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EFEITOS DOS PREBIOTICOS, PROBIOTICOS E SIMBIOTICOS NA SAUDE
GERAL: REVISAO DE LITERATURA

RESUMO

O aumento da expectativa de vida relacionado ao crescimento de algumas doencas alavancou
pesquisas no campo da nutricio. Uma alimentacdo saudavel pode produzir efeitos que
beneficiem a vida com o passar dos anos, 0s componentes quimicos de determinados
alimentos podem modificar o organismo do individuo e por fim auxiliar na promocao de
salde. O consumo dos alimentos funcionais cresceu por possuirem estes componentes
quimicos e produzirem efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos no organismo, promovendo
salde. Dentre os alimentos funcionais os prebidticos, probi6ticos e simbidticos sdo os mais
utilizados. Os probidticos quando consumidos em quantidade adequada garantem beneficio a
salde do hospedeiro, os prebidticos servem de substratos para 0s microrganismos ja
existentes na microbiota intestinal, proporcionando a proliferagdo somente das bactérias
benéficas e o simbiodtico é a juncdo de probidtico e prebidtico, que em sinergia produzem o0s
efeitos conferidos aos dois alimentos. Os probidticos sdo consumidos pela populagédo
principalmente por meio de produtos lacteos e alguns estudos vém associando probidticos a
determinados tipos de queijo. O queijo tipo cottage & considerado um queijo com baixa
gordura, proporcionando-lhe uma maior qualidade, e também é um alimento que viabiliza a
proliferacdo das cepas probdticas, 0 que poderia ser associado ao probiotico tornando-se um
alimento muito benéfico a saude. Desta forma esse estudo teve como objetivo avaliar quais 0s
efeitos de uma associacdo dos alimentos funcionais prebidtico, probidtico e simbiotico em
alguns parametros da funcdo renal, hepatica, antioxidante e lesdo muscular em ratos wistar
saudaveis. Foram utilizados 30 ratos que aleatoriamente foram divididos em cinco grupos:
controle, cottage normal, cottage prebidtico, cottage probidtico e cottage simbiotico, cada
grupo recebeu 20g por dia da dieta, o grupo controle recebia racdo comercial na mesma
proporcao. Apds 12 horas da ultima administracdo da dieta, amostras sanguineas foram
retiradas para verificar os parametros de saude, sendo eles: CK, ALT, AST, LDH, AU, Ureia,
Proteina total, Albumina, SOD, catalase, glutationa e GPx. Nos parametros relacionados a
funcdo renal (AU, uréia, albumina e proteina total) observou-se apenas um resultado
significativo, o grupo cottage prebidtico reduziu o nivel de &cido urico (p= 0,05), quanto aos
parametros antioxidantes (glutationa, GPx, SOD e Catalase) os resultados significativos
foram: o grupo cottage probidtico aumentou o nivel de GPx (p= 0,05), o cottage simbiotico
aumentou a atividade da catalase (p= 0,05), e diminuiu os niveis de glutationa (p= 0,05). Nos
parametros marcadores de lesdo muscular e de doencas hepaticas (ALT, AST, CK e LDH) o
consumo de cottage probiotico diminuiu a CK (p=> 0,05) e o cottage prebidtico aumentou os
niveis de AST (p=> 0,05). Desta forma observamos o consumo de prebiotico, probidtico e
simbidtico mesmo sendo indcuos a salde humana, em ratos wistar saudaveis a ingestdo desses
alimentos funcionais associados ao queijo cottage apresentaram resultados controversos, mais
estudos utilizando estes alimentos funcionais e com individuos saudaveis devem ser
realizados para elucidar os seus reais efeitos.

Palavras-chave: Probiotico. Prebidtico. Simbiético.



ABSTRACT

The increase in life expectancy related to the growth of some diseases has leveraged research
in the field of nutrition. Healthy eating can produce effects that benefit life over the years, the
chemical components of certain foods can change the individual's body and ultimately help
promote health. The consumption of functional foods has increased because they have these
chemical components and produce metabolic and/or physiological effects in the body,
promoting health. Among the functional foods the prebiotics, probiotics and symbiotics are
the most used. The probiotics when consumed in adequate quantity guarantee benefit to the
host health, the prebiotics serve as substrates for the microorganisms already existing in the
intestinal microbiota, providing the proliferation only of the beneficial bacteria and the
symbiotic is the junction of probiotic and prebiotic, which in synergy produce the effects
conferred to the two foods. Probiotics are consumed by the population mainly through dairy
products and some studies have been associating probiotics with certain types of cheese. The
cottage cheese type is considered a cheese with low fat, providing a higher quality, and is also
a food that enables the proliferation of probiotic strains, which could be associated with the
probiotic becoming a food very beneficial to health. Thus, this study aimed to evaluate the
effects of an association of prebiotic, probiotic and symbiotic functional foods on some
parameters of renal, hepatic, antioxidant function and muscle injury in healthy wistar rats.
Thirty rats were used and randomly divided into five groups: control, normal cottage,
prebiotic cottage, probiotic cottage and symbiotic cottage, each group received 20g per day of
the diet, the control group received commercial feed in the same proportion. After 12 hours
from the last administration of the diet, blood samples were taken to verify the health
parameters: CK, ALT, AST, LDH, AU, Urea, Total protein, Albumin, SOD, catalase,
glutathione and GPx. In the parameters related to renal function (AU, urea, albumin and total
protein) only a significant result was observed, the prebiotic cottage group reduced the level
of uric acid (p> 0.05), as for the antioxidant parameters (glutathione, GPx, SOD and Catalase)
the significant results were: the probiotic cottage group increased the level of GPx (p> 0.05),
the symbiotic cottage increased the activity of catalase (p> 0.05), and decreased the levels of
glutathione (p> 0.05). In the parameters markers of muscle damage and liver disease (ALT,
AST, CK and LDH) consumption of probiotic cottage decreased CK (p> 0.05) and prebiotic
cottage increased levels of AST (p> 0.05). Thus, we observed the consumption of prebiotic,
probiotic and symbiotic even though they are harmless to human health, in healthy wistar rats
the intake of these functional foods associated with cottage cheese showed controversial
results, further studies using these functional foods and with healthy individuals should be
conducted to elucidate their real effects.

Keywords: Probiotic. Prebiotic. Symbiotic.
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1. INTRODUCAO

A expectativa de vida da populacdo aumentou, e junto a ela uma série de problemas
relacionados a salde. A sociedade necessita vencer novos desafios, seja por meio de novas
descobertas cientificas ou das novas tecnologias, que resultem em modificacdes relevantes no
estilo de vida das pessoas, tornando-as mais saudaveis (SAAD, 2006).

O ritmo de vida da sociedade tem-se modificado ao longo dos tempos. O aumento
crescente de sobrepeso e obesidade, e a sua associacdo com doencas cronicas nao-
transmissiveis (DCNT) na populagdo brasileira podem ser explicadas devido a grandes
mudancas dos habitos alimentares, rotina de trabalho e um lazer com menor gasto energético
originando vérios problemas de saiude e um crescimento exponencial dos custos médicos-
hospitalares (BRASIL, 2005; MAESTRI, et al., 2014).

Visto que providéncias em relacdo ao aumento de problemas de salde precisavam ser
tomadas, alguns fatores passaram a ser essenciais, dentre eles a alimentacdo. A alimentacéao é
um dos aspectos fundamentais para a promocao da saude, e a busca de saude por meio do
alimento vem desde a antiguidade, Hipocrates ja dizia: “Que 0 teu remédio seja teu alimento e
o teu alimento seja o teu remédio” (CARVALHO, 2008). Os alimentos atualmente sao
veiculos de promocdo do bem-estar e saude e, a0 mesmo tempo, redutores dos riscos de
algumas doencas (DE OLIVEIRA et al., 2002).

Os componentes quimicos presentes nos alimentos podem ter acdo bioldgica
auxiliando no processo de promocgdo/manutencdo da saude. O consumo de alguns alimentos
especificos (soja, peixes, frutas e vegetais) parece reduzir o desenvolvimento de algumas
doencas frequentes em determinados povos, essas doencas foram verificadas por meio de
evidéncias epidemioldgicas, e 0s componentes quimicos presentes na alimentacdo desses
povos tendem a promover saude, por exemplo, a dieta dos esquimds com grande quantidade
de acidos graxos presente nos peixes, pode ser resultado da baixa incidéncia de morte por
acidentes cardiovasculares; a menor ocorréncia de cancer e doengas coronarianas pode estar
relacionada ao consumo de frutas e vegetais na dieta mediterranea e as mulheres asiaticas tém
menor incidéncia de cancer de mama e osteoporose, podendo ser devido a grande presenca de
vegetais e soja nas suas dietas (ANGELIS, 2001).

O conhecimento do beneficio de determinados tipos de alimentos na salde do
individuo é antigo, mas o estudo desses alimentos, denominados agora como alimentos
funcionais se intensificou nos dltimos anos. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) os alimentos funcionais sdo definidos como: qualquer alimento ou



ingrediente que apresente propriedades funcionais ou de saude, preservando ainda as suas
fungdes nutricionais bésicas, e quando se referir a um nutriente, 0 mesmo deve ter a producdo
de efeitos fisioldgicos e/ou metabdlicos e ser benéfico a saude, e estes alimentos/ingredientes
devem garantir seguranca para 0 consumo sem orientacdo médica (BRASIL,1999).

