis, Krusei, parapsilosis e Saccharomyces cerevisae).

Durante a vida reprodutiva, 10 a 20% das mulheres podem ser diagnosticadas
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com Candida sp, assintomaticas. Outro estudo do mesmo autor (ANDRES,
2015) mostra que a candidiase invasiva representa 10% dos casos de infec¢des
adquirida nos hospitais sendo que essa porcentagem representa infecgéo
invasiva nosocomial, dessas, 30 a 35% representam C. albicans como agente
etioldgico predominante isolados de amostrar clinicas encontrados em 45 a 70%
das amostras clinicas e hemoculturas.

Quanto ao tratamento, tem-se observado um grande interesse na
utilizagao de lactobacilos em relagdo a manutencéao da saude vaginal, visto que
os probidticos podem apresentar efeito indireto no tratamento e na prevencao da
candidiase recorrente (ETGETON et al., 2011). A palavra probiético é derivada
de duas palavras gregas Pro e Bio que tem como significado “para a vida”.
Define-se a palavra probidtico como “microrganismos vivos” que possuem
efeitos positivos no hospedeiro e resulta em saude quando administrado em
quantidades ideais (DAVAR et al., 2016).

Nos ultimos anos, houve significativos avangos cientificos no mercado
alimenticio com o desenvolvimento de alimentos funcionais, dentre os quais se
destacam os probidticos e prebidticos (FONSECA; COSTA, 2010; FIRMIANO et
al., 2020). Com intuito de aderir a uma vida melhor e saudavel, as pessoas
encontram disponiveis os alimentos funcionais que promovem varios beneficios
a saude, fornecendo os nutrientes necessarios para prevengao de doencas.
Esses alimentos aprimoram a missao dos processos fisioldgicos, e conservam o
equilibrio da microbiota intestinal (PEDRO, 2019).

Define-se os prebidticos como substancias fermentaveis, nao digeriveis
que promovem o desenvolvimento seletivo e ativa o metabolismo de bactérias
benéficas no trato intestinal, especialmente as bifidobactérias. A agregagao entre
prebidticos e probidticos constituem os simbidticos, sendo indicados por
favorecer o desenvolvimento de microrganismos benéficos (TSUTSUMI et al.,
2011). No entanto, o desequilibrio da microbiota intestinal € conhecido como
disbiose, podendo afetar o estado de saude do ser humano, englobando tanto o
sistema imunoldgico quanto o trato urogenital feminino visto que a microbiota
intestinal € constituida por bactérias, fungos, virus e elementos genéticos
indispensaveis a saude pois, desenvolve o sistema imunolégico exercendo
fungcdes metabdlicas e atuando quando em equilibrio como barreira protetora
contra a invasao de patégenos (PALUDO; MARIN, 2018).
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Ja a microbiota vaginal em seu estado normal € composta em sua grande
parte por lactobacilos produtores de perdxido (bacilos de Doderlein) que possui
a funcao de formar acido latico a partir do glicogénio. Lactobacilos s&o incluidos
na manutengao da microbiota vaginal em equilibrio prevenindo o crescimento de
organismos patogénicos e oportunistas. Para que os lactobacilos predominem
na flora, é fundamental manter acido o pH da regi&o entre 3,5 e 4,5 (ETGETON
et al., 2011).

Considerando este contexto, o objetivo desta pesquisa foi identificar na
literatura os efeitos benéficos de probidticos especificos que tratam a candidiase

vulvovaginal (CVV) recorrente.

2. Métodos

Esse estudo propds uma revisao sistematica integrativa, que teve como
objetivo levantar um resumo das evidéncias relacionadas ao uso de probioticos
relacionados a disbiose intestinal associada a candidiase considerando seus
efeitos na prevencao e no tratamento de doengas oportunistas, de acordo com
os objetivos propostos. A pesquisa foi composta por estudos realizados em
humanos entre os anos de 2009 a 2020.

Foram utilizadas palavras-chave isoladas e combinadas entre si:
Candidiase, candida albicans, disbiose, microbiota, probidticos, suplementacao
de probidticos, probidticos e sua relacdo na prevengao e no tratamento de
patologias bem como seus beneficios ao seres humanos. As seguintes bases de
dados foram utilizadas: Scientific Electronic Library Online (Scielo), U.S. National
Library of Medicine (PubMed) e Literatura Latino-Americana e do Caribe em
Ciéncias da Saude (LILACS), mediantes os portais da Biblioteca virtual em
Saude (BVS) e Periddicos Capes.

