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RESUMO

A febre tifoide causa mortalidade e morbidade em todo o mundo. Dentro desta problematica,
os probidticos tem despontado como possibilidade profilatica ou como auxiliares no tratamento.
As bactérias dcido laticas, amplamente utilizadas em produtos lacteos, sdo muito utilizadas
como probidticos que sd@o conhecidos como microrganismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas, conferem um beneficio a saide do hospedeiro. Esse trabalho teve
como objetivo avaliar os provdveis mecanismos de potencial a¢do probidtica da linhagem
Lactococcus lactis 4U em modelo murino de infec¢do experimental por Salmonella enterica
subs. enterica sor. Typhimurium. ATCC (14028). Para tanto, utilizou-se um modelo murino de
infeccdo por S. Typhimurium, que mimetiza a febre tifoide humana. Foram realizados ensaio
de sobrevivéncia onde acompanhou-se a variacdo ponderal dos animais, e ensaio de verificagdao
de mecanismos de acdo protetora apds desafio. Em ambos, camundongos Balb/c receberam
diariamente por gavagem a linhagem L. lactis 4U antes e apds o desafio. Também foram
avaliados no segundo ensaio: translocagdo, lesdes histopatoldgicas, atividade enzimdtica de
mieloperoxidase (MPO) e expressao relativa de genes codificadores de citocinas pré e anti-
inflamatérias. A administra¢do oral da linhagem L. lactis 4U (fresca, liofilizada ou seca em
spray dryer) resultou em ganho de peso constante e obteve 66,67% para 4U fresca + ST, 41,67%
para 4U liofilizada + ST e 75% para 4U spray + ST, de sobrevivéncia. Foi constatado
translocagdo de S. Typhimurium para baco e figado em todos os grupos experimentais, em
quantidade de 10° UFC/g de colonizacdo. Apresentou-se niveis histopatolégicos normais, e com
manutengdo do ileo para os grupos controle L. lactis 4U e experimentais, assim como foi
observado reducao de microabcessos no figado nos mesmos grupos. Niveis de MPO foram
encontrados em maior quantidade no figado, para todos os grupos exceto controle L. lactis 4U
e 0 genes testados apresentaram uma regulacdo dos niveis de citocinas, evidenciando o processo
inflamatorio. Foi possivel concluir que a linhagem Lactococcus lactis 4U, se mostrou seguro,
mantendo sua viabilidade celular vidvel para administracdo de forma fresca, liofilizada e seca
em spraydrying, e possibilitou maior porcentagem de sobrevivéncia, além de ndo ser capaz de
translocar, e auxiliar na integridade da barreira intestinal.

Palavras-chave: Probiético; Salmonella Typhimurium; Lactococcus lactis; Spray Dryer;
Liofilizagdo, Febre tifoide.



ABSTRACT

Typhoid fever causes mortality and morbidity worldwide. Within this issue, probiotics have
emerged as a potential prophylactic option or as adjuvants in treatment. Lactic acid bacteria,
widely used in dairy products, are commonly employed as probiotics, which are known as live
microorganisms that, when administered in adequate amounts, confer a health benefit to the
host. This study aimed to evaluate the potential probiotic mechanisms of action of the
Lactococcus lactis 4U strain in a murine model of experimental infection with Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC (14028). For this purpose, a murine
infection model of S. Typhimurium, which mimics human typhoid fever, was used. A survival
assay was conducted to monitor the animals weight variation, along with an assay to verify
protective action mechanisms after pathogen challenge. In both assays, Balb/c mice received
daily oral administration of the L. lactis 4U strain before and after the challenge. In the second
assay, additional evaluations included bacterial translocation, histopathological lesions,
myeloperoxidase (MPO) enzymatic activity, and the relative expression of pro and anti-
inflammatory cytokine-coding genes. Oral administration of the L. lactis 4U strain (fresh,
lyophilized, or spray-dried) resulted in stable weight gain and survival rates of 66.67% for 4U
fresh + ST, 41.67% for 4U lyophilized + ST, and 75% for 4U spray + ST. Translocation of S.
Typhimurium to the spleen and liver was observed in all experimental groups, with a
colonization of 10° CFU/g. Histopathological analysis showed normal levels and preservation
of the ileum in the L. lactis 4U control and experimental groups, along with a reduction in liver
microabscesses. MPO levels were higher in the liver for all groups except the L. lactis 4U
control. The tested genes showed cytokine level regulation, highlighting the inflammatory
process. It was concluded that the Lactococcus lactis 4U strain is safe, maintaining cell viability
for administration in fresh, lyophilized, and spray-dried forms. It contributed to a higher
survival rate, did not translocate, and helped preserve intestinal barrier integrity.

Keywords: Probiotic; Salmonella Typhimurium; Lactococcus lactis; Spray Drying;
Lyophilization; Typhoid Fever.
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1. INTRODUCAO
1. 1. Probiéticos e o potencial biotecnolégico de Bactérias Acido laticas

Probidticos (do latim pro, “para” ou “a favor de”, e do grego bios, “vida”) sdo
conhecidos como microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
conferem um beneficio a saide do hospedeiro (FAO/OMS, 2002; HILL et al., 2014).

Gasbarrini et al. (2016) explicaram que a histéria dos probidticos comega no inicio do
século XX com os estudos pioneiros de Ilya Ilyich Mechnikov, um cientista russo que
trabalhava no Instituto Pasteur em Paris, sendo o primeiro a investigar os possiveis efeitos
desses microrganismos na saide humana. Em 1907, publicou “The Prolongation of Life”,
representando a primeira descri¢do cientifica do potencial de consumo de substincias que
alteram favoravelmente a microbiota gastrointestinal, um conceito amplamente aceito como o
principio dos probidticos (GOGINENI et al.,, 2013). Posteriormente, sugeriu que oS
lactobacilos, bactérias dcido laticas (BAL), poderiam combater os efeitos putrefativos do
metabolismo gastrointestinal, que contribuiam para o desenvolvimento de doencgas e para o
envelhecimento (GASBARRINI et al., 2016).

Gogineni et al. (2013) citaram que, em 1962, Lilly e Stillwell expandiram a defini¢cao
de probidticos para incluir bactérias anaerdbicas capazes de produzir dcido latico e estimular o
crescimento de outros microrganismos e, em 1974, Parker sugeriu que o termo probidtico
deveria abranger nao apenas organismos microbianos, mas também outras substincias que
contribuissem para o equilibrio da microbiota intestinal. Fuller, em 1992, definiu probidticos
como um suplemento microbiano vivo que beneficia o animal hospedeiro ao melhorar o
equilibrio microbiano intestinal (McFARLAND, 2015).

O Ministério da Saide Brasileiro (2021), tratou dos probidticos de acordo com a mesma
definicdo dada pela FAO/OMS em 2002, mas acrescenta que esses microrganismos pertencem
a diferentes géneros e espécies, tanto de bactérias quanto de leveduras. Chouraddi et al. (2023)
explicaram ainda que a defini¢do de probidticos dada pela Associag@o Internacional Cientifica
de Probidticos e Prebidticos (ISAPP) estd restrita a formulas que incluam a contagem de células
vidveis, uma influéncia favoravel na saide do hospedeiro e na sua alimentagdo, uma vez que
para alcancar beneficios a saide do hospedeiro, os probidticos devem estar presentes no produto
em quantidades suficientes, entre 10° e 10’ Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/mL ou g

(MATOUSKOVA etal., 2021).
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A maioria dos probidticos sdo compostos por BAL, um grupo bacteriano amplamente
estudado devido aos seus beneficios a satide, que sdo frequentemente referenciadas na literatura
como microrganismos com potencial probiético. Possuem status GRAS (Generally Recognized
as Safe) reconhecidos pela FDA (Food and Drug Administration). O grupo BAL € composto
por diversos géneros, dos quais se destacam: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus e Weissella (CARR et al., 2002.; FERNANDES,
2022). Algumas dessas bactérias sdo benéficas, como Lactococcus lactis e Streptococcus
thermophilus, utilizadas na fermenta¢do de alimentos, por exemplo. No entanto, algumas
espécies dentro desse grupo podem ser patogé€nicas, como Streptococcus pneumoniae €
Streptococcus pyogenes (BOLOTIN et al.,2001).