O consumo de alimentos funcionais tem grandes vantagens. Pois, além das funcGes
nutricionais basicas, ser fonte de energia e substrato para a formacgdo de tecidos e células, os
alimentos funcionais possui substancias que modulam e ativam processos metabdlicos,
capazes de melhorar as condi¢cdes de salde por aumentar a efetividade do sistema imune,
prevenir o surgimento de alteracdes patoldgicas e de doencas degenerativas, que podem levar
uma menor longevidade (PARK; KOO; CARVALHO, 1997; SGARBIERI; PACHECO,
1999).

A classificagdo dos alimentos funcionais pode ser feita conforme a presenca de
substancias biologicamente ativas. Segundo Moraes e Colla (2006), a divisdo dos alimentos
funcionais pode ocorrer em grupos como: prebioticos, probioticos, simbioticos, pigmentos,
vitaminas, compostos fendlicos, alimentos sulfurados e nitrogenados, acidos graxos poli-
insaturados e fibras.

Os prebidticos, os probioticos e os simbioticos tém alavancado pesquisas sobre 0s seus
beneficios. Todos os trés determinam que os seus efeitos tenham relacdo direta com a
alteracdo da microbiota intestinal do hospedeiro tornando-a saudavel. Os prebidticos sdo
ingredientes alimentares que servem como substratos para microrganismos benéficos ja
existentes no colon, os probidticos sdo alimentos que contém microrganismos vivos capazes
de alterar a microbiota beneficiando a mesma e o simbidtico é a combinacdo de prebidtico
com probiotico, que em sinergia produz efeitos caracteristicos dos dois alimentos funcionais.

A introducdo destes alimentos funcionais na alimentacdo pode ser favoravel para
desenvolver uma microbiota intestinal saudavel. Os microrganismos presentes na microbiota
estdo diretamente envolvidos no sistema imune e regulam as respostas as bactérias patdgenas,
prevenindo o desenvolvimento de novas doencas, contribuindo para a manutencdo e
promocdo da salde. A composi¢do da microbiota é obtida no nascimento (especialmente no
parto normal, pois, tem contato direto com a microbiota fecal da mae), e a sua composicdo
final é adquirida por volta dos dois anos de idade, acompanhando o ser humano até o final da
sua vida, mas pode ser modificada por diversos fatores, o consumo desses alimentos
funcionais modifica e proporciona beneficios a satude do individuo (BARBOSA et al., 2010;
PAIXAO; DOS SANTOS CASTRO, 2016).
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Nosso objetivo foi verificar os beneficios desses trés alimentos funcionais para a
microbiota intestinal, a relacdo dos mesmos com a promog¢éo de satde e reducdo do risco de
patologias, desta forma realizamos uma reviséo da literatura de trés alimentos funcionais: 0s
probioticos, prebidticos e simbioticos.

Essa revisdo esta organizada em trés partes: probidticos, prebioticos e simbidticos. Em
cada parte encontra-se a definicdo, a classificacdo, os principais efeitos e beneficios, e a
apresentacdo de estudos que evidenciem esses efeitos/beneficios. Para estruturar esta reviséo
seguiu-se um protocolo, primeiramente buscou-se nas bases de dados (Pubmed, Scielo e
Periddicos Capes) a combinacdo das palavras-chaves probiotico, prebidtico, simbidtico e
definicdo (probiotics, prebiotics, symbiotics and definition), a partir dos artigos selecionados
foi predeterminada a definicdo e 0s mesmos ja apresentavam 0s principais efeitos; desta
maneira na segunda parte do protocolo pesquisou-se na base de dados Pubmed o nome de um
dos alimentos funcionais pesquisados e uma doenca (que foi escolhida a partir dos efeitos
apresentados), por exemplo, as palavras-chaves eram: probiotic and cancer, prebiotic and
allergy, symbiotic and cholesterol, e assim sucessivamente com seus principais efeitos. Foram
excluidos os estudos que ndo utilizaram humanos, ratos ou in vitro, e utilizaram algum outro
componente associado ao alimento pesquisado, como também aqueles que ndo demonstraram

0s parametros modificados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Probioticos
Os probidticos eram definidos como suplementos alimentares a base de

microrganismos Vvivos, ou componentes microbianos que, quando consumidos em
determinada quantidade, afetavam beneficamente o animal hospedeiro, proporcionando o
balanco da microbiota intestinal (FULLER, 1989). No entanto, a atual definicdo aceita
internacionalmente ¢ que “os probidticos s3o microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a saide do hospedeiro (JOINT
FAO/WHO, 2002).

Para uma bactéria ser classificada como probidtica, ela deve conter algumas
caracteristicas, como: ser de origem humana, ser gram-positiva, aderéncia a mucosa intestinal,
ser produtora de acido e ser acido resistente; capacidade de colonizagcdo no trato
gastrointestinal humano, ndo apresentar patogenicidade, ser resistente a bile, ter atividade
metabolica no intestino e produzir compostos antimicrobianos (BRIZUELA et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2002; SANTOS et al., 2003)

As bactérias do acido latico sdo as principais representantes dos probioticos. Os
Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus e ainda algumas cepas ndo patogénicas de
Escherichia coli, bem como os fermentadores Saccharomyces Boulardii, sdo as bactérias mais
utilizados como probioticos por terem sido isoladas de todas as porcbes do trato
gastrintestinal humano sadio (CHARTERIS et al., 1998; CABRE; GASSULL, 2007).

Sé&o bactérias consideradas como probioticos 56 espécies do género Lactobacillus e 29
do género Bifidobacterium. Os Lactobacillus sdo capazes de fermentar carboidratos
produzindo é&cido latico, conhecidos como homo ou hétero-fermentadores, enquanto os
Bifidobacterium sdo conhecidos por estimularem o sistema imune, inibirem a proliferacdo dos
agentes patogenos, diminuirem a colesterolemia e a concentracdo de amonia, ajudarem a
restabelecer a microbiota apds tratamento com antimicrobianos e produzirem vitamina B
(SHAH, 2007; STURMER et al., 2012).

O tempo de consumo e a quantidade de unidades formadoras de coldnias (UFC)
interferem nos efeitos benéficos dos probidticos. Para possuirem importancia fisioldgica e
produzirem efeitos os probidticos precisam atingir populacdes acima de 10° a 107 ufc/g, e para
que as bactérias sejam aderidas a microbiota e seus efeitos sejam observados no organismo o
consumo minimo deve ser de 14 dias, visto que para manutencdo dos beneficios seu consumo
deve ser feito diariamente nas doses adequadas (CHARTERIS et al., 1998; MARTINS et al.,
2005; SAAD, 2006).
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Segundo Forestier et al. (2001) a adesdo de probioticos nas células epiteliais do
intestino e sua colonizagdo na mucosa sdo de fundamental importéncia para que efeitos
benéficos ocorram na salde do hospedeiro. Os efeitos benéficos dos probidticos na microbiota
intestinal procedem da formacdo de um ambiente intestinal mais ajustado através de
procedimentos compartilhados pela maioria dos probiéticos (HILL, 2014). Os probidticos
devem resistir as condi¢des adversas do trato digestivo e conseguir se multiplicar no intestino
(OLIVERIA, 2007; PERRICONE et al., 2015).

Os efeitos das bactérias probidticas podem ser observados por meio de diversas acdes,
como a melhora da digestdo da lactose, capacidade de modulacdo dos mecanismos
imunolégicos, melhor absor¢do de alguns nutrientes, atividade anticarcinogénica, estimulo da
motilidade intestinal, degradacéo de toxinas, estimulacdo da imunidade local e periférica, e da
atividade de enzimas em borda de escova, producdo de posturas sub-microbianas, prevencado
de translocacdo microbiana, inibicdo de adesdo de patdgenos, e secrecdo e ativacdo de
Imunoglobulina A (TAHMER; PENNA, 2006; ANANDHARAJ et al., 2014).

Outras agdes benéficas atribuidas a essas cepas sédo a diminuicdo das concentragcdes
plasmaticas de colesterol (ISHIMWE et al., 2015; LI, 2012.), diminui¢cdo do risco de certos
tipos de cancer (como o de célon) (ORANUSI et al., 2014; KHANI, 2012), prote¢do contra
infeccbes (LOLLO et al, 2012), efeitos anti-hipertensivos (KHALESI et al., 2014,
THUSHARA et al., 2016), além de efeitos inibitorios sobre a mutagenicidade (KAUR et al.,
2002; TUOHY et al., 2003).

Pela auséncia de efeitos secundarios, o tratamento com probioticos tem grande
vantagem. Os efeitos benéficos advindos destes microrganismos sdo praticamente 0 mesmo
que o da microbiota normal do corpo humano, desde que se utilizem as cepas com eficacia
comprovada. Segundo Saad (2006) estudos clinicos controlados com bifidobactérias e
lactobacilos ndo apresentaram efeitos maléficos causados por essas bactérias.

