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1.INTRODUGAO:

Para garantir a homeostase intestinal é necessdrio que haja equilibrio entre a microbiota, sistema imunoldgico do
hospedeiro e principalmente do epitélio intestinal, este por sua vez composto por proteinas tight junctions que auxiliam na
permeabilidade seletiva de dgua, nutrientes e prote¢do contra a entrada de patdégenos (Vincenzo et al., 2024). A disbiose é
caracterizada pelo desequilibrio entre os filos das bactérias presentes no limen intestinal, com aumento da popula¢do de
bactérias patogénicas em relagdo as bactérias benéficas (Cuppari, 2019, p.414). Padrbes de vida sedentarios, dieta rica em
gordura saturada e pobre em fibras, podem resultar em problemas na integridade da barreira intestinal, uma vez que na
auséncia de fibras disponiveis para a microbiota fermentar ha inicio do processo de protedlise, ja que as bactérias utilizam
as proteinas do proprio epitélio intestinal como substrato para a fermentagdo, o que causa rupturas na integridade da
barreira (Fan, 2021). Além disso, no quadro de disbiose ha aumento da produgdo de sulfeto de hidrogénio, gas carbdnico e
amoénia, o que culmina em aumento do pH e aumento da permeabilidade intestinal, tornando a barreira muito mais
suscetivel a passagem de produtos do metabolismo de bactérias patogénicas, os quais ao adentrarem a corrente sanguinea
induzem inflamagdo sistémica de baixo grau através do aumento na expressdo de marcadores inflamatérios como TNF-Q,
IL-1B, IL-8 (Cani et al., 2007). Ao longo do tempo, este quadro inflamatério pode desencadear doengas, como diabetes e
obesidade (Fan, 2021).

A vista disso, uma dieta equilibrada e rica em fibras pode auxiliar na modulacio de uma boa salde intestinal. A
aveia (Avena sativa L) é fonte de fibras soltveis e insoliveis, com destaque para a 3-glucana, um polissacarideo que pode
atuar como prebidtico no intestino (Fabiano, Shinn, Antunes, 2023). Seu conteldo de fibras estd associado ao aumento da
viscosidade do conteldo intestinal, promocdo de saciedade, favorecimento do peristaltismo intestinal e diminuicdo do
colesterol sérico (Massod et al., 2008 e Joyce, et al., 2019). Em virtude dessas propriedades, a US Food and Drug
Administration (FDA) autorizou o uso de alegacdes de saude em produtos contendo aveia, atribuindo o consumo de 3
gramas de [-glucana ao dia a redugdo do risco de doengas cardiovasculares (Federal Register, 1997). Desta forma, a aveia
constitui uma boa matriz para a elabora¢do de produtos alimenticios, especialmente as bebidas vegetais.