O grupo das BAL, consistem em bacilos ou cocos Gram-positivos, microaerdfilicos ou
anaerdbicos facultativos, fastidiosos, sem motilidade, com alta tolerancia a baixo pH, ndo
esporulantes, catalase negativos e geralmente encontrados em dgua, solo (CHAGAS, 2018.;
GARCIA-HERNANDEZ et al., 2016.; FERNANDES, 2022), vegetais, frutas, produtos carneos
fermentados, bebidas fermentadas, produtos em conserva, leite e derivados, além da microbiota
residente de mamiferos, colonizando a pele, a mucosa respiratoria, vaginal e intestinal
(CANCELLA et al., 2024.; SANDES et al., 2017). As BAL sdo classificadas como
homofermentativas ou heterofermentativas. O 4cido latico € o principal produto da fermentacao
da glicose no grupo homofermentativo, enquanto o grupo heterofermentativo, além do 4cido
latico, produz outras substancias, como diéxido de carbono, dcido acético e etanol (CARR;
CHILL; MAIDA, 2002).

De acordo com Motta et al. (2023) as BAL podem ser utilizadas como culturas
bioprotetoras e funcionais devido as suas atividades benéficas aos hospedeiros, uma vez que
podem ser veiculadas por alimentos, sendo amplamente utilizadas em produtos lacteos.
Pacheco-Martinez et al. (2023) afirmaram que os probioticos estdo envolvidos na regulacao de
alguns fatores como homeostase intestinal, melhora da disponibilidade de nutrientes, redug¢do
de sintomas de intolerancia a lactose, entre outros.

As BAL possuem potencial biotecnoldgico como carreadoras de vacinas orais (ZHAI et
al., 2023) Também sdo capazes de influenciar no crescimento, reducao dos efeitos de estresse
ou conferir protecao contra patdgenos; nao ocasionar nenhum efeito deletério ou prejudicial ao
hospedeiro; devem possuir boas caracteristicas sensoriais, acdo fermentativa, tolerancia a

liofilizacdo (desejavel); e devem exibir caracteristicas especificas, como: tolerancia acida e
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biliar; resisténcia as enzimas gastricas e capacidade de adesao ao trato gastrointestinal (SOUZA

et al., 2023).

1. 2. Lactococcus lactis

Lactococcus lactis € Gram-positivo, homofermentativo e heterofermentativo, que cresce
em Otima temperatura de 37°C. Devido sua morfologia esférica, a distingdo entre os géneros
Streptococcus, Enterococcus e Leuconostoc torna-se dificil, quando baseada apenas na
morfologia. Ocupa um nicho relacionado as superficies de plantas e ao trato gastrointestinal de
animais (SAMARZIJA; ANTUNAC; HAVRANEK, 2001). Estudos sobre L. lactis demonstram
a capacidade dessa espécie de BAL, de produzir lactato (produto final da fermentacdo de
acucares), conhecido por ter um efeito antimicrobiano, assim como a produgdo de bacteriocinas,
que contribuem para a inibicao do crescimento de microrganismos indesejaveis (MILERIENE
et al., 2023.; CANCELLA et al., 2024).

Saleena et al (2022) mostraram que estudos acerca de L. lacts, incluem qualidades
antialérgicas, anticancer e anti-inflamatorias, assim como a capacidade de produzir enzimas
como amilase e lipases, caracteristicas relevantes tanto para aplicacdes probidticas quanto
tecnoldgicas. Tendo como grande vantagem a capacidade de sobreviver a passagem pelo trato
gastrointestinal (TGI) ap6s administracdo oral, caracteristica essa que tem permitido seu uso
como um veiculo para a entrega de agentes terapéuticos, como citocinas, no organismo humano.
(HUANG et al., 2017; AZEVEDO et al. (2015). Atualmente, L. lactis tem sido modificado para
expressar biomoléculas terap€uticas, representando um avanco significativo na bioengenharia.
Esse desenvolvimento tem permitido aplicacdes terapéuticas inovadoras, com resultados
promissores em diferentes modelos de doencgas, pois pode atuar em vias especificas do sistema
imunolégico, promovendo imunomodulacao com potencial para tratamento ou prevencao de

doencas (CAMPOS et al., 2024).

1. 3. Métodos de desidratacao de culturas microbianas

1. 3. 1. Liofilizacao (Freeze-drying)

O processo de liofilizacdo tem como objetivo principal a manutencdo de viabilidade
celular de linhagens bacterianas apds o processo de secagem e como especificacdo bdsica a
mudanca do estado fisico da matéria, no qual se tem a conversao de dgua congelada diretamente

para o estado de vapor por sublimagdo (FELLOWS, 2009). O processo de liofilizacdo segue,
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de modo geral, para outras dreas, os mesmos principios do setor farmacéutico. Composto por
trés etapas principais: congelamento, secagem primdria e secagem secunddria, de maneira a
promover sublimacdo da dgua presente no material a ser desidratado (Figura 1) (KAWASAKTI;

SHIMANOUCHI; KIMURA, 2019).
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Figura 1 — Esquema de liofilizacdo demonstrando os principais estdgios: congelamento, fase
de secagem primadria e secundaria. Adaptado de: Kawasaki et al., 2019.

As pesquisas tém se concentrado na otimizagdo dos ciclos de liofilizagdo para melhorar
a sobrevivéncia bacteriana. De acordo com How et al. (2023), devido a liofilizacdo ser um
método que possui etapas de congelamento e secagem em baixas temperaturas, a mesma pode
causar estresse as células, acarretando em danos a membrana celular. Devido a isso, é realizado
0 ajuste de pardmetros como temperaturas de congelamento, taxas de sublimac¢do e o uso de
liofilizantes (ou crioprotetores) especificos que sdao adicionados para proteger as culturas
bacterianas em procedimentos de liofilizacio (SAVEDBOWORN et al., 2019). Durante as
etapas de congelamento e sublimacdo/adsor¢do, ocorrem trés mudangas de fase, expondo os
microrganismos vivos a diversos estresses prejudiciais, como: estresses a variagdes térmicas,
oxidacgdo, pressao osmotica, pH, super-resfriamento e cristalizagdo intra e extracelular, entre
outros que sao, em maior ou menor grau, interdependentes e ainda ndo completamente
compreendidos (VERLHAC et al., 2019).

A liofilizacdo geralmente proporciona os melhores resultados em termos de diversos

fatores de qualidade, como os atributos morfolégicos do material liofilizado (porosidade,
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distribuicao dos poros, taxas de reidratacdo, etc.) e a viabilidade bacteriana (VERLHAC et al.,
2019), sendo a mais indicada para materiais sensiveis ao calor. Agentes protetores sao
adicionados para proteger as culturas bacterianas durante diferentes procedimentos de

liofilizacdo (SAVEDBOWORN et al., 2019).

1. 3. 2. Spray drying

A secagem por spray dryer é uma técnica amplamente utilizada para desidratar
bactérias, especialmente probidticos e culturas iniciadoras. Envolve trés estdgios principais: (1)
atomizacao, (2) conversao de goticulas a particulas (3) coleta de particulas (Figura 2) (AMERLI;
MAA, 2006). Uma solu¢do é bombeada para um atomizador, que fragmenta a alimentacdao
liquida em um spray de goticulas finas. Em seguida, as goticulas s@o ejetadas em uma camara
de gds de secagem, onde ocorre a vaporiza¢ao da umidade, resultando na formacao de particulas
secas. Por fim, utilizando um dispositivo adequado, as particulas secas sdo separadas do meio

de secagem e coletadas em um reservatério SANTOS et al., 2018).
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Figura 2— Esquema de spray driyng com os trés principais estdgios: atomizacao, conversao de
goticulas a particulas e coleta de particulas Adaptado de: Askari Vaselabadi et al., 2025.

A secagem por pulverizacao, embora mais econdmica e rdpida, pode ndo ser tdo eficaz
na preservagao de células sensiveis. Huang et al., (2017), explicaram que, apesar da robustez

das bactérias probidticas estarem provavelmente associadas ao ambiente de origem, presenca
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de genes especificos, interacdes com a matriz extracelular ou a capacidade de acumulacao
intracelular de polifosfatos e produ¢do de exopolissacarideos. As condi¢des de secagem devem
ser ajustadas para cada linhagem levando em conta mecanismos de inativacdo das bactérias

durante a vaporizacdo como estresses térmico, osmotico, oxidativo e de dessecagdo (Figura 3).

| Growth of bacteria ‘ -Spray drving_| ‘ Storage and application |

>
Bacleria strain Cell Tnjury
Media Temperature Temperaturce
‘Temperature Drying matrix Drying matrix
Influencing factors:  pH Atomization Powder moisture
Growth phase Retention time content
Initial cell concentration Powder moisture Water activity
Harvesting condition content Packaging material
Rehydration condition
Aci [ .
Acid Stl'!:’,SS Heat stress Desiccated stress
Metabolic stress : g pog
: Osmotic stress Oxidative stress
Starvation stress s :
Adverse stresses: : ) Oxidative stress Mechanical stress
Strategy: producc z o
W e T Mechanical stress Starvation stress
= e Desiccated stress Digestion stress
induce stress
tolerance

Figura 3 - Desenho esquemadtico sobre fatores de influéncia e estresses adversos sobre o
crescimento de bactérias, processo de spray drying e armazenamento de bactérias. Adaptado
de: Huang et al., 2017.