Wickenset et al. (2008) em um estudo randomizado controlado por placebo com
mulheres gestantes, buscaram avaliar se o consumo de probidticos poderia impedir o
desenvolvimento de eczema e atopia nos bebés até os dois anos de vida. As gestantes foram
incluidas caso elas ou os pais dos bebés tivessem historico de asma, eczema ou febre do feno
tratada. Estas gestantes foram divididas em trés grupos, onde um deles receberam capsulas
com Lactobacillus rhamnosus HN0OO1 (HNO0O1) (6x10° ufg/g), e o outro, capsulas com
Bifidobacterium lactis HN019 (9 x10° ufc/g) e o grupo controle-placebo recebeu uma capsula
idéntica na aparéncia e no cheiro contendo dextrano, sal e um extrato de levedura. As

gestantes comecaram a ingerir as capsulas na 35% semana de gestacdo, estendendo essa
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suplementacdo até os seis meses de amamentacdo. Para seus bebés o consumo foi iniciado
entre 0 2° e 0 16° dia ap0s o nascimento e estendeu-se até os dois anos, o pé da capsula foi
administrado misturado com &gua ou leite materno, por meio de uma colher de cha ou uma
seringa, até que a alimentacdo com solidos fosse iniciada, onde 0s probiéticos eram
polvilhados sobre os alimentos. Os resultados deste estudo demonstraram que as criancas que
receberam lactobacillus rhamnonsus reduziram significativamente os riscos de eczema
quando comparado ao placebo, o grupo que recebeu Bifidobacterium lactis ndo apresentou
resultado significativo, e os dois grupos probidticos ndo apresentaram resultados em atopia.

Winckens et al. (2012, 2013 e 2018) corroborando com o estudo acima, fizeram o
acompanhamento dessas criancas até os 11 anos de idade, no intuito de verificar a ocorréncia
de eczemas e atopia, e se a suplementacdo de probioticos surtia efeitos ao longo desse tempo.
As criangas foram avaliadas com 4, 6 e 11 anos de idade. Ao completar cada uma das idades
citadas anteriormente, os pais compareciam no laboratério de estudo inicial com seus filhos,
as criancas eram avaliadas pelos médicos, por meio de protocolos e exames, e também os pais
relataram a ocorréncias de qualquer manifestacdo de eczemas e atopia ao longo desse
percurso. Os resultados de todos os estudos indicaram que apenas o0 consumo de Lactobacillus
rhamnosus HNOO1 reduziu significativamente os eczemas até os 11 anos de idade quando
comparado ao grupo placebo, e observou também uma possivel extensdo a sensibilizacao
atopica, renite e febre de feno. Os autores consideraram que uma simples intervencdo com
probidticos no comeco da vida pode gerar beneficios que se estende por pelo menos até a
primeira década de vida, alegando que entender o mecanismo deste probidtico € de grande
importancia.

Como ja relatado, um dos beneficios dos probioticos é a digestdo de lactose. A b-
lactoglobina (BLG) é o principal peptideo do soro do leite, por possuir estrutura rigida, ela se
mantém estavel em pH baixo e resiste a hidrélise por pepsina, tendo um alto potencial
alergénico (MAIER et al., 2006). Pescuma et al. (2015) objetivou verificar a hidrélise de BLG
ensaiada in vitro adicionando Lactobacillus delbrueckiisub sp. bulgaricus CRL 454, a cepa
probidtica foi capaz de hidrolisar a BLG neste meio, aumentando a sua digestdo sem que
perdesse sua qualidade e seu valor biolégico. Outro estudo de Pescuma et al. (2007) também
in vitro, ao adicionar Bactérias Acido lacticas (Lactobacillus delbrueckiis sp. bulgaricus CRL
454, Lactobacillus acidophilus CRL 636 e Streptococcus thermophilus CRL 8) observou que
as cepas foram capazes de degradar BLG durante o crescimento, concluindo que essas cepas
poderiam ser usadas como culturas adjuvantes para aumentar a digestibilidade de BLG em

SOro.



14

Thang, Boye e Zhao (2012) objetivaram verificar o efeito de probidticos na reducao de
alergia a BLG de vaca em camundongos. As respostas foram avaliadas por monitoracdo dos
escores de hipersensibilidade e imunoglobulinas especificas de BLG. Os resultados
demonstraram que os escores de hipersensibilidade foram significativamente menores nos
grupos que receberam suplementacdo probiotica quando comparado ao controle positivo
(apenas sensibilizado por BLG). O consumo de probidticos diminuiu a reacdo alérgica,
principalmente por meio do aumento de imunoglobulina A intestinal em camundongos.

Presume-se que 0s probidticos apresentem trés mecanismos de acdo em atividades
cancerigenas, que seriam capazes de proteger o hospedeiro. A inibicdo das bactérias
responsaveis por transformar substancias pré-cancerosas em cancerigenas, a inibicdo direta na
formacdo de células tumorais, e a capacidade de algumas cepas de ligacdo e/ou inativacéo
cancerigena seriam os trés mecanismos de atuacdo dos probidticos. A reducdo da resposta
inflamatéria e aumento da resposta imune também estdo sendo apontados como novos
mecanismos (ROWLAND; GRASSO, 1975; ORRHAGE et al., 1994; DENIPOTE;
TRINDADE; BURINI, 2010).

RONG et al. (2018) verificaram em seu estudo que o consumo de Lactobacillus
helveticus NS8 reduz significativamente o nimero de tumores e o grau de hiperplasia em
camundongos induzidos a carcinogénese por sulfato de sddio e azoximetano e dextrano. O
aumento da proliferacdo de enterdcitos no estagio inicial do cancer colorretal associado a
colite foi significativamente suprimido pelo probiotico. O lactoaillus helv. NS8 suprimiu
significativamente a ativacdo do NF-xB e regulou positivamente a citocina anti-inflamatéria
IL-10. Além disso, o0 NS8 modulou a disbiose intestinal, promovendo micrébios comensais
benéficos enquanto eliminava os micrébios associados ao cancer.

Lytvyn et al. (2016) buscaram avaliar o efeito do probidtico combinado a nutricédo
enteral (NE) em 140 pacientes pds-operatdrios com cancer gastrico. Os pacientes foram
divididos em dois grupos, recebendo durante oito dias NE e probioticos, ou apenas NE. Os
resultados mostraram que todos os fatores relacionados a funcdo imune, como 1gG; IgA e
IgM, e também a melhoria das citocinas inflamatdrias, incluindo IL-6, IL-8 e TNF-o foram
maiores/melhores no grupo probioticos e NE, do que no grupo que recebeu apenas NE. A
diarréia que é causada pela NE também foi expressivamente menor no grupo probidtico e NE,
do que no grupo apenas NE, os autores consideraram que essa combinacdo pode melhorar a
fungdo imunoldgica e reduzir a diarréia e resposta inflamatoria nestes pacientes.

Probidticos vem sendo estudados também como suplementacdo em exercicio de

resisténcia e resistido. Quinze homens treinados foram suplementados com uma combinagédo
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de cepas probidticas em capsulas contendo cinco bilhdes de unidades formadoras de colbnias
(Streptococcus (S.) thermophilus FP4 e Bifidobacterium (B.) breve BR03) durante 21 dias,
depois realizaram um exercicio de forca nos membros superiores, 0s autores observaram que
0 grupo suplementado atenuou o desempenho e a amplitude do movimento, sugerindo que
cepas probidticas especificas podem ajudar na recuperacdo do desempenho apds um exercicio
(JAGUER et al., 2016). Chen et al. (2016) suplementaram ratos durante seis semanas com
Lactobacillus plantarum, os ratos foram submetidos a duas horas de natacéo e posteriormente
a analises de interesse, os resultados indicaram que a suplementacdo com L. plantarum
aumentou a massa muscular, energia, desempenho e demonstrou efeitos antifadiga.

Huanget et al. (2018) em um estudo duplo-cego controlado por placebo com 16
sujeitos com mais de 20 anos de idade, buscou avaliar o efeito ergogénico da suplementacgéo
com Lactobacillus plantarum no desempenho endurance. Os sujeitos foram suplementados
por seis semanas, a avaliacdes fisiologicas por meio de medidas exaustivas de exercicio em
esteira e indices bioquimicos relacionados. Os resultados verificaram que o grupo que
consumiu o probidtico apresentou maior desempenho de endurance, e também maior glicose
no teste de esteira maxima comparado ao placebo, indicando que a suplementacdo com
probidtico Lactobacillus plantarum pode ser um suplemento benéfico para o exercicio
aerobico e também para a coleta de energia.

Madjidet et al. (2016) objetivaram comparar o efeito benéfico do consumo de um
iogurte probiodtico comparado ao iogurte desnatado sobre a perda de peso em 89 participantes.
Os resultados ndo demonstraram diferencas significativas na perda de peso, porém observou-
se que a ingestdo de iogurte probidtico pode ter efeitos positivos sobre a sensibilidade a
insulina e o perfil lipidico.

Jones et al. (2012) em seu estudo com adultos hipercolesterolémicos que consumiram
iogurte formulado contendo Lactobacillus reuteri NCIMB 30242, observaram que 0 consumo
do iogurte com probiotico reduziu significativamente os niveis séricos de LDL, colesterol
total e ndo HDL, quando comparados aos que consumiram placebo. J& em um estudo
realizado por lvey et al. (2015) com 156 mulheres e homens obesos, a suplementacédo
probidtica com cepas de Lactobacillus acidophilus LA5 e Bifidobcterium animalis subsp.
Lactis Bb12, ndo apresentaram melhora no perfil lipidico e como também ndo apresentaram
efeito anti-hipertensivo.