Os artigos cientificos encontrados nas revistas foram: Revista
Iberoamericana de Micologia, Micologia clinica, Revista brasileira Ginecologia e
Obstetricia, Jornal de micologia médica, Revista Brasileira de Medicina, Revista
Brasileira de Ciéncia, Revista Brasileira de Nutricdo entre outras com
classificagdo Qualis acima de B5. Sendo realizadas leituras do conteudo de texto
dos artigos selecionados na integra presentes na (Figura 1).

Os critérios de inclusao dos artigos utilizados foram: aqueles realizados
em humanos e sem conflitos de interesse, a partir de 2009. Foram excluidos da
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revisao, os estudos feitos em animais e aqueles que foram publicados antes do
periodo proposto. Assim como artigos que n&o possuirem textos completos ou

declararem conflitos de interesse.

SCIELO MEDLINE BIOMED L LILACS | __| PUBMED
Anos: 2009 a 2020;
Idiomas: Inglés,
espanhol e
ENCONTRADOS portugués;
250 »| Limites: Humanos,
Adultos e idosos.
FILTRADOS Excluidos por
50 > assuntos: 25
Excluidos por

repeticdo: 5

Excluidos por nao
ser em humanos: 5

APOS EXCLUSAO
34 artigos selecionados

Analise Analise
Sistematica: contextual:
26 08

Figura 1. Fluxograma do detalhamento da busca de artigos para revisdo sistematica

integrativa.

3. Resultados

Os principais estudos encontrados constam no Quadro 1, onde variou de
pesquisas randomizadas, estudos epidemioldgicos, transversais, ensaios
clinicos, estudo quantitativo. Para se chegar nestes resultados, essa pesquisa
seguiu um fluxograma de busca nas bases de dados ja relatadas, como mostra
a Figura 1.

De acordo com a pesquisa de revisao de Paludo & Marin (2018), ficou
caracterizado que os probiéticos podem promover efeitos benéficos no equilibrio
da flora intestinal, melhorando a imunidade, e realizando de forma integrada
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resultados positivos no tratamento para candidiase vaginal e de repeticdo. Em
nossa pesquisa, os artigos relacionados no quadro 1 evidenciam os seguintes
efeitos: redugcdo da sintomatologia da doenga como inflamacéo, viruléncia,
secregéo, prurido, ardor (MARTINEZ et al., 2009a; SETA et al., 2014; JANG et
al., 2019) além de outro grupo comprovar a eficacia na redugéo da recorréncia
por inibigdo da levedura (MARTINEZ et al., 2009b; BALDIM et al., 2012; DAVAR
et al., 2016; EHRSTROM et al., 2010; VICARIOTTO et al., 2012).

Quadro 1. Analise descritiva dos artigos cujos estudos avaliaram os efeitos de

probioticos no tratamento da candidiase vulvovaginal recorrente — artigos

originais de 2009 a 2019.
AUTOR /ANO Titulo e TIPO DE PUBLICO-ALVO PRINCIPAIS
PESQUISA (+N) CONCLUSOES
LOCAL
1- BALDIM et al., | Teste de [N / sexo = |Quanto a sensibilidade das
2012 sensibilidade ao | Feminino cepas isoladas ao quefir,

quefir de cepas de
Candida sp. isoladas
de vulvovaginites

Idade (ou faixa
etaria): Mulheres
adultas

todas as C. albicans foram
resistentes a associagao
quefir + base nao ibnica, o

rhamnosus GR-1

and Lactobacillus
reuteri RC-14 on the
ability of Candida
albicans to infect
cells and induce
inflammation

Tipo de pesquisa:
Estudo clinico,
randomizado.

Idade (ou faixa
etaria): Trés
grupos de
mulheres adultas

LOCAL: Ribeirao
Preto, Sdo Paulo

, - quefir  apresentou uma
Tipo de Pesquisa: |\ @@ o eficacia de 6848% na
Estudo quantitativo | coletadas: 44 inibicao  das  leveduras
empirico ana“sadas
LOCAL:
Alfenas/MG
2- MARTINEZ et | Effect of N / sexo =]0 presente estudo
al., 20092 Lactobacillus Feminino demonstra que C. Albicans

estimula a produgédo pelas
células VK2 / EBE7 das
citocinas  pré-inflamatérias
IL-8 e IL-1a.