1. 4. Salmonella spp.

Salmonella ¢ um género pertencente a familia Enterobacteriaceae, sdo anaerdbios
facultativos, Gram negativo, de forma bacilar, possui flagelos peritriquios, ndo formador de
esporos, patdgeno intracelular, dividido em duas espécies, S. enterica e S. bongori. A espécie S.
enterica € subdividida em seis subespécies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp.
salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae,
S. enterica subsp. indica, além de mais de 2600 sorotipos. (OLUDAIRO et al. 2022.;
KNODLER; ELFENBEIN, 2019).

Dentre as causadoras de salmonelose mais comuns estdo os sorotipos tifoides: S.
enterica sor. Paratyphi A, B ou C, e S. enterica sor. Typhi que resultam na febre tifoide (FT),

causando infeccdo sistémica, e os sorotipos ndo tifoides: S. enterica sor. Enteritidis e S. enterica
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sor. Typhimurium, também possuem como reservatorio o trato gastrointestinal (TGI), causando
doenca em humanos e animais. A infecc¢io por S. Typhimurium em um modelo murino resulta
em uma doenca que se assemelha a febre tifoide humana e por esta razao sao utilizados em
modelos de experimentagdo animal (FABREGA; VILAA 2013.; PARRY et al.,, 2002.;
OLIVEIRA et al., 2023).

A incubac¢do da FT ocorre em um periodo de 7 a 14 dias, e tem como veiculo de
transmissdo dgua ou alimentos contaminados (cru ou mal cozidos), suspeita-se de FT quando
h4 febre persistente, juntamente com os demais sintomas como, diarreia, ndusea, vomito, tosse,
constipacdo, dor de cabeca, falta de apetite (anorexia), frequéncia cardiaca lenta,
hepatoesplenomegalia, manchas rosadas no tronco, roséola tipica e dissociagdo
pulso/temperatura, além de alguns casos serem assintomaticos (VERONESE et al. 2023;
SOUZA et al. 2023). Dentre os sintomas causados por salmoneloses nao tifoides, estdo diarreia,
dor abdominal, cdlicas, ndusea e vomito, e no paciente imunocomprometido, pode evoluir para
doenca sistémica e causar sintomas mais graves (FERNANDES, 2022; PARRY et al., 2002;
GORDON, 2008).

Estas bactérias podem ser encontradas em produtos alimenticios contaminados
principalmente de aves, suinos e ovos, tendo transmissdo de forma oral-fecal. A implementacao
de medidas preventivas e a utilizacdo de técnicas de andlise microbioldgica, associadas a
ferramentas de gestdo da qualidade, sdo essenciais para garantir a prevencao de DTHA (Doencgas
de transmissdo hidrica e alimentar) e assim barrar a transmissibilidade por salmonelose
(NASCIMENTO et al., 2023; EHUWA; JAISWAL, 2021).

Um grande desafio para seu combate, € quando os sintomas se tornam graves, € a terapia
antimicrobiana € indicada em caso de sinais de disseminacao extraintestinal da infeccdo. Apesar
de considerado padrdao ouro, o uso de antibidticos pode aumentar linhagens resistentes e
multirresistentes a medicamentos (MDR), além de acarretar em uma disbiose intestinal que pode
intensificar a expansio do patdégeno. Diante desses desafios, a pesquisa de novas alternativas
como futuros tratamentos, tais como linhagens probidticas de BAL, representa uma estratégia
promissora no combate a salmoneloses. (FABREGA; VILAA 2013., OLIVEIRA et al, 2023.;
FERNANDES, 2022).
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1. 5 Patogénese S. Typhimurium

S Typhimurium € normalmente, ingerido por consumo de alimentos ou 4guas
contaminadas. Quando é consumido um indculo bacteriano considerdvel, este comegard seu
percurso pelo TGI, sobrevivendo a acidez do estdmago, aderindo-se com auxilio de flagelos e
sistemas quimiotdticos, especificamente ao ileo distal e célon proximal. Apds a passagem pela
mucosa intestinal as bactérias adentram os tecidos linfoides subjacentes realizando
multiplicacdo intracelular (Figura 4), isso se dé, através do chamado sistema de secre¢d@o do tipo
III (T3SS), que € essencial para colonizacdo do patégeno por mediar proteinas efetoras que
modificam fun¢des celulares, como a arquitetura do citoesqueleto, o trafego de membranas, a
transducdo de sinais e a expressdo de genes de citocinas, promovendo a sobrevivéncia e
colonizacao bacteriana (ENG et al., 2015.; OLIVEIRA et al., 2023.; HARAGA; OHLSON;
MILLER, 2008).

Dentre as formas que as células bacterianas podem adentrar o hospedeiro realizando os
processos de patogénese, as principais sdo: vias de células M (microfold), com a absor¢do de
bactérias por células do limen e a captagdo induzida por proteinas efetoras secretadas através
do sistema de secrecdo tipo III (T3SS) codificado pela Ilha de Patogenicidade de Salmonella 1
(SPI-I) que introduz as bactérias ao epitélio intestinal (OLIVEIRA et al., 2023). A interacdo
bacteriana com o epitélio intestinal resulta na ativagdo do sistema de secrecdo tipo III,
ocasionando a liberacdo de diversas proteinas efetoras que estimulam uma resposta celular do
hospedeiro, levando a internalizagdo bacteriana e reprogramacdo transcricional da célula
(GALAN, 2021).

As proteinas efetoras podem levar ao rearranjo do citoesqueleto, ocasionando
macropinocitose, e ap0s a internaliza¢do bacteriana, o compartimento delimitado por membrana
modula o trafego vesicular devido a expressao das proteinas efetoras estar sendo codificadas
pelo sistema de secrecdo tipo III, localizado na ilha de patogenicidade 2 (SPI-II). Essa
modulacdo permite uma adaptagcdo favordvel para sobrevivéncia e replicacdo do patégeno. A
internalizacdo bacteriana resulta em vacuolos chamados de fagossomo espagoso (SP), o qual
reduz de tamanho em minutos ou horas e forma uma membrana aderente ao redor de uma ou
varias bactérias, sendo entdo chamado de vacuolo contendo salmonela (SCV). Esse vacuolo se
funde com lisossomo e se acidifica, indicando dessa forma a capacidade do patégeno de

resisténcia a peptideos antimicrobianos, 6xido nitrico e estresse oxidativo, fatores cruciais para
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sua sobrevivéncia dentro dos macréfagos e, consequentemente, para sua viruléncia (GALAN,

2021.; HARAGA; OHLSON; MILLER, 2008).
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Figura 4 — Esquematizacdo de adesdo, colonizacdo e patogénese de S. Typhimurium que entra
em contato com o epitélio intestinal, resultando na ativag¢do do sistema de secrecdo do tipo I1I
codificado dentro de sua ilha de patogenicidade 1 (T3SS-1). Proteinas efetoras sdo liberadas
por esse sistema desencadeando respostas celulares que levam a internalizacio bacteriana e a
producdo de citocinas pro-inflamatérias. Adaptado de Galan, J. E. (2022).

2. JUSTIFICATIVA

Segundo Bhandari et al. (2023), a febre tifoide produz grande carga de mortalidade e
morbidade em todo o mundo, apesar de ter sido reduzida a taxa de mortalidade geral para menos
de 1% devido a avancos dos tratamentos. Dentro desta problemdtica, uma vez que o0s
probidticos podem permanecer no trato gastrointestinal, ocasionando modulacdo da microbiota
e conferir protecao ao seu hospedeiro, tornam-se uma grande vantagem profildtica. Assim, o

trabalho teve como a avaliacdo dos provaveis mecanismos de acdo probidtica de uma linhagem
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de bactéria latica L. lactis 4U, proveniente de graos de kefir de leite de Divindpolis, Minas

Gerais, utilizando-se um modelo murino de febre tifoide. De acordo com os dados de Costa et

al. (2023), essa linhagem foi capaz de expressar-se como potencial probidtico devido aos bons

resultados nos ensaios in vitro € aumentou a sobrevivéncia dos animais em modelo murino de

infecc@o por S. Typhimurium. Tal resultado nos estimulou a dar prosseguimento a avaliagdo

dos efeitos benéficos da ingestdo da linhagem L. lactis 4U, tanto na sua forma fresca como na

desidratada, procurando entender provdveis mecanismos de ac¢do dessa linhagem, com a

finalidade de recomendar o seu uso futuro como probiético.

