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RESUMO

Derivados de leitettm em comum com a microbiota intestinal humana a presenca em
dominéancia e sub-dominéancia de bactérias do filo Firmicutes, em particular do género
Lactobacillus. Devido a sua seguranca para 0 uso em humanos, espécies de lactobacilos
tém sido avaliadas quanto ao potencial probidtico, sendo alguns destes micro-
organismos isolados de derivados lacteos, em razdo de sua melhoradaptacao a produtos
funcionais como os leites fermentados. Nesse sentido, o potencial probiotico de
lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra foi avaliado a fim
de se desenvolver um leite fermentado funcional, comparando os resultados encontrados
com um lactobacilo probiédtico isolado de um leite fermentado comercial com apelo
funcional: L. paracasei (LP). Amostras de L. casei (B5), L. plantarum (B7) e L.
rhamnosus (B4 e D1) foram testadas quanto ao seu pontencial probidtico in vitro, contra
Salmonella Typhimurium;e in vivo em camundongos isentos de germe, em
experimentos de monoassociacdo com posterior desafio pelo patdgeno ou ndo, assim
como experimentos semelhantes foram conduzidos com camundongos convencionais
BALB/c. Os testes incluiram avaliacdo da protecdo obtida com a administracdo dos
leites fermentados pelos lactobacilos em experimentos de sobrevida, desenvolvimento
ponderal, translocacdo a 6rgdos-alvo, imunomodulacdo (de citocinas) e modulagdo da
microbiota local no ileo. A maior parte dos experimentos foi realizada em cinética, com
pelos menos dois tempos de infeccdo e/ou administracdo do lactobacilo. O
desenvolvimento de um alimento funcional também foi avaliado por meio de testes
deaceitacdo dos leites fermentados em analise sensorial, avaliacdo da manutencdo de
caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas ao longo do armazenamento
refrigerado, e também, alternativas de armazenamento e comercializacdo dos
lactobacilos: a liofilizagdo.A partir desse conjuntode resultados,as amostras B7 de L.
plantarum e D1 de L. rhamnosus apresentaram melhores resultados como probioticos
para uso em leites fermentados funcionais. Tais resultados foram reforcados pela

similaridade do desempenho destas amostras comparadas ao controle positivo.

Palavras chave:Lactobacillus, queijo Minas artesanal, probiotico, leite fermentado,

Salmonella Typhimurium
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ABSTRACT

Dairy productshave in commonwith humanintestinalmicrobiotathe presence, indominant
andsub-dominant  levels, Firmicutesphylum bacteria, particularly those of
theLactobacillus genus. Due to its safety use in humans, lactobacilli samples have been
characterized as probiotics after isolation from dairy products, due to its better
adaptation to functional food products like fermented milks. In this manner, probiotic
potential from “Minas” artisanal cheese was evaluated in order to develop functional
fermented milks. Results were compared to those from a knownprobiotic
Lactobacillusparacasei (LP).L. casei (B5), L. plantarum (B7) andL. rhamnosus (B4 e
D1) samples were tested regarding its in vitro probiotic potential againstSalmonella
Typhimurium; and alsoin vivo, through a series of tests withgerm free mice colonized
with lactobacilli samples infected with S. Typhimurium and also similar tests with
conventional BALB/c mice. Tests included the protective effect of lactobacilli
administered through fermented milk evaluating mice: survival, weight loss,
translocation to target organs, ileum’s cytokines immune and microbiota modulation.
Germ free mice experiments also included lactobacilli’s colonizing ability and ex vivo
antagonistic effect (after lactobacilli’s passage through mice intestinal tract). Most of
the experiments were conducted in two time points of infection and Lactobacillus
administration. Functional fermented milk was also developed by assessing its sensory
acceptance, microbiological and physical-chemical properties along its refrigerated
storage, and, analternative of its delivery methodwas also tested: lyophilization.In
conclusion, L. plantarum B7 and L. rhamnosus D1 samples presented themselves as the
best probiotics candidates for a functional fermented milk development, especially if

compared with the positive control, which presented similar results.

Keywords:Lactobacillus, “Minas’artisanal cheese, probiotic, fermented milk,

Salmonella Typhimurium
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positivo) e desafiados posteriormente (ou ndo) com cinco dias de infeccdo por S.

TYPNIMUITUM L ettt 64

Figura 17. Altura média (mm) das vilosidades do ileo de camundongos isentos de
germes, Swiss NIH, monoassociados durante cinco dias com leite fermentado pelas
amostras B7 de L. plantarum (A), D1 de L. rhamnosus (B) ou LP de L. paracasei
(controle positivo) (C) e desafiados posteriormente (ou ndo) com cinco dias de infec¢do
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Figura 18. Fotomicrografias de cortes histologicos do figado de camundongos machos
convencionais BALB/c sem tratamento algum (A) e desafiado ao longo de cinco dias
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Figura 19. Fotomicrografias de cortes histologicos do figado de camundongos isentos
de germe Swiss NIH sem tratamento algum (A) e desafiado ao longo de cinco dias com
S, TYPRIMUITUM (ST = B) i 71

Figura 20. Perfil de citocinas no ileo de camundongos machos BALB/c, avaliados por
gPCR, com cinco dias de infeccdo por S. Typhimurium, com tratamento prévio (durante
sete dias) ou ndo pelo leite fermentado pela amostra B7 de L.
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Figura 21. Perfil de citocinas no ileo de camundongos machos BALB/c, avaliados por
gPCR, com cinco dias de infeccdo por S. Typhimurium, com tratamento prévio (durante
sete dias) ou ndo pelo leite fermentado pela amostra D1 de L.
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Figura 22. Perfil de citocinas no ileo de camundongos machos BALB/c, avaliados por
gPCR, com cinco dias de infecgdo por S. Typhimurium, com tratamento prévio (durante
sete dias) ou ndo pelo leite fermentado pela amostra LP de L. paracasei (controle
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Figura 23. Perfil de citocinas no ileo de camundongos machos BALB/c, avaliados por

gPCR, com cinco e sete dias de infecgdo por S. Typhimurium, com tratamento prévio
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Figura 26. Comparacdo do perfil de citocinas, avaliados por qPCR, no ileo de
camundongos convencionais (CV) e isentos de germes (IG) com tratamento prévio com
leite fermentado (durante sete dias) ou monoassociagdo (cinco dias) com L. plantarum

B7 e desafiados ou ndo por S. Typhimurium durante  cinco

Figura 27. Comparacdo do perfil de citocinas, avaliados por gPCR, no ileo de
camundongos convencionais (CV) e isentos de germes (IG) com tratamento prévio com
leite fermentado (durante sete dias) ou monoassociagao (cinco dias) com L. rhamnosus
D1 e desafiados ou ndo por S. Typhimurium durante cinco

Figura 28. Comparacdo do perfil de citocinas, avaliados por gPCR, no ileo de
camundongos convencionais (CV) e isentos de germes (IG) com tratamento prévio com
leite fermentado (durante sete dias) ou monoassociagéo (cinco dias) com L. paracasei

LP e desafiados ou ndo por S. Typhimurium durante  cinco
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1. INTRODUCAO

1.1. Lactobacilos

1.1.1. Caracteristicas taxondmicas, metabdlicas e ecoldgicas dos lactobacilos

O género Lactobacillus pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli (classe I11),
ordem Lactobacillales, familia Lactobacillaceae e é normalmente enquadrado no grupo
de bactérias acido laticas (usualmente abreviado como BAL) (Felis e Dellaglio, 2007).
Este género compreende mais de 150 micro-organismos bastonetes e cocobacilos; com
baixo contetdo G+C; Gram positivo; geralmente catalase negativo, ndo esporulantes,
aciduaricos ou acidofilicos (pH 6timo entre 5,5 e 6,2), mesofilicos (com temperatura de
crescimento Otima entre 30 e 40°C); tolerantes a oxigénio; anaerdbios facultativos,
algumas vezes microaerdfilos e obrigatoriamente sacaroclasticos, ou seja, com
fermentacdo que tem como produto final pelo menos 50% de lactato (Hammes e Hertel,
2009).

O primeiro micro-organismo do género foi isolado e identificado por Moro, em
1900, a partir das fezes de lactentes amamentados com colostro materno. O nome
inicial dado a essa bactéria foi Bacillus acidophilus, mudado posteriormente para
Lactobacillus acidophilus. Atualmente, dentre as bactérias desse género ja identificadas,
aquelas de maior importancia e uso na producdo de alimentos (principalmente
derivados lacteos), com apelo probiético para 0 homem e também animais de producao,
sdo: L. acidophilus, L. amylovorus, L. casei, L. paracasei, L. crispatus, L. gallinarum,
L. gasseri, L. fermentum, L. helveticus, L. johnsonii, L. paracasei, L. reuteri, L.
rhamnosus, L. salivarius e L. tolerans. Muitas espécies foram e continuam sendo
descritas quanto as suas caracteristicas probioticas, porém, boa parte dos estudos que
avaliam o potencial probiético de um lactobacilo so se vale de recursos e metodologias
in vitro. Por esse motivo, Moal e Servin (2014), em uma ampla revisao sobre o assunto,
concluiram gque somente seis amostras de lactobacilos apresentaram estudos in vitro, in
vivo e ensaios clinicos suficientes para que fossem atestadamente probidticas, sendo
elas: L. rhamnosus GG, L. casei Shirota, L. acidophilus LB, L. johnsonii NCC 533
(antiga Lal), L. casei DN-114 001 e L. reuteri DSM 17938.