No contexto do desenvolvimento de bebida vegetal a base de aveia, o uso de bactérias acido-lacticas como agentes
responsaveis pela fermentagdo caracteriza-se como uma estratégia biotecnoldgica natural para prolongar a vida util do
alimento, melhorar a digestibilidade de proteinas, otimizar caracteristicas sensoriais e formar acidos organicos que
favorecem a biodisponibilidade de minerais essenciais, como ferro e zinco (Silva et al., 2020 e Aydar et al., 2020). Em estudo
envolvendo 145 gestantes durante as quatro semanas finais da gestagdo, a suplementagao com Limosilactobacillus reuteri
LR92 resultou em menor incidéncia e intensidade de cdlicas nos lactentes durante os cinco primeiros meses de vida
(Pourmirzaiee et al., 2020). Além disso, Banik, et al. (2023) demonstrou que diferentes linhagens de L. reuteri sdo resistentes
aos sais biliares e pH baixos, o que favorece a sobrevivéncia no trato gastrointestinal, adicionalmente possuem efeitos
imunomoduladores ao reduzirem a expressao de TNF-a, auxiliam na constipacdo crénica ao aumentar as contragdes
colbnicas e diminuem as crises de regurgitacdo em bebés. Ja a cepa Lacticaseibacillus rhamnosus SP1 atenua os sintomas
clinicos associados a periodontite, como revelado em estudo conduzido com 28 adultos diagnosticados com a doenga que,
apos intervengdo ndo cirlrgica (raspagem e alisamento radicular) seguida da suplementagdo com esta cepa por trés meses,
apresentaram reducdo significativa de perda de insercdo, sangramento gengival e acimulo de placa (Morales et al., 2016).
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A linhagem de células CaCo-2 vem sendo amplamente utilizado no ambito da pesquisa para estudos envolvendo
permeabilidade intestinal devido sua capacidade de formar monocamadas confluentes com caracteristicas morfoldgicas e
funcionais semelhantes aos enterécitos humanos, além de formarem borda apical em escova (Floor, et al., 2024). Desta
maneira, sua aplicagdo no estudo com bebida simbidtica a base de aveia pode fornecer dados de como as cepas de
Limosilactobacillus reuteri LR92 e Lacticaseibacillus rhamnosus SP1, seus metabdlitos e os compostos bioativos presentes na
aveia agem sobre a modulagdo do processo inflamatdrio intestinal e na integridade da func¢do de barreira.

2.METODOLOGIA:

2.1 Bebida simbidtica a base de aveia: Preparada com aveia em flocos regulares e agua filtrada em uma proporgao de 1:20,
7% de sacarose e 3% de inulina. Apds a homogeneizagdo, o extrato de aveia foi autoclavado a 1159C por 18 minutos e
individualmente inoculado com Lacticaseibacillus rhamnosus SP1 e Limosilactobacillus reuteri LR92 (Gupta, Cox, Abu-
Ghannam, 2010; Russo et al., 2016). Ambas as cepas foram inoculadas (0,1%), de forma asséptica ao extrato de aveia e
foram incubadas a 372C em B.0.D. para fermentarem até alcancarem o pH 4,5+0,1.

2.2 Viabilidade de Lacticaseibacillus rhamnosus SP1 e Limosilactobacillus reuteri LR92 nas bebidas de aveia fermentada
durante a digestao simulada in vitro: As bebidas passaram pelo processo de digestdao simulada in vitro seguindo o protocolo
INFOGEST 2.0, dividido em fases oral, gastrica e intestinal (Brodkorb et al., 2019). Ao final de cada uma das fases, amostras
das bebidas digeridas foram coletadas e utilizadas no método pour plate de contagem em placas, sendo mantidas em
aerobiose a 372C por 72h, apds esse periodo foi realizada a contagem de col6nias para obter-se o resultado em Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC) por mL de bebida.

2.3 Cultivo celular CaCo-2: Foi seguido protocolo descrito por Lea (2015), usando Dulbecco Meio Eagle modificado (DMEM)
com soro fetal a 10% e adi¢do de 1% de aminoacidos ndo essenciais (NEAA), 50 uM de tioglicerol, 25 mg/ml gentamicina
(meio completo). As células foram mantidas a 372C em ambiente umidificado com 5% de CO2 na atmosfera e o meio foi
trocado a cada 72 horas. A propagacio das células ocorreu em frascos de cultura com concentragdo de 10° células/cm?.
Ap0ds as células alcangarem 80% de confluéncia (cerca de 4 a 5 dias), realizou-se a passagem nos frascos de cultura na
proporgdo 1:10 e a tripsinizagdo, iniciando pela lavagem com PBS (phosphate-buffered saline) seguida da lavagem com
solucdo de tripsina/EDTA. Para interromper a tripsinizacdo adicionou-se meio de cultura completo contendo soro de
bezerro, em seguida as células foram transferidas para tubos de ensaio para verificar a viabilidade celular (maximo de 5% de
células mortas).