3. OBJETIVOS

3. 1. Objetivo Geral

Avaliar os provaveis mecanismos de acdo probidtica da linhagem Lactococcus lactis 4U

em modelo murino de infeccdo experimental por Salmonella enterica subs. enterica sor.

Typhimurium. ATCC (14028).

3. 2. Objetivos Especificos

II.

I1I.

IV.

VL

Determinar periodicamente concentragdo de células vidveis das amostras bacterianas
processadas em liofilizador e Spray dryer;

Determinar variaciao de peso e taxa de sobrevivéncia de camundongos convencionais,
recém-desmamados, tratados ou ndo com L. lactis 4U e desafiados ou ndo com S.
Typhimurium;

Analisar translocacdao de L. lactis 4U e S. Typhimurium para figado e baco de
camundongos, 6 dias apos desafio oral com S. Typhimurium;

Avaliar as lesdes histopatoldgicas de figado e ileo em camundongos tratados ou ndo
com L. lactis 4U e desafiados ou ndo com S. Typhimurium;

Mensurar atividade enzimética de mieloperoxidase (MPO) no figado e intestino delgado
dos animais;

Analisar a expressdo relativa de mRNA de genes codificantes de citocinas pré e anti-

inflamatdrias no intestino delgado dos animais.
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4. METODOLOGIA

4. 1. Local do experimento

Os experimentos foram realizados nos laboratérios do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB), da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sendo eles: o Laboratério de
Biologia e Biotecnologia de Bactérias (LABAC), Laboratério de Morfometria do Departamento
de Patologia Geral do ICB, Laboratério de Genética Molecular de Procariotos Probidticos

(LGMPP) e Laboratério de Apoio do Programa de Pés-Graduacido em Microbiologia.

4. 2. Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c convencionais, fémeas, com 3-4 semanas de
idade fornecidos pelo Biotério Central Animal/UFMG. Os animais foram alojados em micro-
isoladores (Alesco, Monte Mor, SP, Brasil), mantidos em sistema de gaiolas ventiladas
(Alesco), com iluminag@o controlada (12 h de luz, 12 h de escuro), umidade (60 - 80%),
temperatura (22 + 5 °C) e receberam dgua e dieta comercial (Nuvital, Curitiba, Brasil) ad
libitum. Ao final do experimento os camundongos sobreviventes foram anestesiados
intraperitonealmente com Cetamina (100 mg/kg de peso) e Xilazina (20 mg/kg de peso)
(Syntec, Cotia, Brasil) e, posteriormente, foram eutanasiados por deslocamento cervical. Todos
os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com “A Diretriz Brasileira para o
Cuidado de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA)” do Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONCEA, 2016) e possuem a aprovac¢ao da comissao de ética no uso

de animais (CEUA/UFMGQG), protocolo n° 281/2022.

4. 3. Cultivo e preparo de aliquotas microbianas de S. Typhimurium e L. lactis 4U
4. 3. 1. Armazenamento e crescimento das linhagens

A linhagem de L. lactis 4U foi isolada de graos de kefir de leite de Divinépolis/MG. Seu
isolamento e identifica¢do foram realizados por Zanirati et al. (2015). Salmonella enterica subs.
enterica sor. Typhimurium. ATCC 14028 € de origem humana. Ambos os microrganismos

pertencem a cole¢do de cultura do LABAC/UFMG, onde sdo mantidos a -80°C em meio de
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Man, Rogosa and Sharpe (MRS) (Acumedia) e Brain Heart Infusion (BHI) (Acumedia)
acrescidos de 20% de glicerol (80% v/v), para os respectivos microrganismos. Quando
necessdrias ativacdes bacterianas, realizou-se dois repiques sucessivos. A linhagem L. lactis 4U
foi inoculada e crescida em caldo MRS incubado a 37 °C de 18 a 24 horas, enquanto S.

Typhimurium foi inoculada e crescida em caldo BHI a 37 °C por 24 horas.

4. 3. 2. Preparo das amostras para administracao

Os caldos com suspensdo bacteriana de ambos os microrganismos foram centrifugados
(centrifuga Thermo Scientific — Heraeus Megafuge 8R) a 8000 rpm durante 5 minutos, e
ressuspendidos com soluc¢do salina esterilizada (0,85% m/v). As suspensdes foram diluidas e
plaqueadas em triplicatas durante os experimentos para acompanhamento de viabilidade celular
e ajuste de concentracdo administradas.

Para os processos de desidratacdo (liofilizacdo e Spray drying) L. lactis 4U foi crescida
sendo concentrada dez vezes mais, centrifugada e ressuspendida em concentracio de
101° UFC/mL em 10% Skim milk (Difco™) + 10% Sacarose (m/v), que foi escolhido por
demonstrar bons resultados como agente protetor em estudos anteriores do préprio grupo de
pesquisa. Apds os processos de desidratac@o, pds resultantes foram ressuspendidos em solugdo
salina esterilizada (0,85% m/v) e administrados 100uL de 107 UFC (100 uL de suspensdo de
amostras desidratadas contendo 10”® UFC/mL). Para a gavagem aos animais tratados com L.
lactis 4U fresca (grupo controle 4U e grupo experimental 4U + ST), o pellet dessa cultura foi
ressuspendido em solucdo salina esterilizada (0,85% m/v), e administrado 100uL de 10° UFC.
Todas as administracdes foram realizadas diariamente por via intragdstrica. A variacdo de
concentracdo dos tratamentos se deu, devido ao decaimento de ciclos log durante os
experimentos. Para os ensaios de infeccdo, o pellet de cultura da linhagem de S. Typhimurium
foi ressuspendido em solugdo salina esterilizada (0,85% m/v), para administragcdo, por gavagem

em 10°° UFC (100 uL de suspensdo de S. T contendo 107 UFC/mLY

4. 4. Processos de desidratacio
4. 4. 1. Liofilizacao

A técnica de liofilizagao foi realizada para a linhagem 4U de acordo com Li et al. (2011)
e Bolla et al. (2011), com adaptacdes. 30 aliquotas de 2 mL de suspensdo microbiana,

preparadas com 10% Skim milk (Difco™) + 10% Sacarose (m/v) com crioprotetor, foram
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distribuidas em tubos tipo falcon de 15 mL, previamente esterilizados, selados com papel filtro
e os conteddos foram congelados instantaneamente em nitrogénio liquido (-196 °C). Em
seguida, as amostras foram distribuidas no liofilizador (modelo K10, Liotop, Brasil) onde
permaneceram por 24 horas a -98 °C e 4 Pa de pressdo. Ao final do ciclo, os tubos foram
revestidos com papel aluminio, para evitar a incorporagdo de umidade e luz, e armazenados sob

refrigeracdo até o momento de uso.

4. 4. 2. Secagem em Spray dryer

O equipamento utilizado foi o Spray dryer modelo MSDi 1.0 (LabMagq, Brasil).
Inicialmente foi realizada a desinfec¢cdo do equipamento com a passagem de 200 mL de etanol
70% e a normalizagdo do sistema com a passagem de dgua destilada autoclavada, durante 15
minutos. Em seguida, a amostra de 500 mL de 4U, preparada com 10% Skim milk (Difco™) +
10% Sacarose (m/v) como carreador, foi submetida ao processo de secagem por atomizagao.
Os parametros para normalizacao e operagdo do equipamento foram baseados nos trabalhos de
Chagas (2018) e Huang et al. (2017) com adaptagdes, sendo eles: bico de atomizador de 1 mm,
temperatura de entrada 100 °C ajustada quando necessdrio para que seja atingida a temperatura
de saida de aproximadamente 65 °C, vazdo de alimentacdo do secador de aproximadamente 0,6
L/h, pressdo do ar comprimido de 3,5 kgf/cm? e vazdo do ar de atomizagio de 40 L/min. O p6
gerado em cada processo foi coletado pelo ciclone separador e armazenado em vidro de tampa
de rosca revestido com papel aluminio, para evitar a incorporacdo de umidade e luz, e

armazenadas sob refrigeracdo até o momento de uso.

4. 5. Delineamento experimental: ensaio de sobrevivéncia apés desafio com S.
Typhimurium

Os animais foram divididos em cinco grupos (n=12 animais/grupo) sendo dois grupos
controle: grupo controle da linhagem 4U (4U) e grupo controle de S. Typhimurium (ST), e trés
grupos experimentais: linhagem 4U em suspensdo microbiana fresca (4U + ST), linhagem 4U
liofilizada (4U liofilizado + ST), linhagem 4U seca em spray dryer (4U spray + ST) (Tabela
1). Todos os grupos experimentais e o grupo controle da linhagem 4U receberam diariamente,
durante todo o experimento, por gavagem, 100uL de suspensdao microbiana da linhagem 4U. O

grupo controle S. Typhimurium recebeu solugao salina esterilizada (0,85% m/v) diariamente,
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durante todo o experimento (Figura 4). Todos os grupos experimentais € o grupo controle S.