Bactérias do género Lactobacillus sdo encontradas em diversos nichos onde ha
disponibilidade de carboidratos fermentaveis, como trato gastrointestinal e vaginal de

animais, além de solo e superficie de vegetais. Estes micro-organismos também estéo

10



presentes em muitos tipos de alimentos lacteos, carneos e seus respectivos derivados,
assim como em alguns outros alimentos fermentados de certos vegetais ou bebidas
fermentadas feitas a partir de frutas e/ou legumes (Felis e Dellaglio, 2007). Tais micro-
organismos sdo encontrados nessa diversidade de habitats devido a sua capacidade de
fermentar aclcares de forma obrigatoriamente homofermentativa — produzindo &cido
latico pela fermentagdo exclusiva de hexoses pela via Embden—Meyerhof—Parnas
(EMP) - ou heterofermentativa (via das pentoses), facultativa (que também utilizam a
via EMP) ou obrigatéria (que utiliza a via do fosfogliconato) - produzindo também
outros compostos aromaticos como diacetil, etanol, gas carbénico e outros acidos
organicos como 0 acético, uma vez que possuem aldolases e fosfocetolases e sdo,
portanto, capazes de utilizar pentoses e gliconatos em sua fermentagdo (Hammes e
Hertel, 2009).

1.1.2. Relacéo da microbiota do queijo com a microbiota humana

A microbiota intestinal de um ser humano adulto €, na maioria dos individuos,
dominada majoritariamente por micro-organismos dos filos Bacteroidetes e Firmicutes.
O primeiro contato do neonato com micro-organismos do género Lactobacillus esta
muitas vezes associado ao parto natural, visto que vaginas de maes saudaveis sdo
colonizadas de forma dominante por lactobacilos (microbiota de Doderlein). Apesar da
dominéncia populacional intestinal em criangas recém-nascidas ser dada por bactérias
do género Bifidobacterium spp., diversas espécies de lactobacilos como L. acidophilus,
L. casei, L. fermentum, L. gasseri, L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri e L. rhamnosus
podem ser encontradas em niveis subdominantes nesses individuos (Vaishampayan et
al., 2010). Nos adultos, essa microbiota € complementada por micro-organismos das
espécies L. crispatus e L. ruminis (Heilig et al., 2002).

Algumas espécies de lactobacilos sdo mais adaptadas geneticamente ao leite e
seus derivados (como L. delbrueckii e L. helveticus), enquanto outras parecem mais
adaptadas ao ambiente intestinal (como L. johnsonii e L. salivarius), o que ndo impede,
necessariamente, a sua sobrevivéncia e participacdo no processo de maturacdo do
gueijo. Um exemplo classico de micro-organismo que é adaptado ao ambiente
intestinal e também é encontrado em queijo € L. rhamnosus. Este lactobacilo tem loci
em seu genoma destinados a expressdo de fimbrias cruciais para colonizacdo e

persisténcia no intestino (Kankainen et al., 2009) e também pode ser encontrado no

11



processo de fabricacdo de queijo desde o soro-fermento até o Ultimo estagio de
maturagdo de queijos muito maturados (Pogacic et al., 2013). Outro interessante
exemplo € L. plantarum, muito presente em diversas matrizes alimentares como gréos,
legumes e vegetais, além de leite e seus derivados. Este micro-organismo produz pelo
menos 12 proteinas, principalmente hidrolases e transglicosilases, envolvidas na
aderéncia a componentes intestinais como a mucina e o coldgeno (Boekhorst et al.,
2006), assim como esta presente e participa da maturagdo de queijos elaborados com
leite de ovelha, aumentando os &cidos graxos de cadeia curta e sintetizando, a partir
destes, butanoato e hexanoato de etila, importantes ésteres aromaticos (Albeijon Mukdsi
et al., 2009).

Em estudos envolvendo a detec¢do de micro-organismos (com foco nas bactérias
acido laticas) em queijos Minas artesanais, foram encontradas espécies de lactobacilos
comumente associadas ao trato gastrointestinal humano. No trabalho de Limaet al.
(2009), no qual a microbiota do queijo Minas artesanal da Serra do Salitre de Minas
Gerais foi avaliado, somente L. plantarum foi encontrado e em baixas proporgdes. 1sso
se deu, provavelmente, porque os métodos utilizados pelos autores ndo sdo 0s mais
indicados para a identificacdo e caracterizacdo de lactobacilos. J& Resende et al. (2011),
avaliando a microbiota de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra de Minas Gerais,
encontraram bactérias do género Lactobacillus (em maior prevaléncia que no trabalho
citado anteriormente) das espécies L. casei, L. rhamnosus e L. plantarum. Todas essas
espécies, conforme previamente mencionado, fazem parte da microbiota intestinal

subdominante de humanos adultos.

1.1.3. Salmonelose

A salmonelose, uma enfermidade aguda, de distribuicdo mundial, apresenta-se
como uma importante doenca infecciosa com mais de 16 milhdes de casos por ano,
sendo que, aproximadamente, seis milhdes desses evoluem para Gbito.
Salmonellaenterica subsp. enterica sorovar Typhimurium (ou S. Typhimurium) é uma
bactéria patogénica, Gram negativo que, pela via oro-fecal, causa de uma a trés das
seguintes sindromes em camundongos de modo analogo ao queS. Typhi causa em
humanos (exceto pela diarreia, que ndo é tdo intensa e nem tdo comum nas infecgdes
por S. Typhimurium): febre entérica (tifoide), enterocolite (com diarreia) e/ou
bacteremia (seguida ou ndo de septicemia); podendo, em alguns casos, ser fatal para o
hospedeiro. A salmonela, ao atingir o intestino delgado do hospedeiro, adere e transloca
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através do epitélio intestinal por trés rotas: invasao ativa dos enterdcitos, invasdo das
células M e por meio de células dendriticas (DC) ou macrofagos que intercalam as
células epiteliais intestinais. A manifestacdo dos sinais clinicos e a gravidade da
infeccdo dependem da susceptibilidade do hospedeiro (da situacdo do seu sistema
imunoldgico) e da viruléncia do sorovar de Salmonella sp. infectante (Coburn et al.,
2006).

S. Typhimurium se vale, em camundongos, da inflamagdo para exercer a sua
patogénese. O experimento de Stecher et al. (2007) mostra isso de uma forma muito
clara. Estes autores provaram que uma amostra de salmonela avirulenta consegue
colonizar o intestino de camundongos que ja possuem um processo de colite instalado
(no caso, eles usaram um modelo de camundongo nocaute para expressdo de IL-10 que
desenvolve colite espontaneamente), assim como constataram que essa mesma
salmonela ndo conseguia a mesma acdo no modelo classico de deplecdo da microbiota
com estreptomicina (quenormalmente favorece a viruléncia deS. Typhimurium). Dentre
as hipdteses levantadas pelos autores do porque a inflamacao favoreceria a colonizacao
da S. Typhimuirum, uma delas é a de que a secrecdo de substancias antimicrobianas
pelos enterodcitos inflamados reduziria a populacdo de micro-organismos que participam
na manutencdo da resisténcia a colonizacdo. Stelter et al. (2011) também demonstraram
como as salmonelas se aproveitam do estado inflamatério intestinal para favorecer a sua
infectividade ao estimularem a secrecdo de uma lectina Reg-IIIp pela mucosa intestinal,
substancia a qual elas sdo resistentes e muitos micro-organismos da microbiota
residente ndo, reforcandoassim os resultados apresentados por Stecher et al. (2007).
Raffatellu et al. (2009) apontaram outro mecanismo do qual a S. Typhimurium se vale
num ambiente de inflamacdo intestinal. Esse mecanismo envolve a lipocalina-2, um
peptideo liberado pelos enterdcitos que evita a aquisicao de ferro por diversos membros
da microbiota, especialmente as enterobactérias, ao se ligar ao sideroforo enterobactina
destas. A salmonela, todavia, possui também as salmoquelinas, um sideréforo resistente
de lipocalina-2 que permite que o ferro seja aproveitado por este patbgeno em um
ambiente de estresse intestinal como a inflamacao.

Além disso, S. Typhimurium ainda produz a bacteriocina colicina Ib que atua
diretamente contra membros da familia Enterobacteriaceae, favorecendo ainda mais sua
vantagem competitiva no ambiente  mencionado  (Nedialkova et al.,
2014).Adicionalmente, Winter et al. (2010) mostraram em seu trabalho mais um

interessante mecanismo da S. Typhimurium: a sua habilidade de usar o tetrationato,
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gerado a partir de tiossulfato enddgeno pela acdo de espécies reativas de oxigénio
produzidas em resposta a infeccdo pela propria salmonela, como um aceptor final de
elétrons para a respiracdo anaerdbica de uma forma que a maior parte da microbiota
intestinal ndo é capaz.

O trabalho de Das et al. (2015), além de elucidar a importancia da participacao
de citocinas pré-inflamatdrias, como TNF-a, no estabelecimento da doenga causada
pela S. Typhimurium, explica detalhadamente como esse agente etiologico é capturado
pelos macrofagos por meio dos receptores ELMO1 e Racl e desencadeia, a partir disso,
a resposta inflamatoria caracteristica da doenca. Os autores chegaram a essa conclusédo
ao observarem que macrofagos intestinais de animais nocaute para ELMO1
internalizavam uma quantidade menor de S. Typhimurium. A menor internalizacdo
desencadeava, por sua vez, uma reacdo inflamatéria muito mais branda e uma
translocacdo para figado e baco significativamente menor, mostrando que sem a
participacao dessa proteina e sem a ativagdo da resposta pré-inflamatoria, a infecgdo por
salmonela ndo evolui. Nesse contexto, é interessante frisar que a invasao por salmonela
é realizada por uma fracdo da populacdo deste micro-organismo em uma infeccdo. A
maior parte dessa populacdoé responsavel por manter um ambiente favoravel a invaséo,
uma vez que a salmonela enfrentard um amplo arsenal bactericida intracelular a partir
do momento que for internalizada para o tecido intestinale outros tecidos para 0s quais

eventualmente translocara (Santos et al., 2009).