L. reuteri RC - 14 (sozinho) e
em combinacdo com L.
rhamnosus GR - 1 foi capaz
de inibir o crescimento de C.
albicans conforme
determinado em 24 horas de
incubagéo a 37 ° C.
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3- DAVAR et al,
2016

Comparing the
Recurrence of
Vulvovaginal
Candidiasis in
Patients Undergoing
Prophylactic
Treatment with
Probiotic and
Placebo During the

6 Months

Tipo de pesquisa:
Estudo clinico
randomizado, duplo-
cego

N / sexo = 76
mulheres /
Feminino

Idade (ou faixa
etaria): Adultas

LOCAL:
Iran

Yazd,

Os resultados demonstraram
que tomar probidticos com
azol

medicamentos antifungicos
podem ser altamente
eficazes no tratamento de
CVV, resultando em uma
menor taxa de recorréncia
também. Pensando que mais

estudos sdo necessarios
para determinar o tipo
apropriado

e dose e via de

administragao de
probiéticos. (Oral ou

vaginal).

4- EHRSTROM et
al., 2010

Lactic acid bacteria
colonization and
clinical outcome after
probiotic
supplementation in
conventionally
treated bacterial
vaginosis and
vulvovaginal
candidiasis.

Tipo de estudo:
Estudo randomizado,

N / sexo = 95
Mulheres /
Feminino

Idade (ou faixa
etaria): Adultas

LOCAL:
Stockholm,
Pennsylvania

Capsulas vaginais contendo
Lactobacillus gasseri LN40,
L. fermentum LN99, L. casei
subsp. rhamnosus LN113 e
P. acidilactici LN23. 93% das
mulheres que receberam
cepas de LN foram curadas
2-3 dias apos a
administragao (placebo:
83%), e 78% apdés uma
menstruagao (placebo:
71%). Em resumo, cinco dias

duplo-cego, de administragdo vaginal de
controlado por cepas de LN apds tratamento
placebo. convencional de vaginose
bacteriana e/ou candidiase
vulvovaginal levam a
colonizagdo vaginal, um
pouco menos recorréncias e
menos corrimento.
5- DE SETA et al., | Lactobacillus N / sexo = 89 | No final do estudo, as
2014 plantarum P17630 Mulheres/ mulheres tratadas com
for preventing Feminino probidticos (Lactobacillus
Candida vaginitis ) plantarum P17630)
recurrence: a ldade (ou faixa | ootraram  um  aumento

retrospective
comparative study
Tipo de estudo:
Estudo comparativo
retrospectivo.

etaria): Adultas

LOCAL: Trieste,
Italy

estatisticamente significativo
nos valores de Lactobacillus,
e uma melhor resolugao
subjetiva dos  sintomas,
como desconforto vaginal
descrito como ardor ou
prurido, e nenhum efeito
adverso foi relatado.
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6- VICARIOTTO
etal, 2012

Effectiveness of the
Association of 2
Probiotic Strains
Formulated in a Slow
Release Vaginal
Product, in Women

N / sexo = 30
Mulheres/
Feminino

Idade (ou faixa
etaria): Adultas

A administragdo do produto
ActiCand 30 foi capaz de
resolver  significativamente
os sintomas de levedura
Candida apoés 28 dias em 26
pacientes de 30

Candida albicans

Tipo de estudo:
Estudo
epidemioldgico

Idade (ou faixa
etaria): Adultas
(25 a 79 anos)

LOCAL:
do Sul

Coreia

Affected by LOCAL:  Milan, (correspondendo a 86,6%).
Vulvovaginal italy
Candidiasis
Tipo de estudo:
Ensaio clinico estudo
piloto
7- JANG et al, | Vaginal lactobacilli N / sexo = 9 | Isolaram 51 linhagens de
2019 inhibit growth and Mulheres/ lactobacilos vaginais,
hyphae formation of Feminino compreendendo quatro

espécies de Lactobacillus (L.
fermentum, L. crispatus, L.
jensenii e L. gasseri). Os
LCS das estirpes de L.
fermentum exibiram uma
potente atividade anti-
Candida quando ajustados
ao pH neural e ao seu pH
levemente acido, sugerindo
que essas linhagens
produzem atividades
antifingicas.