Desta forma podemos observar que a modificagdo da microbiota por meio do consumo
de probidticos origina resultados benéficos a salide humana e que cada cepa bacteriana tem

uma funcdo exclusiva no organismo. Cepas que possuem uma mesma espécie Sao
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incomparaveis, e podem apresentar areas de adesdo distintas, diferentes efeitos no sistema
imune e mecanismos de acdo sobre a mucosa saudavel ou inflamada (ISOULARI et al,.
2004).

2.2 - Prebioticos

Os prebioticos sdo ingredientes alimentares nao digeriveis que afetam beneficamente o
hospedeiro. Os prebidticos segundo Raizel et al. (2011) foram introduzidos por Gibson e
Roberfroid em 1995, e sdo essenciais para o0 crescimento dos microrganismos no intestino,
pois sdo substratos para eles.

Alguns critérios sdo definidos para que um ingrediente alimentar se caracterize como
prebidtico. Para ser considerado um prebidtico, o ingrediente deve fazer parte de um conjunto
de moléculas complexas, ter origem vegetal, ndo ser digerido por enzimas digestiva, nem
absorvido no trato intestinal na sua porcdo superior, ser seletivamente fermentado por cepas
bacterianas benéficas ao colon e ter a capacidade de alterar a microbiota, sendo
osmoticamente ativo (KOLIDA; TUOHY; GIBSON, 2002; GIBSON; FULLER, 2000;
ROBERFROID, 2007).

Os prebioticos resistem as enzimas digestivas e sdo degradados apenas no intestino
grosso. Os compostos prebidticos sdo moléculas grandes e por isso ndo podem ser digeridas
na parte superior do trato gastrointestinal, resistindo as enzimas digestivas, ao atingir o
intestino grosso sdo degradados pela microflora bacteriana e estimulam rigorosamente a
atividade metabolica e o crescimento das cepas bacterianas, desta forma auxiliam estas cepas
em seu crescimento e metabolismo por meio da competicdo pelo alimento probidtico, o que
favorece a proliferacdo de bactérias benéficas como os lactobacillus e as bifidubacterium,
gerando efeitos fisioldégicos importantes para a saide (OLAGNERO et al., 2007; RAIZEL et
al., 2011).

Sdo conhecidos como prebidticos 0s oligossacarideos (gentioligossacarideos,
xiloligossacarideos, isomaltooligossacarideo, frutooligossacarideos) e a lactulose (GIBSON;
FULLER, 2000; SAAD, 2006), porém segundo Carabin e Flamm (1999), com a nova
definicdo os outros carboidratos ndo digeriveis passam a integrar o grupo de fibras de dieta.
Assim, os frutanos (oligofrutose e inulina) fibras solGveis e fermentaveis, e ndo digeridas por
enzimas hidroliticas e pela a-amilase na parte superior do trato gastrointestinal, sdo utilizados
como prebidticos, pois influenciam sobre processos bioquimicos e fisioldgicos do organismo,
melhorando a saude e reduzindo o risco de manifestacdo de vérias doengas (CUMMINGS;
MACFARLANE, 2002; KAUR; GUPTA, 2002).
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Além de propiciar o crescimento das bactérias benéficas presentes no colon, outras
vantagens podem ser obtidos ao uso de prebioticos: capacidade de articular-se com funcdes
fisioldégicas como o metabolismo de lipidios e absorg¢do de calcio (SAAD, 2006), producdo de
nutrientes, inibicdo de agentes patdgenos, alivio de constipacdo, efeito na glicemia
(PIMENTEL; GARCIA; PRUDENCIO, 2012) e na prevencao de doengas alérgicas (SOUZA
et al, 2010).

Os prebidticos podem ser consumidos em sua forma natural por meio de alguns
vegetais como a cebola, grédo-de-bico, alho, alcachofra, aspargo, cevada, centeio, grdos de soja
e chicdria, como também podem ser extraidos por cozimento ou a¢do enzimatica alcodlica, e
polimerizacgéo direta (FLESH; POMIOMYCK; DAMIN, 2014).

Segundo a ANVISA o consumo diario recomendado de prebioticos € de 3 a 5 ¢
(BRASIL, 2016). Segundo Anjo (2004) a utilizacdo em excesso pode gerar efeitos
divergentes, levando em consideracdo as substancias ativas presentes nos alimentos/produtos,
quando fermentados os prebidticos aumentam a producdo de gés, elevando desta forma o
risco de desenvolvimentos de diarreias (por seu efeito osmatico), flatuléncia, cdlicas, inchago
e distensdo abdominal, estado este reversivel com a interrup¢do da ingestdo e sdo pouco
aceitos por portadores de sindrome do intestino irritavel, porém a utilizacdo dentro das doses
recomendadas tem apresentado grande aceitacdo. (MATHEW et al., 1993; COLETT, 2000;
MACARI; MAIORKA, 2000; SILVA, 2000; RAIZEL et al. 2011).

Os compostos prebidticos utilizados em humanos sdo os oligossacarideos, grande
parte dos experimentos cientificos analisando os efeitos prebioticos referem-se a inulina e aos
frutooligossacarideos (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002).

Savino et al. (2003) em um estudo prospectivo observacional em 214 lactantes de até
3 meses de idade com cdlica, averiguaram a administracdo de uma férmula lactea
parcialmente hidrolisada contendo prebidticos (fruto e galacto-oligossacarideos) reduziram a
frequéncia da colica em 79% dos bebés. Para confirmar o efeito da férmula lactea com adicéo
de prebioticos, Savino et al. (2006) realizaram um estudo randomizado e controlado, com 199
lactantes com até 4 meses de idade, observando uma reducdo significativa nos episodios de
célica dos bebés que receberam a formula quando comparados ao controle. Além disso, apds
0 décimo quarto dia o chorar os bebés foram significativamente diferentes entre os dois
grupos.

Van Hoffen et al. (2009) em um estudo duplo-cego, randomizado controlado por
placebo, objetivaram analisar o efeito de prebidticos (GOS/FOS) na resposta imune de

lactantes. Durante seis meses um grupo de bebés recebeu uma formula de soro hipoalergénico
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com prebidticos e o outro grupo placebo (maltodextrina). A suplementacdo prebidtica reduziu
significativamente os niveis plasmaticos de Imonoglubina (IG) E total, 19G1; 1gG2; e 1gG3,
ndo observando efeitos sobre a 1gG4. A 1gG1 especifica para alergia ao leite de vaca diminui
significativamente, considerando os resultados a suplementacdo prebidtica induz um perfil de
anticorpos benéfico.

Em um estudo com ratos, Delzene e Kok (1999) observaram que a adicdo de
oligofrutose a uma deita rica em gordura durante trés semanas reduziu em 50% o triglicerideo
pos-prandial e evitou o aumento do colesterol livre no soro induzido por dieta rica em
gordura.

Buscando verificar o efeito da adicdo de prebidticos nas caracteristicas de crescimento,
resisténcia as condicOes do trato gastrointestinal e remocao de colesterol in vitro, Robi (2012)
adicionou inulina a cepas de Lactobacillus helveticus 416 e Enterococcus faecium CRL183,
os resultados indicaram que a adig¢do de inulina as cepas melhorou a resisténcia intestinal e
potencializou a capacidade de reduzir o colesterol, visto que a inulina também néo
impossibilitou o crescimento das cepas.

Um dos principais beneficios da inclusdo de prebioticos na dieta é seu efeito
bifidogénico. Pimentel, Francki e Gollucke (2005) destacam que varios trabalhos in vitro e em
humanos demonstram que a inulina e 0 FOS produzem este efeito por terem um processo de
fermentacdo diferente. A intensidade dos efeitos pode depender da quantidade ingerida e ter
relacdo com o grau de fermentacdo dos carboidratos na microbiota. Em humanos o efeito dos
frutanos na absorcdo do célcio € positivo, parecendo ocorrer em condi¢cbes de maior
necessidade do mesmo, como em adolescentes e mulher pds-menopausa (CUPPARI, 2014).

Em um estudo com adolescentes do sexo masculino saudaveis, 0s autores objetivaram
verificar o efeito do consumo de 159 de oligofrutose durante 19 dias na absorcédo de calcio. Os
resultados demonstraram um aumento na absorcao fracionada de célcio no grupo que recebeu
oligofrutose quando comparado ao placebo (VAN DEN HEUVEL et al.,1999). Corroborando
com estudos sobre prebioticos e calcio, Abrams et al. (2005) verificaram os efeitos do
consumo de 8g inulina em adolescente na absorcdo de célcio e acimulo de mineral 6sseo apds
8 semanas e 1 ano. A absorcdo de calcio foi significativamente maior em 8 semanas e em 1
ano no grupo frutano quando comparado ao grupo placebo (maltodextrina). O consumo de
inulina aumentou também a mineralizagdo Gssea durante o crescimento puberal.

Em um estudo cruzado, duplo-cego e randomizado com mulheres pds-menopausa
durante 19 dias, Van Den Heuvel, Schoterman e Muijs (2000) buscaram investigar se um

produto rico em prebidtico (20g transgalacto-oligossacarideos) estimularia a absorgdo de
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calcio. Os resultados indicaram que a maior absor¢édo de célcio foi no grupo com consumo de
probidtico quando comparado ao grupo de tratamento de referéncia (isotopicos estaveis de
Célcio), e este aumento na absor¢do ndo foi acompanhado pelo aumento de excrecdo de célcio
na urina, o que pode indiretamente aumentar a captacdo de calcio pelos 0ssos.