1.1.4. Acédo probidtica contra Salmonella Typhimurium

O cientista russo Elie Metchnikoff, no inicio do século XX, introduziu a ideia de
que a maior longevidade de camponeses bulgaros se devia ao habito destes em consumir
leites fermentados e ao consequente efeito benéfico que os micro-organismos presentes
nesses produtos exerceriam. Sua teoria envolvia a reducdo de uma suposta intoxicacao
promovida pela microbiota intestinal dos seres humanos por meio da modulagdo desta
pelas bactérias acido laticas do leite fermentado (Ceapa et al., 2013). Este efeito
benéfico resultante da ingestdo de bactérias vivas levou a criagdo do conceito de
probidtico. Muitas defini¢cOes para o conceito foram entdo formuladas até que se chegou
a definicdo mais precisa e mundialmente aceita hoje, proposta pela FAO/WHO (2002):
“micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,

conferem efeitos benéficos a saude do hospedeiro™.
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Os micro-organismos probidticos, depois de ingeridos, devem sobreviver as
condicBes de estresse do trato gastrointestinal (quando destinados a utilizacdo nesse
sitio) como suco gastrico e enzimas gastricas, assim como sais biliares e enzimas
intestinais. Dessa forma, mantém-se viaveis e em quantidades desejaveis - populacao
minima de 10’ unidades formadores de col6nias (UFC)/ml ou g - no seu local de agdo
especifico - intestino delgado ou grosso - a fim de exercerem efeitos benéficos ao seu
hospedeiro. Como os probidticos ndo sdo capazes de colonizar o trato digestivo de um
individuo adulto saudavel - mesmo ap0s ingestdo prolongada, uma vez que a microbiota
residente, mesmo em desequilibrio, ndo permite tal colonizacdo - a ingestdo diaria de
uma amostra de micro-organismo probidtico em quantidade adequada é indispensavel
para a manutencao de niveis elevados do micro-organismo na luz intestinal, permitindo
assim que desenvolva o seu efeito benéfico. Para que isso ocorra, a concentracdo
sugerida em células vivas do probi6tico deve ser de pelo menos de 108 a 10° UFC/g ou
ml de produto, pois as injurias e as diluigdes promovidas pelos fluidos secretados na luz
gastrointestinal reduzem, normalmente, em uma a duas escalas logaritmicas a
concentracdo inicial ingerida de micro-organismos (Mohammadi e Mortazavian, 2011).

A acdo destes micro-organismos com alegacdes probidticas tem uma série de
mecanismos ja estudados, sendo muitos deles elucidados. De acordo com Matsuguchi et
al. (2003), a acdo direta de lactobacilos probidticosno sistema imune é dada pela
estimulagdo de macrofagos ao incremento da producdo de TNF-a, aumentando assim a
maturacdo de células dendriticas regulatdrias, modulando, em especial, 0s processos
alergénicos. No contexto de doengas infecciosas, amostras de lactobacilos e
bifidobactérias foram capazes de otimizar a resposta de mondcitos circulantes a
Candida albicans, aumentando a expressao de citocinas (IL-6 e IL-1B) que favorecem a
tolerancia a esse patdgeno simultaneamente ao controleda expressdo de outras citocinas
pré-inflamatorias que exacerbariam a mencionada doenca (IFN-y e TNF-o) (Plantiga et
al., 2012). Outra agdo dos probioticos em foco na atualidade é o efeito da sua
administracdo na microbiota do consumidor, muitas vezes frente a estados de disbiose,
como IBS (sindrome do intestino irritdvel) ou colite ulcerativa. Cha et al. (2012), em um
estudo clinico com humanos sofrendo de IBS com diarreia, observaram que os pacientes
que receberam probidticos (VSL#3, uma mistura de micro-organismos com conhecida
acao probidtica) ao longo de dez semanas tiveram 0s seus sintomas melhorados em
comparagdo com o grupo que recebeu placebo. Ja Rautava et al. (2012), avaliando o

efeito da administracdo de probidticos a gestantes duas semanas antes de parto eletivo
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por cesariana, observaram a modulacdo da microbiota por um lactobacilo probidtico nos
recém-nascidosassim como na placenta e liquido amniético das maes, o que levou a um
estado menos pro-inflamatdrio no soro das mées antes do parto. Outro estudo, realizado
por Fichorova et al. (2011), também observou que certos micro-organismos presentes na
placenta e no liquido amnidtico levaram a um aumento das citocinas pro-inflamatorias
IL-1B, IFN-y e IL-6, 0 que resultou em nascimento prematuro, confirmando que a
modulacdo da microbiota da mée e do seu feto por probidticos pode ser benéfica e
muito importante para a satde de ambos, especialmente a do bebé.

Um micro-organismo, para ser considerado probidtico, ndo deve ser patogénico;
deve ser, de preferéncia, especifico ao hospedeiro; estar, de preferéncia, viavel e/ou
estavel em seu veiculo, mantendo suas propriedades probidticas até a data final de
validade do produto no qual é veiculado; e ndo ser capaz de transmitir genes de
resisténcia a antimicrobianos a outros micro-organismos. Os micro-organismos
probidticos sdo, preferencialmente, aqueles nativos ao consumidor alvo por serem assim
mais compativeis e com menor probabilidade de serem reconhecidos como antigenos
pelo seu sistema imune (Nagpal et al., 2012). Além disso, existe uma exigéncia
crescente pelas agéncias reguladoras de saude e de alimentos e, até pelos consumidores,
da eficcia comprovada em ensaios in vitro, in vivo e clinicos, atestando o real potencial
probidtico do micro-organismo pesquisado (Moal e Servin, 2014).

A utilizacdo de micro-organismos probioticos tem atraido grande interesse na
pesquisa de doencas infecciosas, inflamatorias e alérgicas. A maioria dos ensaios
clinicos com esse enfoque tem como finalidade a prevencdo e tratamento de doencas
intestinais em adultos e criancas. Bactérias acido laticas tém demonstrado importantes
efeitos contra os sintomas de doencas intestinais causadas por agentes patologicos ou
por distdrbios na microbiota intestinal humana (Mohammadi e Mortazavian, 2011).

Amostras de lactobacilos probioticos tém sido eficazes na prevencdo de doengas
entéricas como as salmoneloses. A producdo de substancias antagonistas, a inibicdo da
adesdo ao epitélio, a manutencdo da microbiota intestinal indigena e a modulagdo da
imunidade inata e adaptativa sdo os principais mecanismos de a¢do dos probidticos no
combate as patogenias entéricas. Os principais efeitos benéficos relacionados a
modulagdo do sistema imune envolvem o aumento da produgéo de IgA secretdria na luz
intestinal — diminuindo assim a translocacao da salmonela para linfonodos mesentéricos
e, consequentemente, ao baco e figado (LeBlanc et al., 2010); aumento do estimulo a

fagocitose do patdgeno — favorecendo a eliminacdo do patdgeno, que se mantinha viavel
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intracelularmente no macrofago,impedindo mecanismos de lise e apoptose da célula
infectada (Bermudez-Brito et al., 2012); modificacdo da expressdo e produgdo de
citocinas — reduzindo os niveis de citocinas pro-inflamatdrias; como IL-6, e INF-y e
TNF-0, e aumentando niveis de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-j,
mantendo,dessa forma, a integridade do epitélio intestinal (Castillo et al., 2011).0
principal efeito benéfico ndo relacionado ao sistema imunoldgico é o antagonismo
contra micro-organismos patogénicos, seja por competicdo por nutrientes, pelo efeito
barreira contra a adesdo e invasdo do epitéelio intestinal (Li et al.,, 2011) ou pela
producdo de substancias antagonistas (como acidos organicos, especies reativas de
oxigénio e bacteriocinas) (Hutt et al., 2006). Todos os efeitos mencionados
anteriormente foram observados em experimentos com administracdo prévia de
probidticos e infeccdoposterior por S. Typhimurium em modelo murino, evidenciando a
importancia do consumo didrio e continuo do micro-organismo probidtico em

concentracdes adequadas.

1.1.5. Leites fermentados probioticos

Uma importante forma de veiculacdo de Lactobacillus spp. probidticos é por
meio de leites fermentados contendo micro-organismos do género, seja como a propria
cultura fermentadora do leite ou como cultura probiética adicionada ao produto final,
como é o caso de iogurtes contendo micro-organismos probidticos que néo
necessariamente participam como cultura “starter”.