Typhimurium foram desafiados pelo patégeno no 10° dia de experimentacado (Tabela 1).

Tabela 1 — Esquematizacido do delineamento experimental

GRUPOS

EXPERIMENTAIS

TRATAMENTOS

DESAFIO

(gavagem intragastrica)

Lactococcus lactis 4U
4U)

100uL de 10° de suspensio
microbiana fresca de L. lactis 4U

Sem desafio (grupo
controle)

Salmonella
Typhimurium (ST)

100uL de solucdo salina esterilizada
(NaCl 0,85% m/v)

100pL de 10°S. T
(grupo controle S. T)

Lactococcus lactis 4U
fresca (4U + ST)

100pL de 10° suspensdo microbiana
fresca de L. lactis 4U

100uL de 10°S. T

Lactococcus lactis 4U
liofilizado (4U
liofilizado + ST)

100uL de 107 de amostra
ressuspendida em salina

100uL de 10°S. T

Lactococcus lactis 4U
seca em spray dryer
(4U spray + ST)

100puL de 107 de amostra
ressuspendida em salina

100pL de 10°S. T

/-\‘l

100pL de tratamento diario

I !

1 10 38
desafio pelo eutanasia de
patégeno animais
sobreviventes

Figura 5 — Desenho experimental do ensaio de sobrevivéncia com camundongos BALB/c, que
receberam administracdo didria da linhagem L. lactis de acordo com o delineamento
experimental. (1) primeiro dia do experimento, (10) décimo dia com desafio pelo patégeno, e
(38) fim do experimento com eutandsia dos animais sobreviventes. (n = 12 animais/grupo).
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4. 5. 1. Verificacao de variacao de peso e da porcentagem de sobrevivéncia dos animais

Para acompanhamento da variagdao de peso, os animais dos grupos experimentais e
controle foram pesados diariamente até o 28° dia ap6s a infecc¢ao (tempo final do experimento).

Os resultados de variag@o de peso e sobrevida foram expressos em percentagem.

4. 6. Ensaio de verificacao de provaveis mecanismos de acio protetora apés desafio com
S. Typhimurium

De acordo com o delineamento experimental (n = 6 animais/grupo), seis dias apos o
desafio com S. Typhimurium, os animais foram eutanasiados para coleta de figado, bago e
intestino delgado (Figura 5), que foram utilizados nos experimentos de avaliacdo de provavel

mecanismo de acao protetora de L. lactis 4U.

/ﬂ_\_\&

100pL de tratamento diario

— figado

‘ —* bago
y f—x intestino delgado

W\

.};
| | |
[ [ |
1 10 16
desafio pelo coleta de 6rgaos

patégeno

Figura 6 - Desenho experimental do ensaio de provdveis mecanismos de potencial acdo
probidtica, com camundongos BALB/c, que receberam administra¢do didria da linhagem L.
lactis de acordo com o delineamento experimental. (1) primeiro dia do experimento, (10)
décimo dia com desafio pelo patogeno, e (16) décimo sexto dia com coleta de 6rgaos para
andlises de provdveis mecanismos (n = 6 animais/grupo).

4. 6. 1. Analise de translocacao de L. lactis 4U e S. Typhimurium para figado e baco de
animais

No 6° dia apds o desafio com S. Typhimurium e tratamento com L. lactis 4U os
camundongos foram sacrificados, sendo o baco e o figado dissecados em condicdes assépticas,
pesados, triturados, homogeneizados e diluidos separadamente em solugdo salina 0,85%. Cem

microlitros das dilui¢des 107!, 10~ foram plaqueadas, em triplicata, pela técnica de spread plate
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para contagem de L. lactis 4U em dgar MRS (Acumedia) e incubadas por 24/48 horas a 37°C.
Cem microlitros das diluicdes 10!, 102 foram plaquedas em duplicata, por spread plate para
contagem de S. Typhimurium, em dgar MacConkey (Difco, Sparks, EUA) e incubadas a 37 °C
por 24 horas.

4. 6. 2. Avaliacao de lesoes histopatolégicas e analise morfométrica de ileo e figado

No sexto dia apds a infeccdo, os figados e ileos foram coletados e fixados em formol
tamponado 10%. Os intestinos foram retirados, o ileo separado e aberto, imediatamente pré-
fixado em soluc¢do de Bouin (Formol: Acido Picrico 1:4). O material foi processado de acordo
com Arantes e Nogueira (1997), de maneira a formar rolos de intestino com a mucosa voltada
para dentro (rocamboles). As amostras de leo e figado foram processadas para inclusdo em
parafina e foram obtidos cortes histolégicos de 5 um que foram corados com Acido Periédico
de Schiff (PAS). Os cortes histologicos de intestino foram visualizados pela objetiva de 20X, e
para os cortes de figado foi utilizado a objetiva de 10X do microscopio Axiolab (Carl Zeiss,
Alemanha). Os cortes de intestino tiveram a digitalizacao aleatdria de 35 vilosidades intestinais
e criptas por meio da microcamera Q-Color3 Olympus (Toquio, Japdo). As vilosidades, as
criptas e a drea de corte hepatica foram marcadas manualmente por ferramentas do software
KS300, contido no analisador de imagens Carl Zeiss, para o cdlculo subsequente da altura em
um (FREITAS et al., 2019).

Para o célculo da drea ocupada por muco nas vilosidades intestinais as laminas foram
visualizadas pela objetiva de 20X do mesmo microscopio para a digitalizagdo aleatoria de
imagens da mucosa intestinal, também utilizando a mesma microcaimera. Em cada animal foram
analisados 1,0 x 10® um? de mucosa duodenal aleatéria para o cdlculo das dreas de muco PAS
positivas. J4 para a drea de parénquima hepdtico, em cada animal foi analisado 1,5 x 10% um?*
onde foi realizada a contagem de todos os microabscessos utilizando o mesmo microscopio.
Todos os pixels com tons de bonina das regides PAS+ foram selecionados para a criacdo de
uma imagem binaria, processamento digital e para a obten¢io da 4rea de muco em pum?,

conforme descrito por Prado et al (2020).
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4. 6. 3. Atividade enzimatica de Mieloperoxidase (MPO)

A enzima mieloperoxidase (MPO) estd presente nos granulos dos neutréfilos e a
dosagem de sua atividade € utilizada para estimar o indice de recrutamento de neutréfilos nos
tecidos (Nauseef, 2018). Fragmentos de ileo dos animais foram removidos e congelados a -
80°C. Ap6s o descongelamento, os tecidos foram homogeneizados em tampao com pH 4,7 (0,1
M Na(l, 0,02 M NaH>PO4.1H20, 0,015 M Na-EDTA - 100 mg de tecido em 1,9 mL de
tampao) com o auxilio de um homogeneizador de tecidos (TissueLyser LT) e centrifugados a
10.000 rpm (Megafuge 8R) por 10 minutos a 4°C. O precipitado obtido foi submetido a lise
hipotonica (500 puL de solucao de NaCl 0,2%, seguido de adig¢do de igual volume de solucao
contendo NaCl 1,6% e glicose 5%, apdés 30 segundos) para lise de hemdcias. Apds nova
centrifugacao, o precipitado foi ressuspendido em tampao NaH>PO4 0,05 M (pH 5,4) contendo
brometo de hexadeciltrimetilamo6nio (HTAB) 0,5% (Sigma) e homogeneizado. Aliquotas de 1
mL da suspensdo foram transferidas para tubos de microcentrifugacido de 1,5 mL e submetidos
a trés ciclos de congelamento/descongelamento em nitrogénio liquido. Essas amostras foram,
novamente, centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi recolhido e a
atividade da MPO no precipitado ressuspendido foi calculada pela medida das alteracOes na
densidade 6ptica (DO) a 450 nm, utilizando tetrametilbenzidina (TMB) (1,6 mM) (Sigma) e
H>0; (0,5 mM). A leitura foi realizada em leitor de microplacas (Epoch, BioTek Instruments,

Inc., Winooski, VT, USA) e os resultados foram expressos como unidades arbitrarias (UA).