8- MARTINEZ et
al., 2009b

Improved treatment
of vulvovaginal
candidiasis with
fluconazole plus
probiotic
Lactobacillus
rhamnosus GR-1
and Lactobacillus
reuteri RC-14
Tipo de estudo:
Método aleatdrio,
duplo-cego e

Estudo controlado
com placebo.

N / sexo = 55
mulheres /
Feminino

Idade (ou faixa
etaria): Adultas

LOCAL: Ribeirdo
Preto, Sao Paulo

Além da dose unica do
medicamento fluconazol,
grupo recebeu duas
capsulas probidticas (com
Lactobacillus rhamnosus
GR-1 e L. reuteri RC-14).
Apos 30 dias, o grupo tratado
mostrou significativamente
menos corrimento  vaginal
associado a qualquer um dos
sintomas acima
mencionados. Este estudo
mostrou que os lactobacilos
probidticos podem aumentar
a efichcia de um agente
farmacéutico antifungico na
cura de doencgas.

Na compilagcédo dos resultados, observou-se que os seguintes estudos:
Martinez et al (2009a,b), De Seta et al. (2014), Jang et al. (2019), Baldim et al.

(2012), Davar et al. (2016), Ehrstrom et al. (2010), Vicariotto et al., (2012), todos
foram positivos no tratamento da CVV com probidticos em 354 mulheres

analisadas no total. Os probidticos Lactobacillus reuteri RC-14, Lactobacillus
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rhamnosus GR-1, Lactobacillus fermentum LN99, assim como as cepas
presentes na cultura do Quefir, foram aplicados isolados e tiveram efeitos
positivos ou em conjunto com outros géneros como L. fermentum, L. crispatus,
L. Jensenii, L gasseri LN40 L. casei subsp. rhamnosus LN113 e P. acidilactici
LN23. Todas eles promoveram resultados ainda mais eficientes tanto nos
aspectos de cura da sintomatologia da doenga quanto evitar a recorréncia da
mesma. Dos estudos analisados, Davar e colaboradores (2016), relatam que sao
necessarios mais estudos para determinar o tipo apropriado de dose e via de

administragao de probidticos (oral ou vaginal).

4. Discussao

A CVV é caracterizada por uma infecgao oportunista da mucosa do trato
genital feminino, que atingi cerca de 75% das mulheres em alguma fase da vida
(MATSUBARA et al., 2016; SOUZA, 2017; LIMA, 2022).

De acordo com as pesquisas realizadas no estudo de Foxman et al.
(2013), onde foram avaliadas 6 mil mulheres em paises ocidentais e dessas,
entre 29% e 49% das mulheres participantes relataram ter sido diagnosticada
com infeccdo por fungos vaginais durante a vida. Mais de um quinto das
mulheres que relataram uma infecgao vaginal por levedura também relatou um
periodo de 12 meses com 4 ou mais infecgbes (RCVV) (9% no total). A
probabilidade cumulativa de RCVV apés uma infecgao vaginal inicial era muito
alta. Aos 25 anos, a probabilidade era de 10% para as mulheres que tiveram 1
infeccdo inicial por fungos. Aos 50 anos, era de 25%.

Analisando os artigos do quadro 1, observa-se que existe uma prevaléncia
significativa de mulheres diagnosticadas com CVV, variando entre 40 a 80%
(BALDIM et al., 2012; DAVAR et al., 2016) quando foi levantado o indice de
mulheres contaminadas, e no caso de analisadas apenas mulheres ja com o
diagnostico desse transtorno (MARTINEZ et al., 2009a; EHRSTROM et al., 2010;
DE SETA et al., 2014; JANG et al., 2019; MARTINEZ et al., 2009b).

Atualmente, mais de 40 das 200 espécies conhecidas de Candida tem
sido associada as infecgdes humanas. As leveduras do género Candida existem
como comensais no organismo, encontram-se na microbiota humana desde o
nascimento, a principio sem causar infecgdes, se estiverem em quantidades

adequadas e em condi¢gdes imunoldgicas apropriadas, vivendo assim, com o
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hospedeiro durante toda a sua vida. Podem colonizar principalmente o trato
gastrointestinal, a cavidade bucal, a vagina, os aparelhos respiratério e urinario,
entre outras localizagbes (RAZZAGHI-ABYANEH; SHAMS-GHAHFAROKHI;
RAI, 2016). Nesta revisdo presente, todos os estudos foram analisados
considerando a Candida sp. (MARTINEZ et al., 2009a; EHRSTROM et al., 2010;
DE SETA et al., 2014; JANG et al., 2019; MARTINEZ et al., 2009b; BALDIM et
al., 2012; DAVAR et al., 2016; VICARIOTO et al., 2012).