A utilizacdo e divulgacdo de alimentos contendo micro-organismos probidticos
teve destacado inicio no Japdo, onde o FOSHU (“Foods For Specified Health Use™), um
programa governamental, foi introduzido a fim de desvincular os alimentos funcionais
dos produtos farmacéuticos e alopaticos. O FOSHU foi criado com o propdsito de
reduzir os gastos com saude publica e conter, principalmente, o avanco de doengas
crénico-degenerativas em idosos. Nesse contexto, o cientista Minoru Shirota, apoiado
pelo presidente da Yakult, pdde colocar em pratica sua maxima: “prevenir doengas mais
do que trata-las; um intestino saudavel leva a uma vida longa” por meio da venda dos
famosos leites fermentados que tem o primeiro nome do dono da empresa, Yakult
Honsha. Um dos primordiais e mais famosos micro-organismos probi6ticos produtores
de &cido latico, L. casei Shirota, foi entdo apresentado comercialmente e conquistou um

enorme sucesso que se mantém até a atualidade (Heasman e Mellentin, 2001). Os
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micro-organismos mais frequentemente utilizados nos leites fermentados, atualmente,
sdo as bactérias produtoras de &cido latico, as quais sdo encontradas em altos niveis
populacionais no intestino do homem e de animais saudaveis e sdo consideradas pela
“Food and Drug Administration” (FDA) como aquelas Geralmente Reconhecidas como
Seguras - em traducdo livre do termo “Generally Recognized as Safe” (GRAS). Fazem
parte deste grupo, principalmente, espécies dos géneros Bifidobacterium (que néo
pertencem ao grupo de bactérias acido laticas) — como B. breve, B. bifidum, B. lactis e
B. longum — e Lactobacillus — como L. acidophilus, L. casei, L. fermentum, L. johnsonii,
L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, dentre outros utilizados menos
frequentemente (Nagpal et al., 2012).

Diversos trabalhos avaliam o efeito protetor de lactobacilos veiculados por meio
de leites fermentados, como Galdeano et al. (2015), que, frente a infeccdo por S.
Typhimurium, observaramresposta protetora de uma amostra de L. paracasei em leite
fermentado, sendo esta mediada pela o aumento na produgédo de IL-10 por macrofagos
peritoneais e esplénicos.Resultado este que real¢a a importancia da manutencéo de um
estado regulatério anti-inflamatério para a protecdo frente ao patdgeno mencionado,
conforme ja bem descrito em tépicos prévios. Essa resposta, de acordo com 0s autores,
é mediada principalmente pela PRR TLR-2 e também, em alguma escala, pela TLR-4.
Além disso, os autores mostraram que a expressdo e liberacdo de IL-10 é dose
dependente, sendo a dose mais eficaz 108-10” UFC/ml de leite fermentado.

No que diz respeito a legislacdo vigente no Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008) estipula que a quantidade minima viavel para o0s
probidticos deve estar situada na faixa de 108 a 10° UFC na recomendacdo diéria do
produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do fabricante. VValores menores
podem ser aceitos, desde que a empresa fornecedora do produto comprove sua eficacia.
A documentacdo referente a comprovacdo de eficicia deve incluirlaudo de anélise do
produto que comprove a quantidade minima viavel do micro-organismo até o final do
prazo de validade; teste de resisténcia da cultura utilizada no produto a acidez gastrica e
aos sais biliares; quantidade do probidtico em UFC, contida na recomendacdo diaria do
produto pronto para consumo que deve ser declarada no rétulo, proximo a alegacédo de
funcionalidade.

A legislacdo ainda torna obrigatoria a impressédo do seguinte texto no rétulo dos

referidos produtos: “O (indicar a espécie do micro-organismoprobiotico) contribui para
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o0 equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma alimentagéo
equilibrada e habitos de vida saudaveis.

Os micro-organismos L. delbrueckii ssp. bulgaricus e Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus foram retirados da lista mostrada a seguir tendo em vista que, além
de serem espécies necessarias para producao de iogurte, ndo possuem efeito probidtico
cientificamente comprovado.

A lista de micro-organismos probidticos prevista na legislacdo brasileira inclui:
“Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus caseishirota, Lactobacillus casei var.
rhamnosus, Lactobacillus casei var. defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus
lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis (incluindo a subespécie
lactis), Bifidobacterium longum, Enterococcus faecium.

O documento da ANVISA citado no texto foi publicado em 2008 e sofreu
algumas atualizacdes desde entdo, porém, no que diz respeito aos probidticos, apresenta
algumas informacdes desatualizadas principalmente no que diz respeito a taxonomia dos
micro-organismos mencionados.L. casei shirota deveria ser L. casei Shirota ou shirota
assim como L. casei var. defensis deveria ser L. casei Defensis ou defensis, visto que o
altimo nome é uma denominacdo comercial (assim como o shirota) e ndo uma
nomenclatura cientifica. L. casei var. rhamnosus é atualmente reconhecido como
espécie L. rhamnosus (Pimentel, 2011). Além disso, outros micro-organismos com
caracteristicas probioticas comprovadas em estudos cientificos e ja citados no presente
trabalho poderiam ter a sua inclusdo considerada na lista como: Bifidobacterium breve,
Lactobacillus fermentum, L. johnsonii,L.plantarum e a levedura Saccharomyces
boulardii (Migowski e Pugliese, 2009), sendo alguns desses inclusive ja utilizados em

produtos com alegacdes probioticas no Brasil.

2. JUSTIFICATIVA

Muita atencdo tem sido dada aos efeitos benéficos vinculados ao consumo
regular de produtos probiéticos, principalmente no que diz respeito a manutengédo de
uma microbiota intestinal saudavel e a consequente e desejavel modulacédo do sistema
imune. A utilizacdo de micro-organismos que possuem eficicia comprovada € cada vez
mais comum, especialmente quando sdo espécies pertencentes a microbiota, como é o

caso dos lactobacilos. Estudos que documentam o0s beneficios dos probidticos tém
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focalizado, dentre seus inumeros beneficios, a prevencdo e o tratamento de infecgdes
gastrointestinais.  Assim, evidéncias cientificas comprovando o potencial dos
probiodticos na melhora da qualidade de vida de pessoas com disturbios intestinais
sustentam um tema promissor.

Atualmente, um dos principais veiculos de micro-organismos probidticos sdo 0s
derivados lacteos, como leites fermentados, iogurtes e queijos. Devido a algumas
semelhangas entre as microbiotas do leite, seus derivados e aquela existente no trato
gastrointestinal humano, pesquisas vém sendo desenvolvidas buscando elucidar o
potencial probiodtico de micro-organismos isolados destes sitios. Essas pesquisas tém
por objetivo desenvolver um produto ndo sé com potencial probiotico, mas que também
ndo apresente incompatibilidades tecnolégicas com o derivado lacteo funcional a ser
produzido e comercializado.

A salmonelose € um problema de saude puablica que representa um custo
econdmico e social significativo para muitos paises, especialmente aqueles em
desenvolvimento. Os transtornos causados por linhagens de Salmonella spp. resistentes
a diversos antimicrobianos tém aumentado, tornando a sua erradicacdo cada vez mais
complexa para a medicina. Um dos principais incentivos a pesquisa com probioticos é
justamente compensar o crescente problema relacionado a antibioticoterapia, ja que a
sua utilizacdo contribui para evitar a selecdo de bactérias resistentes e, em muitos casos,
previne a acdo de agentes patogénicos, dimunuindo a necessidade do emprego de
antimicrobianos de Gltima geracéo.

Nesse sentido, a criacdo de produtos com apelo probidtico contendo bactérias
acido laticas isoladas de queijo Minas artesanal - como os lactobacilos — e veiculadas
por meio de leites fermentados, apresenta-se como uma importante contribuicdo no
enfrentamentodo problema causado por doencas como a salmonelose, tendo em vista
que essa é uma doenca de relevancia mundial entre os humanos e que o0 modelo murino,
causado por S. Typhimurium, reproduz de forma fidedigna a doenca humana causada
por S. Typhi.

Além disso, as culturas probidticas hoje comercializadas no Brasil,
especialmente aquelas para uso em alimentos funcionais, sdo comercializadas por
empresas multinacionais que influenciam os precos, geralmente elevados, desses
produtos. Entdo, a criagdo e desenvolvimento de culturas probioticas de origem
brasileira apresenta-se como um importante fator de autonomia e equilibrio nesse

cenario
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial probiotico de lactobacilosisolados de queijo Minas artesanal
da Serra da Canastra in vitro e in vivo em infeccdo experimental contra S. Typhimurium

e produzir leites fermentados funcionais.

3.2. Objetivos especificos

1 - Produzir leites fermentados contendo lactobacilos selecionados e compara-los por:
a) andlise sensorial apds 15 dias (considerado uma validade de 30 dias para
leites fermentados) de armazenamento sob refrigeracéo;
b) viabilidade em outras apresentacdes comerciais, como a liofilizacdo, durante

trés meses de armazenamento sob refrigeracéo.

2 - Avaliar a capacidade probioética in vitro de lactobacilos isolados de queijo Minas

artesanal.

3 - Avaliar a capacidade probiotica in vivo dos lactobacilosselecionados, em leite
fermentado, determinando:

a) a capacidade de colonizacédo do trato gastrointestinal de camundongos isentos
de germes e a manutencdo do efeito antagonista apds passagem pelo trato
gastrointestinal;

b) a taxa de mortalidade e o desenvolvimento ponderal em camundongos
convencionais, tratados ou nd com lactobacilos e desafiados com
Salmonella Typhimurium;

c) a intensidade da translocacdo daSalmonella Typhimurium para o bago e o
figado de camundongos isentos de germese convencionais, tratados ou ndo
com lactobacilos e desafiado com o patégeno;

d) as citocinase modulacdo das respostas inflamatorias (ou da regulacdo da
inflamacéo) envolvidas no efeito protetor (ou né&o) local, no ileo, dos

lactobacilos no modelo infeccioso estudado;
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e) a variacdo global da microbiota do ileo dos camundongos utilizados nos
grupos experimentais anteriores, assim como a variacdo especifica dos

grupos: Lactobacillus spp. e Salmonella Typhimurium.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos isentos de germes e convencionais, de 21 a 23
dias de idade, de ambos os sexos, da linhagem SwissNIH (Taconic Farms,
Germantown, EUA). Foram também utilizados camundongos da linhagem BALBI/c, na
condicdo de SPF (“specific pathogen free”), com a mesma idade e somente do sexo
masculino. Os animais isentos de germes foram propagados no biotério de
Gnotobiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), sendo mantidos em isoladores flexiveis do tipo Trexler
(Standard Safety Equipment Company, McHenry, EUA) e manuseados de acordo com
técnicas ja estabelecidas (Pleasants, 1974) e adaptadas as nossas condicGes (Silva,
1986). Os animais BALB/cconvencionais foram provenientes do Biotério Central da
UFMG. Todos os animais convencionaisforam mantidos no biotério do Departamento
de Microbiologia (de nivel NB2) em mini isoladores do modelo ALE.MIL.01.03 da
marca Alesco (Alesco, Monte Mor, S&o Paulo, Brasil).