4. 6. 4. Expressao relativa de genes codificadores de citocinas pré e anti-inflamatérias em
amostras de ileo e figado

Foi realizada a quantificacdo relativa dos niveis de mRNA dos genes TGF-f, IFN-y
(para ileo e figado) de acordo com Acurcio et al. (2017). Fragmentos do intestino delgado
(proximal, medial e distal) e figado medindo 1-2 cm foram coletados dos animais, imersos em
RNAlater (Ambion, Austin, Texas, EUA) e mantidos em freezer -20 °C até o momento da
extracdo do RNA total. O RNA total foi extraido usando Trizol (Life Technologies Corp.,
Grand Island, NY, EUA), seguindo as recomendagdes do fabricante. O RNA isolado foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) para avaliacdo da integridade e,
posteriormente, quantificado em NanoDrop (Thermo Scientific, Inc., Bremen, Alemanha).

Apenas amostras de RNA total com mais de 200 pg/mL e uma razao A260/A280 entre 1,7 e
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2,1 foram usadas. O DNA gendmico foi removido pela utilizacdo de Turbo DNAse I antes da
transcri¢cdo reversa, realizada com o kit High capacity cDNA Reverse Transcription, ambos de
acordo com instrugdes do fabricante (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). O cDNA
resultante foi amplificado por rea¢do em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-
qPCR) usando o kit Sybr Green PCR Master Mix 2X, seguindo o protocolo do fabricante
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os iniciadores gene-especificos para as citocinas
e os genes de referéncia Actb (B actina) e Gapdh (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase)
utilizados como normalizadores para os dados de expressdao sdo descritos por Acurcio et al.
(2017). O nivel de expressdo do grupo controle I foi usado como calibrador e a expressao
relativa de mRNA para cada citocina foi obtida pelo método de quantificacdo relativa derivada
(HELLEMANS et al., 2007). Os resultados foram expressos como a média e desvio padrao da
expressao relativa de mRNA para cada citocina normalizada pelo nivel de expressao do gene

de referéncia.

4. 7 Analises estatisticas

A andlise estatistica e a confec¢do dos graficos foram realizadas com o auxilio do
software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), sendo
consideradas como diferenca estatistica os valores com nivel de significancia menor que 5%
(P<0,05). As varidveis paramétricas foram submetidas a anélise de variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Tukey, para comparacdo das médias, e as curvas de sobrevivéncia foram analisadas

pelo teste de Log-Rank Survival.

5. RESULTADOS

5. 1. Concentracao de células viaveis de Lactococcus lactis 4U em cultura fresca, liofilizada
e seca em spray dryer.

A cultura fresca, ativada diariamente se manteve ao longo de todo experimento
(sobrevivéncia e avaliagdo de provdveis mecanismos de acdo protetora) em 8 logio UFC/mL.
Os tratamentos liofilizados, encontravam-se armazenados ha 85 dias sob refrigeracdo e nimero
de células vidveis ao comeco do experimento de sobrevivéncia estava em 9,5 logio UFC/g,

chegando a 7,5 logio UFC/g ap6s 105 dias de armazenamento, mantendo-se assim até 145 apos
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a liofilizacdo (Figura 7 A). A secagem por spray drying da suspensdo de L. lactis 4U utilizada

em todos os experimentos ocorreu 11 dias antes do inicio do experimento de sobrevida e 90

dias antes do experimento de avaliacdo de provdveis mecanismos de a¢do da linhagem. O

ndmero de células vidveis reduziu durante o armazenamento sob refrigeracdo para 7,5 logio

UFC/g ap6s 45 dias e se manteve assim até o 110° dia (Figura 7)
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Figura 7 - (A) Concentracdo de células vidveis de L. lactis 4U em cultura liofilizada por até
160 dias. Nimeros em vermelho indicam: (I) inicio do experimento de sobrevivéncia, com
utiliza¢do da amostra liofilizada ha 85 dias. (II) desafio com patégeno e (III) fim do experimento
de sobrevivéncia. (B) Concentracao de células vidveis de L. lactis 4U seca em spray dryer por
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até 120 dias. Numeros em vermelho indicam: (I) inicio do experimento de sobrevivéncia, com
utilizacdo da amostra seca em spray dryer ha 11 dias, (II) desafio com patégeno, (III) fim do
experimento de sobrevivéncia, (IV) inicio do experimento de provdveis mecanismos de acao
protetora com amostra seca hd 91 dias, (V) desafio com patégeno e (VI) fim do experimento
com eutandsia dos animais para coleta de 6rgaos. Ambas amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo (n = 3).

Uma vez que houve perda da viabilidade celular para as amostras liofilizadas utilizadas
no experimento de sobrevivéncia, foi realizado uma nova desidratacdo da linhagem L. lactis
4U, para o ensaio de provaveis mecanismos de acdo protetora. Logo apds o processo de
desidratacao, a concentracao foi de 9,5 UFC/g. Porém, para esta liofilizacdo, também houve

reducdo de mais de dois ciclos log na viabilidade celular em 9/11 dias (Figura 8).
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Figura 8 - Concentracdo de células vidveis de L. lactis 4U em cultura liofilizada por até 20
dias. Nimeros em vermelho indicam: (I) inicio do experimento de provédveis mecanismos de
acdo protetora, com utilizacdo da amostra liofilizada hd 1 dia. (II) desafio com patdgeno e (IIT)
fim do experimento com eutandsia dos animais para coleta de 6rgaos.

5. 2. Ensaio de sobrevivéncia apods desafio com S. Typhimurium

A administracdo oral da linhagem L. lactis 4U possibilitou uma maior porcentagem de
sobrevivéncia aos animais infectados de todos os grupos. A curva de sobrevivéncia do grupo
controle 4U foi de 100% (dados ndo mostrados). Para o grupo controle da infeccdo com S.
Typhimurium, a sobrevivéncia foi de 33%, enquanto os grupos tratados com 4U e desafiados

com o patégeno atingiram 66,67% para 4U fresca + ST (P =0,1758) (Figura 9 A), 41,67% para
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4U liofilizada + ST (P= 0,6207) (Figura 9 B) e 75% para 4U spray + ST (P=0,0049) (Figura 9
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Figura 9 - Curva de sobrevivéncia de camundongos BALB/c tratados ou ndo (A) grupo controle
S.T e grupo cultura fresca de L. lactis 4U + S. T. (B) grupo controle S.T e grupo cultura
liofilizada de L. lactis 4U + S.T, (C) grupo controle S.T e grupo com cultura de L. lactis 4U
seca em Spray dryer + S.T (n = 12 animais/grupo).

Houve ganho de peso dos animais durante os 10 primeiros dias de administra¢do das
diferentes preparacdes da cultura de L. lactis 4U. Entre os dias 5 e 12 apds o desafio com S.
Typhimurium, foram observadas redu¢des no peso percentual médio para todos os grupos
experimentais (Figura 10 A, B e C), periodo que coincide com o maior nimero de mortes de
animais. Apds o 12° dia de infec¢do, os animais sobreviventes de todos os grupos retomaram o

ganho de peso, coincidindo com o periodo de menor nimero de mortes
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Figura 10 — Percentual de variacdo de peso de camundongos BALB/c tratados ou ndo com (A)
cultura fresca de L. lactis 4U + S.T, (B) cultura liofilizada de L. lactis 4U + S.T, (C) cultura de
L. lactis 4U seca em Spray dryer + S.T (n = 12 animais/grupo).

5. 3 Avaliacao dos mecanismos de potencial acdo protetora de Lactococcus lactis 4U em
modelo de infeccao por S. Typhimurium

5. 3. 1. Translocacao para figado e baco

Nao foi observada translocagdo bacteriana de L. lactis 4U para figado e bago em nenhum
dos grupos tratados, no entanto, foi observada translocacao do patégeno para todos os grupos

experimentais e o grupo controle S. Typhimurium em 10°> UFC/g.

5. 3. 2. Avaliacao histopatolégica de ileo e figado

O grupo tratado com 4U fresca + ST e sem desafio com o patdgeno apresentaram
aspectos histoldgicos normais, sem sinal de danos teciduais ou alteragdes evidentes na mucosa
intestinal (Figura 11 A), enquanto o grupo nao tratado com 4U e desafiado com S. Typhimurium
apresentou quadro histoldgico caracterizado por um achatamento notdvel das vilosidades e
criptas da mucosa, além de uma diminui¢@o das dreas PAS+, indicando um comprometimento
da fun¢@o de mucinas protetoras (Figura 11 B). Os grupos que receberam a linhagem 4U fresca,
liofilizada ou seca em spray dryer, apresentaram, no sexto dia apds o desafio com S.