Os probidticos sao classificados como alimentos funcionais, compostos
por microrganismos vivos, que atuam na melhora do quadro de disbiose
intestinal quando consumidos de forma regular e em quantidades adequadas
(FONSECA; COSTA, 2010). Para que um probidtico possa ser utilizado na
alimentagdo ou como componente de uma medicacao ele precisa sobreviver a
passagem do trato gastrointestinal e se proliferar no intestino (VANDENPLAS;
HUYS; DAUBE, 2015). Em um intestino adulto saudavel, o microbioma se
compde de microorganismos promotores da saude, em sua maioria pertencente
aos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus. Esses géneros estdo presentes em
iogurtes, produtos lacteos fermentados e suplementos alimentares (FERREIRA,
2014; FIRMIANO, 2020).

Segundo Paludo & Marin (2018), os probidticos apresentam efeitos
benéficos no equilibrio da flora intestinal aumentando assim o sistema imune e
sao coadjuvantes no tratamento para candidiase vaginal e de repeticdo. Neste
presente estudo, foram encontrados 8 artigos que analisaram o efeito de
probidticos na CVV, chegando a conclusdes positivas, mas com tipos de cepas
especificas, conforme ja descritas nos resultados (MARTINEZ et al., 2009a;
EHRSTROM et al., 2010; DE SETA et al., 2014; JANG et al., 2019; MARTINEZ
etal., 2009b; BALDIM et al., 2012; DAVAR et al., 2016; VICARIOTO et al., 2012).

Quanto ao quefir, € uma mistura constituida por levedura fermentadora de
lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras nao fermentadoras de lactose
(Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces
exiguus), além de bactérias (Lactobacillus casei, Bifidobaterium sp e
Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus) definida pela Instrugdo Normativa
n° 46 de 23 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007).

De acordo com Romanin e colaboradores (2010), o quefir é definido por

um composto de probidticos que se originou na montanha Caucasianas
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localizada na Russia, decorrente da agao da microbiota natural presente nos
“‘graos” ou biomassa de quefir. Também conhecido como kefir, tibicos,
cogumelos tibetanos, e quando cultivado no leite a bebida € denominada como
plantas de iogurte, cogumelos do iogurte que é um leite fermentado produzido a
partir dos graos e/ou da biomassa de quefir. A biomassa de quefir é definida
como uma associacao simbidtica de leveduras, bactérias acido-laticas, bactérias
acido-acéticas e fungos, e s&o envolvidas por polissacarideos denominado
kefirana. A biomassa de quefir pode ser considerada como uma fonte adequada
de potenciais micro-organismos probiéticos. Sendo assim, verifica-se a sua
atuacao eficiente no tratamento da CVV visto que varios estudos analisados no
quadro 1 comprovam a eficacia da utilizacdo dos probidticos na intervencao a
candidiase.

Num estudo de reviséo realizado por Salazar e colaboradores (2020), foi
compilado os principais resultados positivos sobre as a¢cdées de cepas isoladas
ou em conjunto, antagbnicas a diversos tipos de espécies de Candida, com maior
propriedade visivel contra Candida albicans, apesar de delimitar outras espécies.
S&o as seguintes: Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103), L. rhamnosus
LC705, Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii JS, Lactobacillus
casei, L. acidophilus, L. fermentum, L. reuteri, Bifidobacterium breve, B. bifidum,
B. longum, B. lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus and Saccharomyces
thermophiles, S. boulardii.

Pode-se observar que poucos estudos nao obtiveram beneficios com a
suplementagcdo de probidticos para reduzir a sintomatologia da candidiase
vulvaginal.

Conclui-se, portanto, que os probiodticos apresentam efeitos coadjuvantes
no tratamento para candidiase vaginal e de repeticdo. No entanto, fazem-se
necessarios mais estudos a fim de definir melhor a dosagem correta e os
melhores efeitos apresentados a depender da via de administracdo (oral ou

vaginal) com o uso de probiéticos na CVV.
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