Os animais convencionais, durante a experimentacdo, receberam ad libitum
racdo sélida (Nuvilab Nuvital, Curitiba, Brasil) e agua filtrada e foram mantidos em
estante ventilada da marca Alesco com controle de umidade (60-80%), de temperatura
(22-24°C) e com ciclo diurno/noturno de 12 horas. Para 0s experimentos com animais
isentos de germes, 0s mesmos receberam ad libitum racdo sélida (Nuvilab Nuvital,
Curitiba, Brasil) e agua, esterilizadas por calor umido. Durante os experimentos, 0s
animais foram mantidos em mini isolador tipo Il da marca UNO (Uno Roestvaststaal
BV, Zevenaar, Holanda) em estante ventilada da marca Alesco nas condigdes

ambientais similares as dos animais convencionais.
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4.1.1. Manejo dos animais e aspecto ético

A manutencéo e a experimentagdo nos animais foram conduzidas respeitando as
normas do “Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal” (COBEA, 2006). A
realizacdo do presente trabalho de pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFMG sob o numero 380/2013, com validade até 11/03/2019
(anexo 1).

4.2. Micro-organismos

4.2.1. Lactobacilos

As espécies de lactobacilos utilizadas neste estudo foram isoladas e
caracterizadas no Departamento de Tecnologia e Inspecdo de Produtos de Origem
Animal (DTIPOA) da Escola de Veterindria (EV) da UFMG. Os lactobacilos foram
isolados de queijo Minas artesanal do estado de Minas Gerais e identificadas por testes
morfotintoriais e respiratorios seguidos de PCR ARDRA 16S-23S (Tannock et al.,
1999) por Resende et al. (2011). As espécies de lactobacilos foram também pré-
avaliadas quanto ao seu potencial probidtico in vitro por Costa et al. (2013) por meios
dos testes de antagonismo contra micro-organismos patogénicos e ndo-patogénicos de
referéncia pela técnica de difusdo em camada dupla de agar; susceptibilidade a
antimicrobianos; sensibilidade ao suco gastrico e sais biliares. Dentre os micro-
organismos isolados analisados, as amostras das seguintes espéciesforam selecionadas:
Lactobacillus casei B5, Lactobacillus plantarum B7 e Lactobacillus rhamnosus B4 e
D1. Como controle positivo, foi utilizada uma cultura conhecidamente probidtica da
espécie Lactobacillus paracasei (identificada nesse trabalho com a sigla LP) isolada de
um leite fermentado comercial. As culturas foram mantidas a -30°C em caldo De Man,
Rogosa e Sharpe (MRS, Difco, Detroit, EUA), adicionado de 20% de glicerol
esterilizado. As ativacGes foram feitas em caldo MRS, a 37°C, por 18 horas, em
aerobiose. Ap0s ativacdo, as culturas foram cultivadas em caldo MRS, a 37°C, por 18

horas, em aerobiose.
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4.2.2. Micro-organismos patogénicos

A linhagem de Salmonellaenterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium (S.
Typhimurium), de origem humana, utilizada nas infeccbes experimentais nos
camundongos, pertence ao Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos
(LEFM) do ICB/UFMG. As ativacdes foram feitas em caldo Brain Heart Infusion (BHI,
Acumedia, Lasing, EUA), por 18 horas, a 37°C, em aerobiose.

4.3. Desenvolvimento de um produto funcional
4.3.1. Preparo do leite fermentado

O leite em po6 desnatado da marca Molico (Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) foi
reconstituido a 10% em &gua destilada, adicionado de sacarose a 10% e submetido a
tratamento térmico a 121°C por 15 minutos. Os lactobacilos potencialmente probidticos
foram entdo utilizados individualmente para a fermentacdo deste leite, sendo
determinada a sua curva de fermentacdo por contagem de bactérias acido-lacticas
(UFC/ml) - em agar MRS (Difco), incubadas a 37°C, em aerobiose, por 12 horas - em
intervalos de seis horas, desde o tempo zero até a coagulacédo do leite.

Os lactobacilos utilizados individualmente para a fermentacdo do leite foram
ativados duas vezes em 5ml de caldo MRS (Difco) a 37°C por 18 horas em aerobiose.
Uma aliquota da cultura ativada (2%) foi entdo transferida para 700 ml de leite
reconstituido e esterilizado, sendo em seguida incubado a 37°C, em aerobiose, por
tempo necessario até a coagulacdo do leite, em geral 12 horas.

O leite fermentado foi entdo armazenado entre 4 e 7°C e foram realizadas
analises fisico-quimicas e microbiologicas previstas no Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade (RTIQ) de leites fermentados (Brasil, 2007). As analises fisico-
quimicas realizadas foram: determinacdo de pH (com auxilio de pHmetro digital
Gehaka PG1800, S&o Paulo, Brasil) e determinacdo de acidez titulavel (g/100g de &cido
latico, de acordo com IDF, 1991). As analises microbiologicas realizadas foram:
enumeracdo (em triplicata) de micro-organismos acido laticos em é&gar MRS
(Acumedia) nas diluicdes de 10 a 107, ap6s plaqueamento por “spread-plate” e

incubacdo por 48 horas, 37°C, em aerobiose. Todas as anélises foram realizadas em
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triplicata nos dias um, sete e 15 de estocagem (adaptado de IDF, 1997). Também foram
realizadas analises microbiologicas para avaliagdo da curva de crescimento dos
lactobacilos a seis e 12 horas apés adicdo do indculo de lactobacilos em leite estéril, a

semelhanca do que foi descrito anteriormente.

4.3.2. Analise sensorial do leite fermentado

A avaliagdo sensorial dos leites fermentados individualmente por lactobacilos foi
realizada por provadores nao treinados e maiores de idade, como estudantes, professores
e funcionarios da UFMG, que tinham interesse e/ou habito de consumir leite
fermentado, de acordo com o realizado por Viegas et al. (2010). As amostras de leites
fermentados aos 15 dias de estocagem, codificadas com sequéncias aleatérias de trés
digitos, foram servidas aos provadores, dentro de cabines individuais, em porcdes de 30
ml em copos de plastico incolores a temperatura ndo superior a 10°C. Os provadores
receberam ficha contendo escala hedonica de cinco pontos, na qual foi solicitada a
expressdo da opinido em termos de sabor de acordo com os seguintes critérios: 1 =
Desgostei muito, 2 = N&o gostei, 3 = Nao gostei nem desgostei, 4 = Gostei, 5 = Gostei
muito. Os provadores também foram solicitados a avaliar as amostras quanto a sua
intencdo de compra dos leites fermentados, indicando se comprariam ou ndo cada um
dos produtos avaliados. Além disso, foi colocado um espaco para observacdes ao lado
de cada uma das amostras que era de preenchimento opcional. A realizacdo das analises
sensoriais foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG sob o

namero de parecer 551.074 (anexo 2).

4.3.3. Liofilizacao dos lactobacilos em matriz lactea

A técnica de liofilizacdo utilizada foi adaptada do trabalho de Bolla et al. (2010).
Cada cultura individual de lactobacilo duplamente ativada em 5ml de caldo MRS
(Difco) foi centrifugada em tubo cénico plastico estéril por 10.000g por 10minutos.
Cada amostra foi lavada duas vezes com solucéo salina (NaCl 0,9%). Os precipitados
foram entdo suspendidos em 1ml de leite desnatado estéril (Skim milk, Difco) a 10%.
As suspensdes microbianas foram individualmente transferidas para frascos de vidro
estéreis que foram instantaneamente congelados emnitrogénio liquido e, posteriormente,

desidratados em liofilizador (modelo K105, Liotop, Brasil) por 24horas a uma
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temperatura de -98°C e pressdo de 10 mmHg. Finalizado o processo deliofilizagéo, os
frascos foram selados com tampa de borracha e lacre de aluminio. Asamostras foram
entdo armazenadas sob refrigeracdo entre 4 e 7°C. A viabilidade das culturas foi
mensurada logo antes e logo depois da liofilizacdo e, mensalmente, ao longo de trés
meses em armazenamento sob refrigeracdo. As contagens foram realizadas em
triplicata, em agar MRS (Acumedia) (nas diluicdes de 10 a 107) apos plagqueamento
em “spread-plate” e incubagédo por 48 horas, 37°C, em aerobiose.

4.4. Acdo probidtica frente a infecgcdo por S. Typhimurium

4.4.1. Antagonismo in vitrocontra S. Typhimurium

As andlises realizadas por Costa et al. (2013) contemplaram o
antagonismo a patogenos de referéncia pela técnica de difusdo em camada dupla de agar
propostaproposta por Tagg et al. (1976). A fim de elucidar os mecanismos pelos quais
os lactobacilos exercem antagonismo contra a amostra de salmonela utilizada para os
testes in vivo, outros testes foram realizados.