Typhimurium, manuten¢do plena da mucosa intestinal, aumento das dreas de PAS™ e
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manuten¢do de vilosidades quando comparados ao grupo nado tratado com 4U e altura normal

das vilosidades (Figura 11 C,D e E),

A) L lactis 4U B) S. enterica Typhimurium

Figura 11- Histopatologia do ileo de camundongos BALB/c tratados ou ndo com L. lactis 4U
e desafiados ou ndo com S. Typhimurium. (A) controle L. lactis 4U: ileo de aparéncia
histolégica normal, com areas PAS™ devido a presenca de mucinas (setas pretas). (B) controle
ST: mucosa intestinal com apagamento marcante das vilosidades e criptas (setas pretas.) e,
redugdo das dreas PAS™ (setas amarelas). (C) 4U fresca + ST, (D) 4U liofilizada + ST e (E) 4U
spray dryer + ST, mucosa intestinal com aumento das areas PAS™ (setas pretas) e manutencao
da altura normal das vilosidades (setas pretas) e da profundidade das criptas (cabecas de setas),
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quando comparado ao grupo controle S.T. Acido periédico de Schiff (PAS). Barra = 50um (n
= 6 animais/grupo).

Para o grupo controle 4U sem desafio com o patdégeno, observou-se preservagdo da
estrutura lobular hepdtica, sem alteracdes na celularidade, com exibicdo normal dos aspectos
histolégicos (Figura 12 A). Como esperado, o grupo controle ST apresentou aumento dos focos
de infiltrado inflamatério, associado a dreas de necrose hepdtica, também chamados
microabscessos (Figura 12 B). Em contrapartida, os grupos experimentais tratados com o
potencial probidtico e desafiados com S. Typhimurium (Figura 12 C, D e E) apresentaram
menores nimeros de microabscessos se comparados ao grupo controle ST, demonstrando uma

provdvel acdo protetora atribuida aos tratamentos didrios com L. lactis.
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Figura 12 - Histopatologia do figado de camundongos BALB/c tratados ou ndo com L. lactis
4U e desafiados ou ndo com S. Typhimurium. (A) controle L. lactis 4U: exibindo parénquima
hepético de aspecto normal. (B) controle ST: presenca de varios microabscessos (setas pretas).
(C) 4U fresca +ST, (D) 4U liofilizada + ST e (E) 4U spray drying + ST: com reducdo marcante
do nimero de microabscessos (setas pretas) quando comparados ao grupo controle ST. Acido
periddico de Schiff (PAS). Barra = 100 um (n = 6/grupo).
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5. 3. 3. Atividade enzimatica de MPO

No sexto dia apds o desafio com S. Typhimurium, foram dosados os niveis da enzima
mieloperoxidase (MPO) em amostras de ileo dos animais. Nao houve diferenca estatistica entre
os valores de MPO encontrados para todos os grupos avaliados (Figura 13 A). No Figado, a
concentracdo de MPO foi maior nos grupos desafiados com S. Typhimurirum, quando

comparados ao grupo sem desafio (Figura 13 B).
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Figura 13 - Atividade enzimdtica de mieloperoxidase em (A) amostras de ileo e (B) figado
camundongos BALB/c dos grupos tratados ou ndo com L. lactis 4U e desafiados ou ndo com
S. Typhimurium (n = 6 animais/grupo). Os resultados estdo expressos em média + desvio
padrdo, (n = 6 animais/grupo), U. A: unidades arbitrarias.

5. 3. 4. Expressao relativa de genes codificadores de citocinas pro e anti-inflamatérias em
amostras de ileo e figado

No sexto dia apds o desafio, a expressao relativa do gene ifny em amostras de ileo dos
animais desafiados com S. Typhimurium e tratados com L. lactis 4U obtiveram mesma média
de expressao (p = 0,5482), quando comparados com o grupo controle ST, que foi utilizado como
calibrador (Figura 14 A). A expressao de #gf-f foi similar em todos os grupos analisados

apresentando baixos niveis de expressao (p = 0,8221). (Figura 14 B).
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Figura 14 - Expressao relativa dos genes ifny (A) e tgf-f (B) em amostras de ileo de
camundongos BALB/c dos grupos tratados ou ndo com L. lactis 4U e desafiados ou ndo com
S. Typhimurium (n = 6 animais/grupo). O resultado de cada grupo estd expresso em média +
desvio padrao da quantidade relativa da expressdo dos genes em relacdo ao grupo calibrador
(controle ST), que tem nivel de expressdo definido como 1x.

A expressao relativa do gene ifny foi dez vezes maior em amostras de figado do grupo
controle desafiado com S. Typhimurium quando comparado ao grupo controle 4U (Figura 15
A). A administracdo de 4U fresca, liofilizada ou seca em spray dryer reduziu a expressao de
ifny ap0s o desafio com o patégeno, quando comparado ao grupo controle ST, no entanto, essa
redu¢@o nao foi estatisticamente significativa (p = 0,2878). Para o gene tgf-f, o grupo controle
ST obteve média de expressao relativa duas vezes maior que o grupo controle 4U, porém nao

houve diferenca estatisticamente significativa entre nenhum dos grupos analisados (p = 0,5652)

(Figura 15 B)
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Figura 15 - Expressdo relativa dos genes ifny (A) e tgf-f (B) em amostras de figado de
camundongos BALB/c dos grupos tratados ou ndo com L. lactis 4U e desafiados ou ndo com
S. Typhimurium (n = 6 animais/grupo). O resultado de cada grupo estd expresso em média +
desvio padrdao da quantidade relativa da expressdo dos genes em relagdo ao grupo calibrador
(controle ST), que tem nivel de expressao definido como 1x.

6. DISCUSSAO

A linhagem L. lactis 4U, estudada neste trabalho, foi testada apds diferentes processos
de desidratacdo para melhor entender seu comportamento diante de um quadro de infeccdo
contra o patégeno estudado. Avaliou-se também sua inocuidade para o hospedeiro. Dessa
forma, o uso de L. lactis 4U demonstrou que, se administrado dentro das concentracdes ideais,
pode influenciar na resposta dos animais frente ao patégeno, aumentando sua porcentagem de
sobrevivéncia pods infeccdo. Além disso, a linhagem bacteriana também nao mostrou sinais de
toxicidade quando administrada s6, assegurando peso constante, sinais de bem estar e
sobrevivéncia de 100%.

O grupo controle L. lactis 4U e o grupo experimental (desafiado pelo patégeno) L. lactis
4U fresca + ST tiveram seus tratamentos preparados da mesma forma. Assim a diferenca entre
os grupos se da pelo desafio do patégeno. A linhagem de potencial probidtico manteve sua
concentracao estavel em 8 logio UFC/mL ao longo dos experimentos. Houve média de 66,67 %
de sobrevivéncia para L. lactis 4U fresca + ST (Figura 9 A), mostrando que, mesmo em dosagem

minima de 10’ UFC/mL, a porcentagem de sobrevivéncia foi considerdvel diante da infeccdo
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causada por S. Typhimurium. Estes resultados demonstram in vivo dados coletados in vitro por
Costa et al. (2023), onde a linhagem isolada de kefir de leite foi submetida a ensaios de atividade
hemolitica ndo apresentando halos de inibi¢do, o que configura critério de seguranga para
potenciais probidticos, bom crescimento a 37°C ap6s 24 horas, resisténcia a sais biliares e suco
géstrico, moderadamente hidrofébica e antagonismo contra S. Typhimurium.

Os processos de desidratacdo celular como os utilizados nesse estudo, como liofilizacao
e spray drying, trazem uma forma alternativa, a utilizacdo dessa linhagem em diversas
aplicagdes industriais e biotecnoldgicas. Observou-se que quando liofilizada, a linhagem
manteve até 9,5 logio UFC/g por 85 dias (Figura 7 A). E recomendado para estes processos que
as culturas de microrganismos estejam concentradas acima de 107 células/mL, para garantia da
manutencao de sua viabilidade ndo s6 depois do processo, mas também durante longos periodos
de estocagem, permitindo reconstitui¢do e propagacdo satisfatoria das linhagens liofilizadas
(MORGAN et al., 2006).

Foi observado por Costa et al (2023) que a mesma linhagem no mesmo agente protetor,
apos processo de liofilizagdo encontrou-se em concentragcdo de 10 logio UFC/g, e manteve-se
por até em 180 dias quando mantidos em embalagens de aluminio, seladas a vdcuo. Nesse
estudo, percebeu-se um decaimento na primeira liofilizacdo de mais de dois ciclos logio, que
pode ser atribuido a diferente forma de armazenamento (embalagem nao selada a vacuo). O
segundo processo de liofilizacdo também mostrou perda de viabilidade celular. Além disso, o
grupo experimental de animais que receberam a linhagem liofilizada (Figura 9 B) obteve neste
estudo 41,67% de sobrevivéncia frente ao patdgeno. Divergindo de dados encontrados por
Costa (2023) que demonstrou 80% de sobrevida por L. lactis 4U em tratamento liofilizado, no
mesmo modelo experimental. Estas divergéncias podem ser explicadas, uma vez que neste
estudo, o potencial probidtico foi administrado em 10’ UFC/mL, evidenciando a importincia
da dosagem para probidticos.