Além da insercdo de microrganismos vivos no colon por meio de suplementos
alimenticios, pode-se também multiplicar o nimero dos microrganismos benéficos ja
existentes por meio do consumo de prebidticos (CARDELLI, 2006). O consumo de
prébioticos propicia energia para a proliferacdo das cepas benéficas, mas ndo incentivam o
crescimento das bactérias patdgenas. Os efeitos produzidos por uma microbiota saudavel foi
observado com a introducdo dos prebidticos na alimentacio ou como forma de
suplementacdo, visto que os efeitos dos prebioticos sdo praticamente os mesmos dos
probidticos, onde o primeiro estimula o crescimento do segundo.

2.3 - Simbioticos

A combinacdo simultanea de ingredientes prebioticos e microrganismos probidticos
formam os alimentos simbioticos, gerando um produto com as caracteristicas funcionais dos
dois grupos, que em sinergia vao beneficiar a satde do hospedeiro (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2011; SCHREZENNMEIR; VRESE, 2010). Segundo Anandharaj et al. (2014) a
sinergia dessa combinacdo promove a proliferacdo de bactérias benéficas ja existentes no
célon, como também das bactérias adicionadas, e aumenta a qualidade e o tempo de
sobrevivéncia dessas cepas.

Os produtos simbidticos podem ser indicados para alguns casos clinicos, nos quais sua
eficicia ja é relatada, sendo eles: encefalopatia hepatica, sindrome do intestino irritavel,
constipacdo, diarreia em pacientes em nutricdo enteral por sonda nasogastrica, diarréia em
pacientes portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida, diarreia dos viajantes,
diarreia viral aguda, doenca inflamatdria intestinal, infeccGes e complicacdes gastricas pelo
Helicobacterpylori, sindrome da resposta inflamatéria sistémica, alergia, reducdo do
colesterol e triacilglicerol plasmatico, carcinogénese, radioterapia envolvendo a pelves,
melhoria da salde urogenital de mulheres, efeitos benéficos no metabolismo mineral,
principalmente na densidade e estabilidade d6ssea (KARKOW; FAINTUCH; KARKOW,
2007; SCHREZENNMEIR; VRESE, 2010).

Segundo Badar6 et al. (2008) os efeitos benéficos produzidos pelos prebidticos e
probidticos tem despertado o interesse tanto das inddstrias alimenticias como também de
pesquisadores, para o desenvolvimento de produtos e estudos com simbioticos. A reducdo de

infeccOes intestinais e de citocinas pro-inflamatdrias, a melhora do sistema imune, a redugédo
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de massa gorda e aumento de massa magra, reducgdo da proliferacdo de células cancerigenas e
diminuicdo dos niveis de glicemia e colesterol, sdo alguns dos efeitos benéficos apresentados
com o consumo de alimentos simbidticos, entre outros relatos em diversos estudos que
comprovam os beneficios de alimentos funcionais (RAIZEL et al., 2011).

Polakowski (2019) em um estudo com 73 pacientes com cancer de colorretal, que
foram submetidos a uma suplementacdo (simbidtico ou placebo - maltodextrina) pré-
operatéria durante sete dias, 0s resultados mostraram que os simbidticos atenuaram no estado
inflamatorio e esta relacionado a reducBes de morbidade, do tempo de internacdo hospitalar e
do uso de antibidticos, apresentando assim efeitos benéficos em pacientes pré-operatorios
com cancer colorretal.

O consumo de simbioticos foi capaz de alterar a flora fecal aumentando os
lactobacilos e as bifidobactérias, e reduzindo Clostridium perfringens, e também diminuindo
expressivamente a proliferacdo de células cancerigenas e a capacidade de necrose de 43
pacientes polictomizados e 37 pacientes portadores de cancer no colon (RAFTER et al.,
2007).

No experimento de Gavresea et al. (2018) em 60 ratos induzidos a cancer de coldn
pré-neoplasico, 0s grupos que receberem carcinégeno e simbidtico apresentaram 100% de
sobrevivéncia e também tiveram significativamente menor ocorréncia de inflamacéo, lesGes
parecidas com colite e displasia de focos de criptas aberrantes quando comparado ao grupo
que recebeu apenas o carcindgeno. O grupo que recebeu simbidtico ao mesmo tempo em que
comegou receber carcindgeno apresentou menos lesdes patologicas, parecendo assim que 0s
simbidticos protegem quanto ao aparecimento de lesdes do colén pré-neoplasio, exercendo
propriedades antimutagenicas.

Em um estudo randomizado, duplo-cego e controlado por placebo Motori et al. (2012)
objetivaram avaliar o efeito do consumo de simbidtico durante 30 dias sobre o0s niveis de
glicemia e colesterol em 20 voluntarios idosos. Os resultados indicaram que 0 grupo
simbidtico apresentou um aumento significativo nos niveis de colesterol HDL e uma reducéo
relevante na glicemia em jejum, e uma pequena reducdo nos triglicerideos e colesterol total,
enquanto nenhuma alteracdo expressiva foi observada no grupo placebo.

Fox et al. (2019) em um estudo duplo-cego, randomizado controlado, buscou verificar
o efeito do consumo de simbidtico associado a uma férmula de aminoécidos em bebés com
alergia ao leite de vaca ndo mediada por Imunoglobulina E. Ap6s 26 semanas de tratamento
foi verificado por meio da analise do bolo fecal que no grupo aminoacidos e simbidticos as

porcentagens de bifidobacterias foi significativamente maior, enquanto as porcentagens de
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Eubacterium rectale/Clostridium coccoides foram significativamente menores quando
comparado ao grupo placebo. O uso de medicamento dermatoldgico e relatos de infec¢bes no
ouvido também foram menores no grupo amino&cidos e simbioticos.

De acordo com Souza et al. (2010) a utilizacdo de galacto-oligossacarideos e
frutooligossacarideos, associados ou ndo a probiéticos (LGG) em criangas com dermatite
atépica moderada e grave, ambas suplementacdes promove melhora dos sinais clinicos
baseados em escores de gravidade. Corroborando com este estudo, Ibanez et al. (2018) em seu
estudo prospectivo observacional verificou que a suplementacdo simbi6tica em criangas com
dermatite atopica ajuda a melhorar os sintomas da doenca, E mais de 80% das criancas
melhoraram os sintomas clinicos observadas por pais e médicos.

Haghighat et al. (2018) em um estudo randomizado, duplo-cego e controlado por
placebo, objetivaram investigar o efeito da suplementacdo simbiotico e probidtico na
disfungdo vascular sérica e em marcadores de necrose em pacientes em hemodialise. Os
pacientes (75) foram divididos aleatoriamente em trés grupos: Simbiotico, que receberam 15g
de prebioticos e 5g de probiotico; Probidtico, que receberam 5g probidtico e 15g de po6 de
maltodextrina e o placebo que receberam apenas 20g de po de maltodextrina durante 12
semanas. Os resultados mostraram que o consumo de simbidtico reduziu significativamente o
nivel das concentracfes séricas de molécula de adesdo intercelular solivel tipo 1 que é um
fator de risco para doencas cardiovasculares em pacientes em hemodialise, mas nao tem efeito
sobre o marcador de necrose.

Ipar et al. (2015) em um estudo aberto, randomizado, controlado, incluindo criangas
com obesidade primaria com duracdo de 30 dias, verificou que o grupo de criancas que
tiveram mudancas no estilo de vida (diminuicdo de 10% da ingestao calorica e 30 minutos por
dia de atividade fisica) e receberam a suplementacdo simbidtica diminuiram
significativamente o peso, o indice de massa corporal, as medidas antropométricas, o
colesterol total sérico, o colesterol de lipoproteina de baixa densidade e os niveis de estresse
oxidativo quando comparados ao grupo controle que tiveram apenas mudancas no estilo de
vida.

Lobdo (2008) verificou em seu estudo que o consumo de simbidtico em pé
(frutooligossacarideos e Lactobacillus Casei, Lactobacillus Rhamnosus, Lactobacillus
Acidophilus, Bifidobacterium bifidum) por atletas de futebol, acelerou 0s ganhos de massa
magra e reduziu a gordura corporal junto com a realizacdo do treinamento fisico. O simbiotico
vem apresentando resultados positivos em parametros de saude, 0s estudos vem se

direcionando na busca de melhoria de patologias comuns, mas tem aumentado o interesse em
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descobrir sua eficAcia como forma de suplementacdo relacionada a exercicios fisicos e em
outras associagdes.

A utilizacdo de simbidtico na alimentacdo diaria parece ter grandes beneficios.
Aumentar o nimero das bactérias benéficas ja existentes, bem como aumentar também as
bactérias adicionadas por meio do probiotico, pode originar resultados com grandes impactos,
visto os efeitos que tanto o probidtico como o prebiotico ja produzem separadamente.

De modo geral, os alimentos funcionais pesquisados apresentam beneficios a saude do
hospedeiro. Os trés alimentos mostraram uma capacidade de alterar a microbiota intestinal
tanto humana como animal, de modo que as bactérias benéficas se proliferem diminuindo o
namero das bactérias maléficas, o que torna a microbiota equilibrada e o organismo saudavel,
prevenindo o surgimento de novas patologias.