O teste de atividade antimicrobiana dos lactobacilos contra salmonelas
conhecido como teste de co-cultivo foi realizado para avaliar a capacidade de
antagonismo direto da cultura produtora contra cultura reveladora. Diferentemente da
técnica de difusdo em camada dupla de &gar, na qual somente o antagonismo por
substancias produzidas pela cultura produtora contra culturas reveladoras pode ser
observado, 0 método em questdo, proposto por Huitt et al. (2006), consiste em cultivar
as amostras de lactobacilos e salmonela previamente ativadas (caldo MRS - Difco, para
lactobacilos, 24 horas, e BHI - Acumedia, para salmonela, a 37°C, 24 horas, em
aerobiose), em indculos de 1%, em caldos MRS e BHI por 18 horas. Ap6s esse periodo,
aliquotas de 100 ul das dilui¢des seriadas de cada produto de co-cultivo sdo semeadas
por técnica de “spread plate”em agar MacConkey (Acumedia) e incuba-se as placaspor
24horas, a 37°C, em aerobiose. O resultado dessa incubagédo foi entdo comparado com o
resultado do crescimento controle da salmonela que ndo foi submetida ao co-cultivo
com as culturas produtoras de lactobacilos.

O teste de antagonismo pelo sobrenadante das culturas, também proposto por
Htt et al. (2006), visou avaliar a importancia de substancias produzidas pelas culturas

de lactobacilos no antagonismo contra patdégenos. Esse teste consistiu na centrifugacéo
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(5.000g por cinco minutos) de uma cultura duplamente ativada, coleta do liquido
sobrenadante e esterilizacdo por filtragdo em 0,22um utilizando filtros Millex (Merck
Millipore, Darmstadt, Alemanha). O micro-organismo revelador (S. Typhimurium) foi
adicionado em um inoculo de 1% (ap06s dupla ativacéo) a esse sobrenadante e incubado
por 18 horas. Suas diluicOes seriadas foram semeadas (por “spread-plate” em aliquotas
de 100 pl) em agar MacConkey (Acumedia) e as placas foram incubadas por 24 horas, a
37°C, em aerobiose. Os sobrenadantes dos cultivos de lactobacilos foram produzidos em
meio neutro BHI, Acumedia), a semelhanca da metodologia executada em meio MRS
(Difco), para avaliara influéncia do acido no antagonismo dos lactobacilos contra
salmonela. Tal tipo de avaliacdo ndo é possivel ser realizada no antagonismo pelo teste
de difusdo em camada dupla de &gar. Os experimentos foram realizados em duas

repeticdes e cada uma delas em triplicata.

4.4.2. Experimentagéo in vivo
Delineamento experimental

Animais BALB/c convencionais (machos, 3-4 semanas de vida)

1. Sacrificio (por deslocamento cervical) no dia zero dos animais controle para a
sua utilizacdo em todos os experimentos abaixo citados;

2. Tratamento diario (intragastrico) com leite fermentado (por amostras de
Lactobacillus) diario (108 UFC) — dia um ao dia sete;

3. Sacrificio (por deslocamento cervical) nos dias trés e sete para analises citadas
nos itens 8, 9 e 10 abaixo citados;

4. Infeccdo intragastrica com S. Typhimurium (10° UFC) — dia sete;

5. Tratamento diario (intragastrico) com leite fermentado (por amostras de
Lactobacillus) diario (108 UFC) — dia oito até o final do experimento;

6. Sacrificio (por deslocamento cervical) nos diastreze (cinco dias de desafio) e
quinze (sete dias de desafio) para as analises dos itens 7, 8, 9 e 10;

7. Auvaliacédo da translocacdo para baco e figado;

8. Avaliacdo qualitativa e quantitativa de histologia do figado e ileo (em
rocambole);

9. Avaliacdo da expressdo relativa (MRNA) das citocinas no ileo por gPCR;
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10. Avaliacdo da microbiota do contetudo do ileo por métodos de sequenciamento de
nova geracgdo (lllumina MiSeq) do DNA total das fezes;
11. Avaliagdo da mortalidade — dos dias oito ao 28;

12. Avaliacdo do desenvolvimento ponderal — dos dias oito ao quinze.

Animais Swiss NIH isentos de germes (machos, 3-4 semanas de vida)

1. Sacrificio (por deslocamento cervical) no dia zero dos animais controle para a
sua utilizacdo em todos os experimentos abaixo citados;

2. Monoassociacdo (intragastrica) com leite fermentado (por amostras de
Lactobacillus) (108 UFC) nodia um;

3. Sacrificio (por deslocamento cervical) no diaseis para analises citadas nos itens
4, 8 e 9 abaixo citados;

4. Acompanhamento da eficiéncia da monocolonizacdo e do antagonismo ex-vivo;

5. Infeccdo intragastrica com S. Typhimurium (10° UFC) — dia sete;

6. Sacrificio (por deslocamento cervical) nos dias doze (quatro dias de desafio),
treze (cinco dias de desafio) e quatorze (seis dias de desafio) para avaliacdopara
analises citadas nos itens 7, 8, 9 e 10 abaixo citados;

7. Auvaliacdo da translocacdo para baco e figado;

8. Avaliacdo qualitativa e quantitativa de histologia do figado e ileo (em
rocambole);

9. Avaliacdo da expressdo relativa (MRNA) das citocinas no ileo por gPCR;

4.4.2.1. Tratamento dos animais convencionais, capacidade de monoassociacéo dos
lactobacilos em animais isentos de germese antagonismo ex vivo contra S.

Typhimurium

Os animais convencionais (da linhagem BALB/c) receberam indculo diario de
0,1ml do leite fermentado de cada lactobacilo contendo 10° UFC/ml e os animais do
grupo controle receberam 0,1ml de leite estéril ndo fermentado, via intragastrica (por
gavagem), desde sete dias antes do desafio com a bactéria patogénica e até o final do

periodo experimental (Martins et al., 2010).
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Os animais isentos de germes (Swiss NIH) receberam indculo Gnico de 0,1ml do
leite fermentado de cada lactobacilo contendo 10° unidades formadoras de col6nias
(UFC) por ml. O sucesso da monoassociacao foi avaliado pela determinacdo do nivel
populacional dos lactobacilos nas fezes dos camundongos cinco dias apos a
monoassociacao. As fezes foram colhidas por estimulagédo anal, pesadas e submetidas a
diluicbes decimais em salina peptonada (NaCl 0,9%; Peptona Bacterioldgica 0,1%)
esterilizada. As diluicbGes selecionadas foram semeadas (aliquotas de 100ul)em &gar
MRS (Acumedia) para enumeragdo bacteriana, por “spread plate”, sendo as placas
incubadas em aerobiose, a 37°C, por até 48 horas. Os resultados foram expressos como
média do logio do nimero de UFC por grama de fezes de trés animais de cada grupo
experimental (Martins et al., 2010)

Todos os experimentos, exceto o de mortalidade, desenvolvimento ponderal e
translocacdo, tiveram um grupo somente tratado com (ou monoassociado a partir de)
leite fermentado pelos lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal (ou controle
positivo) por sete dias, para avaliagdo do efeito isolado da administracdo de cada um
destes micro-organismos potencialmente probioticos nos diversos experimentos in vivo.
Os experimentos de microbiota contaram com um grupo experimental para cada
lactobacilo testado que recebeu somente por trés dias o leite fermentado, a fim de se
avaliar um possivel efeito precoce da administracdo destes micro-organismos. O
namero de animais para cada grupo citado acima foi de trés.

O antagonismo ex vivo foi realizado com as fezes dos animais monoassociados
de acordo com o proposto por Alvim et al. (2016). Uma amostra de fezes (com
aproximadamente 50mg de fezes) de cada um dos animais foi inserida individualmente
no centro da gelose de uma placa com agar MRS (Acumedia). As placas com as fezes
foram incubadas a 4°C durante 24horas para que as substancias pudessem se difundir no
agar nao permitindo o crescimento exagerado dos lactobacilos. Apds esse periodo, as
fezes foram tratadas com vapor de cloroférmio por 30minutos para eliminar qualquer
micro-organismo das fezes e da superficie do &gar. Um cultivo recente deS.
Typhimurium foi entdo vertido sobre a superficie do agar em meio BHI (Acumedia)
semissélido (0,75%) contendo 10°UFC (em aliquota de 10ul em 4 ml de meio
semissdlido). As placas foram entdo incubadas a 37°C, por 24horas, em aerobiose e, ao
final desse periodo, os halos de inibicdo foram medidos com o auxilio de um
paquimetro digital Mitutoyo (Sao Paulo, Brasil).Os experimentos foram realizados em

duas repetigdes.
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4.4.2.2. Desafio com S. Typhimurium

O inoculo de S. Typhimurium foi feito a partir de uma cultura crescida em caldo
BHI por 18horas a 37°C, submetida ou ndo a dilui¢ces sucessivas em salina tamponada
esterilizada, sendo a concentracdo alcancada 108 UFC/ml. Os animais dos grupos
controle e experimentais receberam, no dia do desafio, um in6culo de 0,1 ml contendo
108(BALB/c) ou 10%(isentos de germes) UFC, por via intragastrica. A confirmagdo da
viabilidade do in6culo e as contagens bacterianas das fezes dos animais foram feitas em
agar MacConkey (Acumedia) ap6s até 24horas de incubacdo a 37°C, em aerobiose
(Martins et al., 2010).