2.4 Ensaio inflamatdrio das amostras: Apds a determinagdao das concentragdes das amostras de bebida através do teste
MTT, as células foram cultivadas em placas de 96 pogos e tratadas com as diferentes concentragdes das duas bebidas
simbidticas, apds 4 horas de tratamento o sobrenadante foi descartado e as células foram estimuladas por interleucina 1
(IL-1B) por 4 horas. As células foram divididas em grupos, sendo eles: Grupos controle: CaCo-2, bebida de aveia pura, bebida
inoculada com L. rhamnosus SP1, bebida inoculada com L. reuteri LR92 e Grupos desafiados com IL-1B (1ng/ml): bebida de
aveia pura, bebida inoculada com L. rhamnosus SP1, bebida inoculada com L. reuteri LR92. Apéds o tratamento dos 4 grupos
realizou-se a quantifica¢do de IL-8 utilizando o kit ELISA, com a leitura de absorbancia em 450 nm e 570 nm para corregdo.

ELISA METODO SANDUICHE PARA QUANTIFICAR IL-8
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Anticorpo IL-8 (antigeno) Anticorpo Substrato é
adsorvido no liga-se ao conjugado adicionado e a partir
fundo do pogo anticorpo enzima ¢ da mudanca de cor e
adicionado ao  leitura de absorbancia
complexo obtém-se a

quantidade de IL-8

Fonte: prépria autora utilizando a plataforma Canva
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para garantir o controle das amostras utilizadas, realizou-se a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) por
mililitro dos indculos utilizados, sendo que L. rhamnosus SP1 obteve 10,31+0,09 e L. reuteri LR92 10,70+0,23 (Figura 1 A).
Apds o preparo da bebida vegetal a base de aveia (Avena sativa L.), esta foi inoculada separadamente com as cepas
Lactobacillus rhamnosus SP1 e Lactobacillus reuteri LR92, sendo posteriormente submetida a fermentacdo até atingir um pH
de 4,5 + 0,1. A viabilidade das cepas apds a fermentacgdo foi avaliada por meio da contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC) por mililitro da bebida. A amostra inoculada com L. rhamnosus SP1 atingiu o pH estipulado em
aproximadamente 3 horas, apresentando contagem de 7,63 £+ 0,13 ja a inoculada com L. reuteri LR92 atingiu o pH desejado
apods cerca de 8 horas e obteve contagem de 7,82 + 0,06 (Figura 1 B). Ambas as bebidas foram submetidas a digestdo
simulada in vitro seguindo o protocolo INFOGEST 2.0, seguida pela contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) por
ml de fracdo digerida da bebida durante as fases gastrica e intestinal. A bebida contendo L. rhamnosus SP1 apresentou a
contagem de 8,2310,11 apds a fase gastrica e 6,57+0,77 apds a fase intestinal (Figura 1 C). J4 a bebida contendo L. reuteri
LR92 apresentou 8,23+0,06 apods a fase gastrica e 6,44+0,41 ap0ds a fase intestinal (Figura 1 C).
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Figura 1. (A) log UFC/mL de indculo ; (B) log UFC/mL de bebida simbidtica e (C) log UFC/mL de fragdo digerida durante a
digestdo simulada in vitro

A partir do exposto, pode-se notar que ambas as cepas sobreviveram adequadamente a digestdo simulada
apresentando taxas de sobrevivéncia de 87,61% para L. rhamnosus SP1 e 61,34% para L. reuteri LR92 (Figura 3). Desta
maneira, pode-se dizer que a bebida simbidtica a base de aveia apresentou potencial positivo como matriz para os
probidticos, assim como observado por Gupta, Cox e Abu-Ghannam (2010).