Os numeros de microrganismos formadores de colonias e tempo de consumo
interferem na eficiéncia da bactéria utilizada. Para que o probiotico tenha eficacia € necessario
que o nimero de UFC esteja na quantidade recomenda e 0 um tempo minimo de consumo de
14 dias. Outro ponto chave para resultados fidedignos € quanto a especificidade da cepa, cada
cepa possui sua especificidade e a utilizacdo de uma cepa incorreta pode acarretar em
resultados insignificantes.

O consumo desses alimentos tem apresentado resultados pertinentes. Reducdo de
ocorréncia de alergias, de doencas intestinais, da proliferacdo de células cancerigenas
alteracdo no sistema imune propiciando o seu fortalecimento, entre outros. A realizacdo de
mais estudos que comprovem de fato esses resultados auxiliaria na resolucdo dessas
patologias, sendo de grande importancia para a ciéncia da salde, porém deve haver uma
padronizacdo das cepas, das doses e tempo de consumo para alavancar esses resultados, o
consumo dos mesmos por pessoas saudaveis também deve ser investigado, buscando analisar

quais as modificacdes no organismo saudavel.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos do probdtico, prebidtico e simbidtico em alguns parametros da

funcéo renal, hepatica, antioxidante e lesdo muscular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar os efeitos do consumo de probiotico, prebiotico e simbidtico associados ao um
queijo tipo cottage nos seguintes parametros:
e Marcadores Func&o renal (Ureia, Acido Urico, albumina e proteinas totais)
e Marcadores antioxidantes (SOD, Glutationa, GPx, catalase)
e Marcadores indicadores de lesdo (CK, LDH, ALT, AST)
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EFFECTS OF PREBIOTICS, PROBIOTICS AND SYMBIOTICS ASSOCIATED
WITH A COTTAGE CHEESE ON HEALTH PARAMETERS OF HEALTHY
WISTAR RATS

ABSTRACT

Functional foods stand out for their nutritional quality and for the physiological and metabolic
effects they promote in the body, promoting its benefits. Prebiotics, probiotics and symbiotics
are the most used within the group of functional foods, for their benefits in the intestinal
microbiota. The objective of this study was to evaluate the effects of prebiotics, probiotics and
symbiotics associated with cottage cheese on some parameters of renal function, liver,
antioxidity and muscle injury healthy wistar rats. The animals were subdivided into five
groups: control, normal cottage, prebiotic cottage, probiotic cottage and symbiotic cottage, the
diet was administered for 14 days, 20g/day, the control group received commercial feed in the
same proportion. After 12 hours of the last day of supplementation, blood samples were
collected for analysis of the parameters: ALT, AST, LDH, CK, SOD, Glutathione, GPx,
Catalase, total protein, AU, urea and albumin. In the parameters related to renal function, only
a significant result was observed, the prebiotic cottage group reduced the level of uric acid
(p= 0.05), in the antioxidant parameters the significant results were: the probiotic cottage
group increased the level of GPx (p= 0.05), symbiotic cottagetage increased the activity of
catalase (p= 0.05), and decreased glutathione levels (p= 0,05). In the parameters markers of
muscle injury and liver diseases the consumption of probiotic cottage decreased the CK (p=>
0.05) and prebiotic cottagetage increased AST levels (p= 0,05). The consumption of these
functional foods, even though they are harmless to human health, in healthy wistar rats
presented controversial results; we suggest that more studies be conducted to elucidate their
real effects.

Keywords: Prebiotic. Probiotic. Symbiotic.

INTRODUCTION

The increase in life expectancy and its changes in lifestyle are associated with the
development of various pathologies. This association enables several studies in the field of
nutrition, which aim to observe food and its effects on the human body, aiming to improve the
nutritional and life quality, since food is a fundamental factor both for prevention and
promotion of human health, preventing and reducing numerous diseases (SOUZA et al., 2010;
RAIZEL et al., 2011).

This search for food that produces benefits to human health has increased interest in
so-called functional foods. Functional foods are defined by the Health Surveillance Agency

(ANVISA) as "any food or ingredient that has functional or health properties, while
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preserving its basic nutritional functions, and when it refers to a nutrient, it must have
physiological and/or metabolic effects and be beneficial to health, these foods/ingredients
must ensure safety for consumption without medical guidance” (BRAZIL, 1999).

Functional foods have substances that modulate and trigger favorable metabolic
processes to improve health status. These substances increase the efficiency of the immune
system, preventing the appearance of pathological alterations and degenerative diseases,
which can reduce longevity (PARK; KOO; CARVALHO, 1997; SGARBIERI; PACHECO,
1999).

The main functional foods used in studies are probiotics, prebiotics and symbiotics.
Probiotics are characterized as living microorganisms that, when consumed in adequate
quantities, produce host health benefits (JOINT FAO/WHO, 2002). In addition to this
ingestion of live microorganisms, the conservation of the great effectiveness of probiotic cells
can be acquired through the addition of substances for cell protection in the fight against
injuries originating from processing, the prebiotics. Prebiotics are able to extend the survival
of probiotics because they are substrates for these bacteria and for the bacteria already present
in the colon, in addition to benefiting the digestion process (SAVINE et al., 2010), and the
symbiotic is the junction of prebiotics and probiotics, which in synergy produce the
characteristic benefits of both foods (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2001).

Probiotics, prebiotics and symbiotics are directly related to the alteration of the human
microbiota making it healthy. The consumption of these foods can generate an alteration in
the number of beneficial bacteria in the microbiota, almost always multiplying its quantity,
and reducing the proliferation of malefic/pathogen bacteria, leaving the microbiota in balance,
which reduces the incidence of pathologies in the body (COLLINS; GIBSON, 1999).

Probiotics are frequently used in the food market. According to Raizel et al. (2011),
the main probiotic strains present in the intestine of a healthy adult are Bifidobacteria and
Lactobacilli, these two species can be found in yogurt, dairy products and food supplements.
The use of probiotics in food production is acceptable when such food preserves these micro-
organisms alive and makes the environment conducive to their development.

The cottage cheese enables the microorganism to preserve it in a viable form,
demonstrating desirable characteristics for the insertion of a probiotic strain. Probiotic strains
can be added in dressing, the creamy liquid that surrounds the cheese granules, to dressing
could also be added a prebiotic, making cottage a symbiotic food. A cottage cheese associated
with these microorganisms and carbohydrates would offer great health benefits, especially for
its low fat content making it a healthier cheese (ARAUJO, 2007).
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Observing that the search for disease-free aging can be benefited by the consumption
of foods that produce beneficial effects on the health of the body, with functional foods being
the main representatives of this group, and that the ingestion of these foods is usually
associated with dairy products, as it provides proliferation of live microorganisms, the aim of
this study was to verify what the effects of prebiotics, probiotics and symbiotes associated
with cottage cheese in parameters of renal, liver, antioxidant and muscle injury of healthy

wistar rats.

MATERIAL AND METHODS

Newly weaned male rats (21 days of age) of the Wistar lineage, free of specific
pathogens, raised at the Multidisciplinary Center for Biological Research (University of
Campinas, SP, Brazil), were housed (~22 ° C, 55% relative air humidity, inverted 12 h light /
dark cycles of 12 hours) in individual growth cages, with free access to commercial feed
(Labina, Purina, Brazil) and water at all times, until they reach a body weight of 111.8 + 7.1
g. The research methodology was approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation (CEUA-UFGD, protocol No. 10/2018). The animals were randomly
assigned to five groups, depending on the type of diet: cottage, cottage with prebiotic, cottage
with probiotic, cottage with symbiotic or control group receiving only commercial feed.
During 14 days, 20 g of cheese were placed in each cage and this amount was completely
ingested by the animals every day, with the exception of the control group that received 20 g
of commercial feed (Figure 1). Similar experimental projects were sought in other studies
with probiotic, prebiotic, symbiotic and conventional dairy foods (EJTAHED et al., 2011,
SAVARD et al., 2011; LAHTINEN et al., 2012).

Control 30 healthy wistar Cottage SIM
20 g ration rats 20g per day
per day

e v -

Cottage Cottage PRE | | Cottage PRO
Mormal 20g per davy 20g per dav

20g per day

Figure 1: Experimental design.
Starter culture and probiotic strains
The starter culture used in this study was a type O mesophilic, composed of
Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris (R-704). The

probiotic strains were Lactobacillus acidophilus LA-5 and Bifidobacterium animalis subsp.
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lactis Bb-12. Both starter culture and probiotic strains were acquired lyophilized from
Christian Hansen (Valinhos, S&o Paulo, Brazil).
The prebiotic used was fructooligosaccharide (FOS) in the amount of 3% relative to the

probiotic.
Food Matrix

Cottage is a fresh, fermented cheese with a relatively salty and acidic taste. Its
consistency is granular and grain immersed in dressing, composed of standardized cream. It
has a low fat content of about 4% and high humidity of 80% (Araujo, 2007; Viana et al.,
2002). The cottage cheese enables the microorganism to preserve it in a viable form,
demonstrating desirable characteristics for the insertion of a probiotic strain. The production
of cottage cheese has increased sharply in Brazil. According to Dutra et al. (2003) the
production of cottage cheese is still considered small compared to more traditional cheeses
(freshwater mines, musarelle and plate), but frequent consumption has required better quality
cheeses, in addition to the emergence of new options on the market. Research with the use of
cottage cheese, as well as its supplementation with functional foods, were verified for the
choice.
Preparation of cottage cheese and inoculation

The processing of cottage cheese followed the methodology proposed by Jesus et al.
(2016) with modifications. The following ingredients were used: skimmed and pasteurized
milk (0% fat, Type A, Xandd, Araras, Brazil), heated to a temperature of 37°C, 0.25g L-1 of
CaCl2 (P.A, Labsynth, Diadema, Brazil) and the starter culture composed of the
microorganisms Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris R-
704 (Christian Hansen), in the form DVS (direct vat set), previously heavy (5% wi/v),
corresponding to the value of 7 log UFC.g-1 in the final product. After a fermentation period
of 16 hours, in which the pH of the milk reached a value of 4.6, the curd was formed. The
dough was cut and then slowly heated to a final temperature of 50°C to obtain firm grains and
compact texture. In the next step, the draining was performed, three consecutive washes of the
mass with cold water (3 to 4°C) and addition of dressing. In relation to the final weight of the
cheese, 30% of dressing (creamy liquid) was added, composed of pasteurized cream (17% fat,
Nestlé, Brazil) added to UHT skim milk (0% fat, Lider, Brazil) to standardize the fat content
up to 4% (final product).