Os grupos experimentais tiveram trés animais por grupo, exceto nos
experimentos de mortalidade e desenvolvimento ponderal, que tiveram 12 animais por
grupo. Os desafios consistiram de uma dose Unica do patdgeno, sendo os efeitos da
doenca, com ou sem tratamento préviode leites fermentados por lactobacilos isolados de
queijo Minas artesanal, avaliados, para animais convencionais BALB/c, cinco ou sete
dias apds o inicio da infeccdo. Para os animais Swiss NIH isentos de germes, essa
avaliacdo foi realizada nos dias quatro, cinco e seis ap6s o inicio da infec¢éo.

Os in6culos e tempos de avaliacdo do efeito da doenca apos desafio foram
diferentes para animais convencionais e isentos de germes devido a experiéncia do
nosso grupo com esses distintos modelos experimentais, onde a doenca se manifesta de
forma mais intensa e aguda nos animais isentos de germe quando comparados aos

animais convencionais (Mendonca et al., 2014).

4.4.2.3. Determinacdo da mortalidade e acompanhamento do desenvolvimento
ponderal em decorréncia da infeccdo experimental por S. Typhimurium em
camundongos convencionais previamente tratados ou ndo com leite fermentado

por lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal

Os lactobacilos foram testados quanto a sua capacidade de proteger
camundongos convencionais em desafio experimental contraS. Typhimurium. A
mortalidade devido a indculos intragéastricos de S. Typhimurium foi determinada em
animais convencionais desafiados no sétimo dia ap6so tratamento com leites

fermentados (individualmente por cada uma das amostras de lactobacilos). Cada grupo
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foi constituido de 12 animais e odesenvolvimento ponderal entre o primeiro e 0 sétimo

dia p6s-desafio também foi avaliado (Silva et al., 2004).

4.4.2.4. Determinacgdo da translocacdo de S. Typhimurium em animais isentos de
germes monoassociados ou ndo e em animais convencionais tratados com leite

fermentado por lactobacilos isolados de queijo Minas artesanalou néo

Amostras de baco e figado foram pesadas e submetidas a diluicbes decimais em
salina peptonada esterilizada. Aliquotas de 0,1ml das diluicGes selecionadas foram
semeadas em agar MacConkey (Acumedia) e as placas foram incubadas por até 24horas
de incubacdo a 37°C, em aerobiose, para enumeracdo de S. Typhimurium nos dias
quatro, cinco e seis apés o desafio com S. Typhimurium. Os resultados foram expressos
como média do logio do nimero de UFC por grama de fezes de trés animais de cada
grupo experimental (Martins et al., 2007).

Protocolo semelhante foi executado com os animais convencionais. Porém, 0s
animais machos BALB/c receberam leite fermentado por lactobacilos isolados de queijo
Minas artesanal (ou controle positivo) diariamente, sete dias antes do desafio e nos dias

subsequentes ao desafio, que foram cinco e sete neste modelo experimental.

4.4.2.5. Avaliacdo histolégica do ileo e figado de animais isentos de germes
monoassociados ou ndo, animais convencionais tratados com leite fermentado por
lactobacilos isolados de queijo Minas artesanalou néo e desafiados com S.

Typhimurium ou néo

Amostras do figado e doileo (em “rocambole”) dos camundongos
convencionaise isentos de germesexperimentais e controles (positivo e negativo) foram
submetidas a um exame histoldgico. Os camundongos pertencentes a cada um dos
grupos foram sacrificados por deslocamento cervical no dia cincoap6s o desafio com S.
Typhimurium em animais isentos de germe e em camundongos BALB/c convencionais.
As amostras foram fixadas em formaldeido 4% tamponado e processadas para inclusdo
e microtomia em parafina. Foram executados cortes de 3 a 5 um de espessura € 0S
fragmentos assim obtidos foram corados em hematoxilina-eosina (HE). Os fragmentos
das amostras codificadas foram observados sequencialmente por um mesmo patologista

do laboratério do Prof. Geovanni Cassali Datas, do Laboratério de Patologia
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Comparada (LPC), do Departamento de Patologia Geral (DPG) do ICB (UFMG), que
ndo teve acesso ao significado dos cédigos. As amostras foram decodificadas somente
apos o laudo ter sido emitido pelo patologista (Gulbinowicz et al., 2004).

Analises quantitativas também foram realizadas. A morfometria foi avaliada por
meio da medicdo da altura de 30 vilosidades em trés campos no aumento 10x de cada
animal de cada grupo, totalizando nove campos por animal, por grupo experimental
(totalizando ao menos 180 medi¢bes por grupo), de acordo com o proposto por
Gulbinowicz et al. (2004). No figado, os focos inflamatorios foram contados em dez
campos de cada animal, totalizando ao menos 30 campos por grupo. Focosinflamatérios
sdodefinidos como: acumulos de células inflamatdrias em nimero maior que dez

acompanhados ou ndo de alteragdes necrdticas no parénquima (Mendonca et al., 2014).

4.4.2.6. Avaliacdo das citocinas, por meio da expressdo relativa de mMRNA em
gPCR, envolvidas no efeito protetor local (ileo)por lactobacilos isolados de queijo

Minas artesanal em uma infec¢éo por S. Typhimurium

Fragmentos proximais, mediais e distais do intestino delgado dos animais dos
diferentes grupos experimentais foram coletados imediatamente apds a eutanasia e
foram armazenados em RNAlater (Ambion, Austin, TX, EUA), na proporcao de 1:5, em
ultrafreezer (-80°C) até 0 momento da extracdo de RNA e andlise por gPCR.

A extracdo do RNA total seguiu o protocolo de Steinberg et al. (2014). As
amostras de tecido foram lavadas com &gua ultrapura Milli-Q® (Merck Millipore,
Billerica, MA, EUA) para remocdo do RNAlater e em seguida, homogeneizadas a 500pl
de trizol com auxilio de um “ultra-turrax” T10 (IKA, Guangzou, China). As amostras
foram entdo incubadas por S5minutos a temperatura ambiente e adicionadas de 100ul de
cloroférmio P.A. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e agitadas em “vortex” até que
fosse formada uma Unica e homogénea fase. As amostras foram entdo centrifugadas a
12.000g por 15minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante contendo o RNA foi
cuidadosamente coletado e transferido para um novo microtubo. O sobrenadante
coletado foi entdo adicionado de 250ul de isopropanol (2-propanol) de alta pureza
(Sigma-Aldrich) seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 5Sminutos. Nova
centrifugacdo foi executada, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e
adicionado de 500ul de etanol 70% (solugdo com EtOH absoluto, Sigma-Aldrich, e

agua para biologia molecular, Sigma-Aldrich) ao“pellet” mantido ao fundo do
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microtubo. Novas homogeneizacéo e centrifugacdo foram conduzidas, os sobrenadantes
foram descartados e os tubos foram mantidos abertos em estufa a 37°C para secagem de
qualquer residuo de etanol. Por fim, as amostras foram suspendidas em 50ul com &gua
ultrapura (Sigma-Aldrich) e mantidas a 60°C por 30minutos para melhorar a
homogeneizacdo da amostra, que foi armazenada em seguida a -20°C.

O RNA total foi entéo tratado para remogdo de DNA com o kit “DNAse Turbo®
I” (Ambion) na proporc¢do de 1ug de RNA para 1 unidade da enzima em um volume
final de 50ul. As amostras foram incubadas a 37°° em termociclador “Veriti® 96 Well
Thermal Cycler” (Applied Byosystems, Foster City, CA, EUA) por 30minutos, seguido
de inativacdo da DNAse com 2ul de solucdo de 15mM de EDTA e incubagdo, também
em termociclador, a 75°C por 10minutos. As amostras foram entdo ajustadas com agua
ultrapura (Sigma-Aldrich) para que fosse mantida a concentracdo de 100ug/pl e
armazenadas a -20°C.

O cDNA das amostras foi produzido com o kit “High Capacity cDNA Reverse
Transcription” (Applied Biosystems). A quantidade de RNA utilizada foi de 1pug em
uma solucdo de volume final de 20ul (2ul de Tampédo 10x fornecido pelo fabricante,
0,8ul de mix de dNTPs 25x a 100mm, 2ul de iniciadores Aleatorios 10x, 1pl de
Transcriptase reversa a 1Ul/ul, 4,2ul de agua para biologia molecular e 10ul de
amostra). As amostras foram incubadas em termociclador com o seguinte
programa:25°C, 10 minutos — 37°C, 120 minutos (90 minutos + 30 minutos) — 85°C, 5
minutos. Por fim, 20ul de &gua ultrapura (Sigma-Aldrich) foram adicionadas as
amostras, sendoarmazenadas a -20°C.