% de Acido latico e pH durante fermentagao % de Acido latico e pH durante fermentagédo
Lacticaseibacillus rhamnosus SP1 Limosilactobacillus reuteri LR92

1.2+ r7.0
1.14
1.0+
0.9
0.8+
0.7
0.6+
0.5
0.4+
0.3+
0.2
0.1+
0.0

% de acido latico
T
o
o
(Hd) od1ugiuaboiply |elouajod
% de acido latico
(Hd) o21ugIuaboupiy |e1duajod

T T T T T T T
0h00min 0h30min 1h00min 1h30min 2h00min 2h30min 3h00min
Tempo (h/min)

Tempo (h/min)

-@- Potencial hidrogenidnico (pH) 4 acido latico (%) “e- Potencial hicrogenisnico (pH) B cido latico (%)

Figura 2. % de Acido latico e pH durante fermentacéo
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Ja em relagdo a acidez titulavel (Figura 2) pode-se notar que quanto maior o percentual de acido latico, menor é o
pH da amostra, este é um comportamento esperado para o tipo de amostra (Angelov et al, 2006). Gupta, Cox e
Abu-Ghannam (2010) e Angelov et al (2006) consideraram o pH=4,5 como ideal para bebidas a base de aveia e observaram
que os aumentos na acidez tituldvel ao longo do armazenamento e fermentagdo eram influenciados principalmente pelo
teor de sacarose presente nas amostras.
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Figura 3. Ensaio de Inflamagdo com sobrenadante filtrado das amostras
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Figura 4. Ensaio de Inflamagdo com sobrenadante digerido e filtrado das amostras

As dilui¢des selecionadas do MTT estavam com viabilidade celular acima de 80%, indicando ser uma concentragdo segura
para os ensaios. Foram realizados os ensaios inflamatdrios seguidos de quantificacdo da citocina inflamatdria IL-8
utilizando-se kit ELISA (Figura 3 e 4). Inicialmente os testes foram realizados com as amostras de bebida filtrada e sem digerir
na diluicdo de % (Figura 3) e observou-se que houve diferencga estatistica no grupo com bebida de aveia pura e no grupo
contendo bebida de aveia inoculada com LR92. Depois fez-se o mesmo ensaio utilizando as amostras digeridas e filtradas na
diluicdo 1/100 (Figura 4), nesse cenario todas as amostras obtiveram diferenca estatistica, tal fato acontece devido os
compostos bioativos presentes nas amostras estarem mais biodisponiveis apds a digestao, o que facilita seu efeito protetor
e nutritivo as células. Este achado difere do encontrado por Putt et al. (2017) que utilizou iogurte liofilizado para tratar
culturas de CaCo-2 e na presenca de estimulo inflamatdrio o iogurte aumentou a expressdo do mRNA de proteinas
associadas a integridade de barreira (ocludina, ZO-1 e claudina-1), no entanto apds submeter a amostra de iogurte naquele
trabalho, a digestdo simulada in vitro os efeitos protetores sobre a barreira intestinal deixaram de ser significativos. E
importante destacar que a digestdo simulada in vitro seguiu o protocolo proposto por Brodkorb (2019), a uUnica alteragdo
realizada foi a exclusdo da bile, pois sua presenca estava sendo tdxica as células durante ensaios preliminares e a bebida ja é
naturalmente pobre em lipidios, portanto para garantir a viabilidade das amostras de CaCo-2 optou-se pela exclusdo da bile.
Tal alteragdo tem respaldo no proposto por Kondrashina et al (2024).
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CONCLUSOES:

Os achados corroboram para observar que a bebida simbidtica a base de aveia apresentou potencial positivo como
matriz para veiculagdo de probidticos, uma vez ambas as cepas sobreviveram satisfatoriamente a digestdo simulada. Além
disso, ao utilizar as amostras digeridas e filtradas para o ensaio inflamatério as duas cepas apresentaram um efeito protetor
contra o processo inflamatdrio intestinal. Mais estudos sdo necessarios para melhor compreender de que maneira bebida
simbidtica a base de aveia pode auxiliar na modulagédo do processo inflamatdrio intestinal.
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