A linhagem Lactococcus lactis se mostra suscetivel a fatores de ambiente externos,
como temperatura e umidade durante o armazenamento, o que pode reduzir a vitalidade da
bactéria. Em dados coletados por Heidebach et al. (2010), € evidenciado que o armazenamento
em temperaturas baixas, o metabolismo celular diminui, resultando em uma menor taxa de
reacOes quimicas prejudiciais, sendo dessa forma recomendada para sua conservagdo. Alguns
estudos mostraram que a viabilidade bacteriana pds liofilizacdo € capaz de durar dez anos de

armazenamento, porém a taxa de sobrevivéncia de bactérias Gram-positivas tende a ser superior
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do que a de bactérias Gram-negativas, provavelmente devido a composicdo estrutural de sua
superficie (AGUIAR et al., 2012).

O resultado da figura 7B, para a amostra seca por spray dryer, apesar de a viabilidade
ter caido um log, mostra que a concentrag¢do foi mantida por até 115 dias. E sua administragao
resultou em 75% de sobrevivéncia (Figura 9 C), sendo este o tinico grupo a ter diferenca (P =
0,0049), corroborando com Costa (2023) que encontrou, por meio deste mesmo processo de
secagem, com a mesma linhagem e mesmos agentes protetores uma concentracdo inicial de
10,5 UFC/g, que perdeu um ciclo log em 90 dias, mas manteve sua concentracdo por até 180
dias. Esses dados sugerem que a forma de preservacdo contribui para um maior tempo de
viabilidade celular, e melhora a perspectiva de uma futura aplicabilidade industrial.

O grupo controle S. Typhimurium teve apenas 33% de sobrevivéncia. Esse resultado
pode evidenciar a patogenicidade bacteriana, e contrasta com os grupos experimentais, que
tiveram maior porcentagem de sobrevivéncia devido a administracdo do potencial probidtico.
Os animais submetidos a infecdo e tratados diariamente com solugdo salina, tiveram suas mortes
espacadas ao longo de 15 dias e uma perda de peso bem mais acentuada cinco dias apds a
infeccdo, que pode ser comparado com o quadro sintomético de FT, como a falta de apetite
resultando em anorexia. Os animais também apresentaram perda de pelo e pelo ourigado. Esses
resultados corroboram com Oliveira et al. (2023) que encontrou até 40% de sobrevivéncia no
mesmo modelo.

Durante os processos de patogenicidade, Salmonella adere o TGI e o deixa
comprometido, facilitando sua adesdo e translocacdo para 6rgaos interno. Neste trabalho a
administracao do potencial probiético ndo impediu a translocacao de S. Typhimurium para bago
e figado em todos os grupos experimentais, sendo encontrado 10° UFC/g de colonizag¢do do
patogeno, assim como o grupo controle S. Typhimurium. Como descrito por Gal-Mor et al
(2014), foi observado aspectos de hepatoesplenomegalia, no momento da coleta de 6rgaos. E
para andlise histologica nos tecidos de figado foram observados demasiados focos de
inflamacdo e microabscessos, que reduziram nos animais tratados com potencial probidtico.
Alto nivel de infiltrado inflamatério podem ser compativeis com uma resposta exacerbada ao
desafio patogé€nico. A quantificacdo histopatoldgica area de PAS+ no ileo e microabcessos
hepaticos encontra-se em andamento até a publicagao deste trabalho.

Por meio da adesdo e colonizag¢do, notou-se, para o grupo controle ST, perda de
vilosidades e reducdo da drea de PAS+ (Figura 11 B), sugerindo comprometimento da produgdo

de mucinas protetoras. Apesar de ser conhecido que L. lactis 4U possui baixo nivel de co-
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agregacdo, resultados identificados por Costa, (2023) obteve-se neste trabalho, para todos os
grupos experimentais, uma andlise histolégica com plena manutencdo da mucosa do ileo e
aumento das areas de PAS+, que pode indicar um auxilio e manutengdo da mucosa pela
linhagem L. lactis 4U (Figura 11 A, C, D e E). O muco é composto principalmente por proteinas
glicosiladas chamadas mucinas que formao um hidrogel gelatinoso. Essa barreira fisica formada
no epitélio intestinal, ajuda a conter bactérias comensais no limen do intestino, impedindo a
sua adesao nas células epiteliais (MENARD et al., 2022). .

No ambiente intestinal, Segundo Galdn (2021), Salmonella Typhimurium enfrenta
limitacdes para induzir a inflamagdo exclusivamente por meio do reconhecimento de padrdes
moleculares associados a patégenos, como lipopolissacarideos (LPS), peptidoglicano e
flagelina, pelos receptores do sistema imune inato. Para contornar essa restri¢do, a bactéria
desenvolveu mecanismos especializados que promovem a ativagdo da resposta inflamatoria por
meio da liberagdo dirigida de efetores em células do hospedeiro, utilizando sistemas de secre¢ao
do tipo III. Ainda de acordo com o autor, proteinas efetoras de S. Typhimurium sdo capazes de
estimular MAP quinases e a sinalizacdo de NF-kB em células epiteliais intestinais, resultando
na produciao de citocinas pro-inflamatérias como (TNF-a, IL1, IL6, IL12, IFN-y), bem como
na infiltracdo massiva de mondcitos e de neutréfilos nos locais de inflamacdo. Essa ativagao
depende estritamente da atividade do sistema de secrec@o do tipo III (T3SS) codificado na ilha
de patogenicidade SPI-1. Essas adaptagcdes garantem que a bactéria desencadeie inflamagdo no
trato intestinal, favorecendo sua replicagdo e persisténcia no hospedeiro (GALAN, 2021.;
JUNIOR, M. A. 2018).

Foram testadas as expressoes relativas de genes codificadores de citocinas pro e anti-
inflamatoérias, IL-1B, TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B, porém devido a alguns resultados
inconclusivos, apenas resultados para IFN-y e TGF-f foram observados, onde a expressao
relativa de IFN-y no {leo revelou uma expressao aumentada nos animais do grupo controle S.
Typhimurium, assim como os grupos experimentais que se mantiveram na mesma média,
indicando possivelmente que a administracdo do potencial probidtico ndo influenciou na
diminui¢do da resposta gerada por IFN-y, apesar da reducao de danos teciduais para as amostras
de ileo. De acordo com Kupz et al. (2014) o IFNy orquestra uma resposta imune bifasica contra
Salmonella. Na fase inicial, células imunes inatas, principalmente NK (Natural killer)
respondem rapidamente apds o desafio com salmonela, sugerindo uma resposta inflamatéria
por meio da ativacdo de macréfagos e aumentando sua capacidade de apoptose pela producao

de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico. O TGF-p, secretado por células T reguladoras
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(Tregs), € uma citocina amplamente reconhecida por seu papel na modulagdao negativa da
resposta inflamatdria, atuando na supressdo de processos inflamatérios exacerbados, na
protecao das células epiteliais contra danos e na preserva¢ao da homeostase intestinal (SINGH;
KOO, 2024). Esse perfil regulador pode ser refletido nos niveis de expressao génica observados
nas amostras hepdticas, nas quais 0s grupos experimentais apresentaram menor expressao de

IFN-y em comparacdo com niveis mais elevados de TGF-f.

7. CONCLUSAO

Conclui-se que a linhagem Lactococcus lactis 4U apresenta caracteristicas compativeis
com a definicdo de probidtico, evidenciadas pela capacidade de modular a resposta
inflamatoéria, promovendo a redu¢@o ou a manutencao/auxilio controlado da inflamacdo. Esses
atributos sdo essenciais para a preservacao da homeostase intestinal e para a preven¢ao de danos
teciduais decorrentes de respostas inflamatorias exacerbadas. Além disso, o perfil de seguranca
da cepa foi confirmado por sua inocuidade, uma vez que ndo provocou mortalidade no modelo
experimental. A linhagem também ndo realizou translocacdo bacteriana para 6rgdos internos,
tampouco indugdo significativa de citocinas pré ou anti-inflamatdrias, e ndo foram observadas
alteracdes patoldgicas, como microabscessos no figado ou modificagdes estruturais nas

vilosidades intestinais, reforcando seu potencial de aplicacdo segura em modelos in vivo.

8. PERSPECTIVAS

I.  Realizar teste de sobrevivéncia com maior concentragdo do potencial probidtico;

II.  Continuar explorando formas de desidratacdo e observar sua viabilidade ao longo de
varios tempos para este potencial probiético;

III.  Analisar expressdo de mais citocinas anti e pré-inflamatdrias, que ndo puderam ser
realizadas neste estudo.
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