In dressing, of groups 4 and 5, probiotic cultures Lactobacillus acidophilus La-5 and
Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb-12 (Christian Hansen, Valinhos, Brazil) were

added as DVS (direct set vat), previously weighed (5% w/v), in order to achieve a final count
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of 1% log UFC.g-1. For each treatment the other ingredients were added directly to the
dressing: potassium sorbate (0.10% w/w, Labsynth, Diadema, Brazil) and sodium chloride
salt (1% w/w) (Swan, Cabo Frio, Rio de Janeiro, Brazil). In group 3 and 5 3%(w/w) of
fructooligosaccharide (FOS) was added.

Determination of the viability of starter culture and probiotics

Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris R-704 were
counted by plating in depth 1 mL of each dilution in M17 agar (Himedia Laboratories,
Mumbai, India), with the addition of 5% (v/v) lactose solution at 10% (w/v), followed by
incubation at 30 °C £ 1 °C for 48 h (IDF, 1997).

For Lactobacillus acidophilus La-5 the MRS-agar medium (Himedia Laboratories,
Mumbai, India) with 10% (v/v) maltose solution 20% (w/v) was used. The plates were
incubated at 37 °C + 1 °C for 72 hours (IDF, 1999).

Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 was enumerated using MRS-agar
(Himedia Laboratories, Mumbai, India) with the addition of 100 mL 20% glucose solution
(w/v), 5 mL dicloxacillin solution (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) at 0.01% (w/v), 10 mL
lithium chloride solution at 11.11% (w/v) and 5 mL cysteine chloride solution at 10% (w/v).
After inoculation, the plates were incubated in jars containing anaerobiosis generator (BD
GasPakTM EZ Container Systems) at 37 °C + 1 °C for 72 hours. All culture media were
previously tested in order to ensure the selective growth of these microorganisms.
Determination of pH

The pH of the samples was determined using a Digimed potentiometer (Sdo Paulo -
SP), model DM-20, at 25°C, with determination by direct insertion of the electrode in the
samples (BRASIL, 2006). The pH measurements of the cheeses were performed after
manufacture and after 15 days of storage.

Biochemical Parameters

Blood samples were collected 12 hours after consumption of the cheeses/feed in BD
Vacutainers (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey), kept at 4°C and centrifuged at
3.000 x g (4 ° C, 12 min) to obtain serum for evaluation of albumin, total protein, aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), creatine kinase (CK), urea, uric
acid (AU), Superoxide desmutase (SOD), catalase, glutathione and glutathione peroxidase
(GPx).

Statistical Analysis
Data presented as mean + standard error of the mean. For continuous data, the

Shapiro-Wilk normality test was performed (a = 0.05). Parametric data were analyzed using
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oneway ANOVA with multiple comparisons by the Bonferroni method. The level of
significance was defined as o = 0.05. Data were analyzed using free software R version 3.5.2
for Windows. The images were generated using GraphpadPrism software version 7.

RESULTS AND DISCUSSION

Based on the reported capacity that functional foods are capable of altering the
intestinal microbiota, improving host health (PARK; KOO; CARVALHO, 1997;
SGARBIERI; PACHECO, 1999), and producing metabolic or physiological effects that
benefit the individual, the objective of this study was to evaluate the prebiotic, probiotic and
symbiotic effect associated with cottage cheese on renal health parameters, antioxidant, liver
and muscle injury markers in healthy wistar rats.

The dosage used is that expected for micro-organisms to adhere to intestinal
microbiota. In the literature, probiotics should reach populations above % and °” CFU/g for
bacteria to be adhered to the colon and produce their effects, since the time of
supplementation should be equal to or above 14 days to verify their benefits (CHARTERIS et
al., 1998; MARTINS et al., 2005; SAAD, 2006).

The results were subdivided into three groups, according to characteristics common to
the parameters. In the set of markers associated with renal function, UA, urea, total proteins
and albumin were analyzed (figure 2). High levels of urea and uric acid in the blood may
indicate kidney failure. The two parameters are substances produced after the degradation of
proteins, are filtered in the kidneys and excreted by urine, the increase of these substances in
the blood indicates that they are not being excreted by urine (DIAZ GONZALEZ;
SCHEFFER, 2003).

The results of the group of markers associated with renal function indicated that the
consumption of cottage prebiotic showed a significant reduction in UA levels (p= 0.05),
when compared to the normal cottage, probiotic cottage and mainly symbiotic cottage groups.
The increase of uric acid in the blood can increase insulin resistance, promoting the
development of diabetes, its reduction in addition to indicating normalization of kidney
functions, can also prevent diabetes, the prebiotic seemed effective in reducing AU (SHAH;
BJORNSTAD; JOHNSON, 2016).

Garcia-Arroyo et al. (2018) aimed at evaluating the potential of two probiotic
supplements to reduce systemic concentrations of uric acid and the hypouricemic effect on

kidney injury induced by hyperuricemia and hypertension in rats, supplemented the animals
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for five weeks, noting that the probiotic supplements prevented high urinary excretion of acid
(AU) and its intrarenal accumulation, the hypouricemic effect conferred by the probiotic also
prevented renal changes and hypertension.

Urea levels showed no significant differences. The normal, prebiotic and symbiotic
cottage groups maintained practically the same levels as the control group, while the
consumption of probiotic cottage tended to increase blood urea. Dehghani et al. (2016) in a
randomized controlled trial of 66 patients with chronic kidney disease, supplemented with
symbiotic (1000 mg/day) for six weeks, observed a significant reduction of urea nitrogen in
the blood compared to the placebo group. Serum creatine, uric acid and other indicators of
renal function did not show significant reductions after probiotic consumption.

In a meta-analysis analyzing 13 studies with patients with impaired renal function, the
results generally decreased the levels of glomerular filtration rate, urea and urea nitrogen in
the blood, while creatinine and uric acid tended to rise (FIROUZI; HAGHIGHATDOOST,
2018).
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Figure 2: Graphs showing the results of the comparison between all groups of markers of renal function: urea,
uric acid, albumin and total protein.

Albumin and total proteins measured in the blood indicate a person's nutritional status
and the diagnosis of possible kidney and liver problems. The low levels of the two parameters

in the blood indicate renal and hepatic problems, while the high levels, mainly of total
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proteins indicate diseases such as cancer, autoimmune diseases, hepatitis and increased
production of antibodies in infectious diseases (DIAZ GONZALEZ; SCHEFFER, 2003). The
levels of albumin and total proteins did not present significant differences in our result, but
the consumption of diets apparently maintained the level of the two parameters compared to
the control group, since in the control group all animals were healthy and blood levels of the
analyzed parameters were normal.

The consumption of PRE, PRO and SIM in these markers of renal function proved
harmless to the body of healthy animals, except that the consumption of cottage with PRO
tended to increase blood urea, however the use of PRE significantly reduced the AU in the
blood when compared to all other groups, appearing that the consumption of cottage with
PRE would have greater effectiveness in reducing the levels of AU, may help in the treatment
of kidney disease.

Glutathione, GPx, SOD and catalase were analyzed in the body's defense functions
(figure 3). Glutathione, GPx, SOD and catalase are substances of great importance in the
antioxidant process of our body. All four substances protect cells against the action of free
radicals, they prevent the aging and death of cells and improve the immune system, because
they strengthen the body against pathogens. Catalase in particular is responsible for
decomposing hydrogen peroxide (oxygenated water) into oxygen and water, as this is a toxic
substance for the cell. The levels of these parameters decrease naturally as we age and may
also decrease with a poor quality of life, the maintenance of levels necessary for our body can
ensure the health of cells and the strengthening of the immune system (KUSS, 2005;
BARBOSA et al., 2010; ROVER JUNIOR et al., 2011).

It is known that glutathione and SOD, together with GPx and catalase are the main
defense vehicles active in our body, maintaining the levels of these enzymes in our body helps
promote health (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Consumption of normal cottagetage
and probiotic cottage increased significantly the levels of GPx in the blood (p= 0.05) when
compared to the prebiotic cottage group, which significantly reduced GPx levels (p=> 0,05).
Symbiotic cottageing has significantly reduced the level of glutathione in the blood (p= 0.05)
when compared to normal cottage, the other groups did not present significant differences, but
tended to maintain glutathione levels compared to the control group.

In the activity of the enzyme catalase normal cottagetage significantly reduced the
numbers of enzymes in the blood (p=> 0.05) when compared to the control group, while the
prebiotic and symbiotic cottage groups increased significantly (p= 0.05) in relation to

prebiotic cottagetage, the probiotic cottage group apparently maintained the same level of
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catalase as the control group. None of the groups presented significant differences in ODS,
but they tended to increase the levels of this parameter in the blood.

Asemi et al. (2014) sought to elucidate the effects of symbiotic foods on metabolic
profiles, inflammation and oxidative stress in diabetic patients. After six weeks of symbiotic
consumption, there was a significant decrease in serum insulin, and a significant increase in

GSH in plasma and UA serum levels when compared to the control group.
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Figure 3: Graphs showing the results of the comparison between all groups of antioxidant markers: Glutathione,
GPx, SOD and catalase.

Chen et al. (2011) in an induced model of oxidative stress to mimic accelerated aging,
the consumption of a prebiotic (frutooligosaccharide) exerted antioxidant capacity in mice.
After 52 days of treatment, the prebiotic significantly normalized hepatic SOD and GP
activities, the frutooligosaccharide increased enzymatic activity and morphology of the
hepatic antioxidant enzyme caused by chronic administration in mice, partially associated

with its prebiotic role in the colon.
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Some probiotic strains are considered to be more effective in their antioxidant
capacity. Consumption of Lactobacillus plantarum 30B showed greater efficacy in relieving
intestinal inflammation compared to the probiotic strain Lactobacillus acidophillus 900.
While supplemented with L. plantarum 30B, it found a greater drop in body temperature of
mice compared to control. In this study it can be verified that the lactobacilli strain with SOD-
like activity is more effective in relieving intestinal inflammation than the catalase-producing
strains (TOMUSIAK-PLEBANEK et al., 2018).

The strains used in this study Lactobacillus acidophilus LA-5 and Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis Bb-12 were chosen for their safety qualification, for being used in
clinical studies from premature newborns to the elderly at doses of up to 1°° CFU/day without
adverse effects, as well as for the fact that the combination of the two strains is being accepted
in food products, and in researches have already shown results in the aid of recolonization of
the intestinal microbiota and increase the immune response, since our objective was not only
antioxidant effects (DE VRESE et al, 2011; NORD et al. 1997; CHATTERJEE et al., 2013).

Kleniewska et al. (2016) sought to evaluate the effects of a symbiotic (Lactobacillus
casei and inulin) on antioxidant properties in plasma. The study was conducted in 32 healthy
individuals and were divided into two groups: symbiotic and control, blood samples were
collected before and after seven weeks of supplementation. The consumption of the symbiotic
significantly increased the activity of catalase and an insignificant increase in the activity of
SOD and GPx was observed when compared to the control group, concluding that this
supplementation can contribute positively in antioxidant properties. It is noted that when in
healthy individuals the levels of antioxidant markers increase even without presenting
oxidative processes. Our results also demonstrated increases in oxidizing parameters without
oxidative processes mainly in the normal cottage and probiotic cottage groups in the
parameter glutathione peroxidase. But we found that symbiotic cottage reduced glutathione
levels and prebiotic cottage reduced GPx levels.

The other parameters analyzed were CK, LDH, ALT, AST (figure 4), these associated
with liver problems and muscle injury. ALT and AST are directly linked to liver disease.
These two substances are present in the liver cells and when their concentrations increase in
the bloodstream indicates damage to the liver. ALT and AST are also associated with muscle
damage, along with CK, which has its main activity in skeletal and cardiac muscle tissues,
and LDH, which turns glucose into energy for cells when levels of CK and LDH increase in
blood may indicate muscle damage or heart attack. Increased LDH may also be associated
with liver diseases (ZAMIM JR, 2002; NUNES et al., 2015).
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CK decreased significantly in the probiotic cottage group compared to the control
group and AST showed a significant prebiotic increase compared to the control group. In the
other groups of CK and AST, and in the ALT and LDH markers, no significant difference was
found.
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Figure 4 - Graphs showing the results of the comparison between all groups of markers of muscle injury and
liver diseases: AST, ALT, CK and LDH.

Reducing CK with probiotic Cottage may indicate your help as a supplement to
exercise. Probiotics already have some results related to physical exercise. Chen et al. (2016)
supplemented rats for six weeks with Lactobacillus plantarum, the animals were submitted to
two hours of swimming and later to analyses of interest, such as CK. The results indicated
that supplementation with L. plantarum increased muscle mass, energy, performance and
showed antifatigue effects; CK was reduced in the probiotic group compared to control.

Jaguer et al. (2016) aimed at verifying the effect of some probiotic strains
((Streptococcus (S.) thermophilus FP4 and Bifidobacterium (B.)).) brief BR0O3) in strength
exercise, selected fifteen trained men and supplemented them with probiotics for 21 days, and
then performed a strength exercise in the upper limbs, the results indicated that the group
supplemented with probiotics showed a significant decrease in CK compared to control, and
this group also improved performance and range of motion, suggesting that specific probiotic

strains may assist in recovering performance after an exercise.
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ALT and AST still have an uncertain effect, with different effects in some studies.
Asemi and Esmaillzadeh (2013) in a study conducted with pregnant women seeking to verify
the daily effects of probiotic yogurt on serum levels of calcium, iron, AST and ALT. Pregnant
women consumed the yogurt for nine weeks, probiotic yogurts resulted in the maintenance of
calcium levels, and no significant differences were found in iron, AST and ALT levels when
compared to conventional yogurt.

Aller et al. (2011) seeking to evaluate the effects of two probiotic strains in patients
with Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus in non-fatty liver disease,
supplemented patients for 3 months. The results indicated a significant reduction in ALT,
AST and GT gamma levels in the groups that received probiotics when compared to the
control group, treated with a placebo tablet.

The increase observed in AST with prebiotic cottage consumption was not found in
any other study. It is worth mentioning that all the animals of our experiment were healthy,
free of any pathology, and also that the composition of the intestinal microbiota of these
animals was not analyzed, so we could not know for sure what the level of adhesion of these
bacteria to the colon and what its proliferation was in relation to the substrates consumed.

The prebiotic used in our study has greater properties to stimulate the proliferation of
another probiotic. Phosphooligosaccharide (FOS) is capable of stimulating the growth of
bifidobacteria, stimulating in such a way that this strain prevails over the others (GIBSON,
1999), perhaps this may indicate that Lactobacillus have been found in smaller quantities, not
conferring its full effects.

We observed that the consumption of these functional foods for fourteen days
produced predominant positive effects in healthy wistar rats. Most of the parameters analyzed
maintained or improved their levels in the animals that received the supplementation when
compared to the control group. These functional foods presenting practically the same
benefits in the host organism presented controversial results in certain parameters.

The lack of analysis of the animal's intestinal microbiota is a limitation of our study.
The analysis of the microbiota could verify in fact which strain had adhesion to the organism,
which is the predominance and thus we associate the effects with the specificities of the

strains.

FINAL CONSIDERATIONS
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The main activities observed were increased GPx in the normal and probiotic cottage
groups, catalase in the prebiotic cottage and symbiotic cottage groups, and decreased CK by
probiotic cottage and AU by prebiotic cottage.

The use of functional foods is harmless to human health, provided they are consumed
within the recommended dose. Since we did not analyze the final composition of the
microbiota of the animals, it cannot be stated if there was a true adherence of microorganisms
to the colon, and which is the dominant probiotic strain in each animal, but the time of
supplementation and dose were indicated in the literature to give effect to the host.

We recommend that more studies be conducted to test whether functional foods
associated with dairy products, particularly cottage cheese, can benefit healthy individuals,
associating a real health-promoting effect on their daily consumption.
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CONCLUSOES

Os alimentos funcionais vém apresentando diversos beneficios a satde. Os probéticos,
principalmente as cepas lactobacilos e bifidobacterias estdo conferindo beneficios a saide do
hospedeiro, apresentando melhora no sistema imune, reduzindo diversos tipos de cancer,
alergias, colesterol, infeccdes e apresentando efeitos anti-hipertensivos. Os prebioticos por
proliferarem as bactérias benéficas do organismo acabam por seguir a mesma linha dos
beneficios dos probioticos. Os simbidticos, dentre os trés alimentos funcionais parecem que
vem apresentando os melhores resultados relacionados as doencas, devido a sinergia do
probidtico e prebidtico.

A utilizacdo desses alimentos associados a um produto lacteo como o queijo cottage
em ratos saudaveis, apresentou resultados controversos aos parametros analisados, mesmo
sendo considerado indcuo seu consumo a saude, o consumo de cottage associado ao
prebidtico aumentou os niveis de AST e reduziu os niveis de GPx, e 0 consumo de cottage
simbidtico reduziu os niveis de glutationa no sangue.

A maioria dos parametros analisados apresentou resultados insignificantes, mantendo
0S niveis proximos ao do grupo controle, visto que o grupo controle era de animais saudaveis
e que todos os pardmetros estavam normais. Os efeitos positivos significativos foram a
diminuicdo do AU pelo consumo de cottage prebidtico, diminuicdo da CK pelo consumo de
cottage probiodtico e aumento da atividade catalase pelo consumo de cottage prebiotico e
simbidtico. A realizacdo de mais estudo utilizando esses parametros e em individuos
saudaveis devem ser realizados para elucidar os seus reais efeitos, assim como a utilizacédo de

diferentes cepas probidticos e outros prebioticos.
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