A avaliacdo da quantidade relativa da expressdo génica das citocinas IL-6, IL-
10, IFN-y, TGF-B e TNF-a; a partir dos cDNA obtidos das amostras foi realizada com o
kit “Quantitect SYBR® Green PCR” da Qiagen (Hilden, Alemanha) de acordo com as
instrucdes do fabricante em um “ABI Prism®7900 HT Sequencing Detection System”
(Applied Biosystems).Os iniciadores para deteccdo dos genes das citocinas
mencionadas, assim como para 0s genes constitutivos de referéncia GAPDH e B-Actin,

foram estabelecidos por Giulietti et al. (2001) e estdo especificados na tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncias de iniciadores para citocinas murinas e outros fatores

relacionados ao sistema imune

Alvo Sequéncia (5°-3°) Tamanho (bp)
FW GAGGATACCACTCCCAACAGACC
-6 RV AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA il
IL-10 FW GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 191

RV ACCTGCTCCACTGCCTTGCT

IEN FW TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA -
! RV TGGCTCTGCAGGATTTTCATG

TNE FW CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 175
-Q
RV TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

FW TGACGTCACTGGAGTTGTACGG
TGF-p1 170
RV GGTTCATGTCATGGATGGTGC

FW TCACCACCATGGAGAAGGC
GAPDH 168
RV GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA

] FW AGAGGGAAATCGTGCGTGAC
p-actin 138
RV CAATAGTGATGACCTGGCCGT

4.4.2.7. Andlises da variacdo da microbiota do ileo de camundongos convencionais,
nos diferentes grupos experimentais, por meio de metodologias de sequenciamento

de nova geracéo e de quantificacdo por meio de gPCR

Toda a analise (tedérica e pratica) do sequenciamento de nova geracdo foi
desenvolvida em parceria com o laboratério de microbiologia aplicada ENdEMIC da
Universidade da Antuérpia (UA), sob supervisdo da Professora Sarah Lebeer e com
auxilio dos alunos de doutorado Eline Oerlemans, Sander Wuyts e Wenke Smets. Essa
analise foi possivel gracas a esforcos conjuntos da equipe mencionada e do
financiamento do meu doutorado sanduiche pela agéncia de fomento FAPEMIG,
realizado em 2015 com duragdo de trés meses. Agradecemos, mais uma vez, a todos 0s
envolvidos que possibilitaram essa iniciativa.

As anélises da microbiota do ileo foram realizadas com o DNA total extraido por
meio do kit “Power Soil® DNA Isolation” (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA, EUA).
A plataforma selecionada foi a MiSeq da lllumina® (San Diego, CA, EUA), em que a

regido V4 do gene 16S rRNA foi avaliada, gerando produtos de 250bp.Inicialmente, foi
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feita uma reacio de PCR 16S convencional usando “Phusion® High Fidelity DNA
Polimerase” (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA), garantindo uma amplificacdo
de alta fidelidade, e tambéminiciadores modelados especificamente para os adaptadores
do kit 1llumina®, conforme pode ser conferido na tabela 2 (de acordo com Kozich et al.,
2013). A eficiéncia da reacdo foi confirmada em corrida em gel de agarose a 1%. As
amostras foram entdo purificadas e normalizadas com o kit “SequalPrep® Normalization
Plate” (Invitrogen, ThermoFischer) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Um
“pool” de todas as amostras foi corrido em gel de agarose 1% e, ap0s aparecimento de
banda com 250bp, a banda foi cortada e purificada com o kit “NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-Up” (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha). A quantidade de produto
amplificado (em ng/ml) foi medida com auxilio de um “QuBit® 3.0 Fluorometer”
(Invitrogen, ThermoFischer) e a amostra foi entdo padronizada para uma solucéo final a
2nmol. A avaliacdo da eficacia da reacdo foi verificada com diluicdes (1:10.000 e
1:100.000) da amostra final e diluicdes de outras reacbes que ja foram realizadas com
sucesso na plataforma MiSeq da Illumina® por meio do kit “Kapa Library
Quantification for NGS”, de acordo com instruc6es do fabricante. Por fim, as amostras
foram carregadas para leitura no MiSeq da Illumina® utilizando o kit “MiSeq Reagent
V2” (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, EUA), de acordo com instrucdes do
fabricante.

Os dados obtidos foram analisados com o software Mothur de acordo com o
tutorial disponibilizado pela prépria equipe que desenvolveu o software em
http://www.mothur.org/wiki/MiSeq_SOP.Andlises complementares e subsequentes
foram realizadas no software livre R (disponivel em https://www.r-project.org/) com
“script”pertencente ao laboratério ENAEMIC da Universidade da Antuérpia, Bélgica,
desenvolvido pelo estudante de doutorado Sander Wuyts, ao qual somos especialmente

gratos.
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Tabela 2. Iniciadores para sequenciamento de nova geracao da plataforma MiSeq

Illumina®, consistindo do adaptador para a plataforma, uma sequéncia indice

(“index”) de 8-nt, uma sequéncia “pad” de 10-nt e um par nt “link”, além do

iniciador especifico ao gene

Funcéo Sequéncia
Adaptador Fw (regido V4) GTGCCAGCMGCCGCGGTAA
Adaptador Rv (regido V4) GGACTACHVGGGTWTCTAAT
Pad Fw TATGGTAATT
Pad Rv AGTCAGTCAG
Link Fw (V4) GT

Link Rv (V4) CC

Iniciadores i5 Fw utilizados

SA501 ATCGTACG
SA502 ACTATCTG
SA503 TAGCGAGT
SA504 CTGCGTGT
SA505 TCATCGAG
SA506 CGTGAGTG
SA507 GGATATCT
SA508 GACACCGT
SB501 CTACTATA
SB502 CGTTACTA
SB503 AGAGTCAC
SB504 TACGAGAC
SB505 ACGTCTCG
SB506 TCGACGAG
SB507 GATCGTGT
SB508 GTCAGATA
Iniciadores i7 Rv utilizados

SA701 AACTCTCG
SA702 ACTATGTC
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SA703 AGTAGCGT

SA704 CAGTGAGT
SAT705 CGTACTCA
SAT706 CTACGCAG
SA707 GGAGACTA
SA708 GTCGCTCG
SAT709 GTCGTAGT
SAT10 TAGCAGAC
SAT11 TCATAGAC
SA712 TCGCTATA

A quantificacdo por meio de qPCR foi realizada de acordo com o proposto por
Rinttild et al. (2004) e Barman et al. (2007). Inicialmente, foi feita a extracdo do DNA
total do contetdo do ileo dos camundongos convencionais com o kit “QIAmp DNA
stool Mini” (Qiagen). O DNA total de cada amostra foi quantificado com o “NanoDrop
2000” (ThermoFisher). A extracdo do padrdo de referéncia de uma amostra de L.
rhamnosus D1 e da S. Typhimurium foi realizado com auxilio do kit “Wizard®
Genomic DNA Purification” (Promega Corporation, Madison, WI, EUA) de acordo
com instrugdes do fabricante. Ambas amostras foram ativadas e quantificadas (UFC/ml)
conforme metodologias descritas anteriormente. As amostras de DNA total foram
padronizadas para cinco, sete ou 10ng/pl e as referéncias foram padronizadas em
diluicdes decimais a partir de uma solucéo inicial contendo 10ng. Estas escolhas foram
baseadas nas quantificacfes encontradas nas amostras e na eficiéncia relatada pelos
autores que descreveram o protocolo, no qual, em concentragdes acima de 10ng,
comeca-se a perder a eficiéncia da reacdo. As andlises foram realizadas com o
“GoTaq®gPCR Master Mix” (Promega Corporation), de acordo com as instrucdes do
fabricante, em um “ABI Prism® 7900 HT Sequecing Detection System” (Applied
Biosystems) com os iniciadores descritos na tabela 3. Os resultados foram ajustados de
acordo com o “Cycle threshold” (Ct) encontrado para cada amostra, quantificando o
UFC de acordo com a quantidade (ng) colocado na placa e a sua equivaléncia de acordo
com a curva padrdo. A curva padrdo foi feita a partir do ndmero de copias
correspondentes a cada ng da amostra padrdo e a relagdo desta com o Ct encontrado

para cada diluicdo aplicada na placa.
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Tabela 3. Iniciadores especificos para grupos de interesse do contetdo intestinal de

camundongos convencionais para DNA 16S bacteriano

Grupo Alvo Sequéncia (5°-3°)

Lactobacillus sp. Fw: AGCAGTAGGGAATCTTCCA
RV:CACCGCTACACATGGAG

Salmonella Typhimurium FW.TGTTGTGGTTAATAACCGCA

Rv:GACTACCAGGGTATCTAATCC

4.5. Analises estatisticas

O programa “GraphPad Prism 6.0” (GraphPad Software, San Diego, California,
EUA) foi utilizado para a realizacdo de todas as analises estatisticas:

A maioria dascompara¢des das médias dos tratamentos foi realizada por meio do
teste One-way ANOVA, com pds-teste de Tukey, em nivel de significancia minimo de
5% (0,05).

Outras analises estatisticas foram realizadas com os resultados obtidos e
incluiram: teste Chi-quadrado, para avaliagdo da aceitacdo dos leites fermentados pelas
diferentes amostras de lactobacilos em analise sensorial;teste Gehan-Breslow-Wilcoxon
(Mantel-Cox) para a comparacao das curvas de sobrevida dos animais tratados com leite
fermentado por cada uma das amostras de lactobacilos ou ndo e desafiados com S.
Typhimurium; teste Two-way ANOVA, com pds-teste de Tukey, para avaliacdo dos
testes de antagonismo in vitro e também do desenvolvimento ponderal ao primeiro e
sétimo dia pos-desafio dos grupos citados; teste exato de Fisher para comparacgdo entre a
frequéncia de infiltrados inflamatorios nos figados dos diversos grupos experimentais
de camundongos convencionais e isentos de germes; teste One-way ANOVA, com pds-
teste de Sidak, para comparagdo das citocinas dos grupos convencionais somente com
seus semelhantes isentos de germes para todas as citocinas testadas e mensuradas; e
teste Metastats para comparacao da abundancia dos OTUs na avaliacdo do microbioma

do ileo dos camundongos dos diferentes grupos experimentais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desenvolvimento de um produto funcional

5.1.1. Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos do leite

fermentado durante seu armazenamento

Antes do preparo dos leites fermentados, os lotes de leite em po utilizados foram
avaliados quanto aos seus parametros fisico-quimicos e microbiolégicos e ndo
apresentaram, em nenhuma das analises, resultados fora do recomendado e imposto pela
legislacdo vigente (Brasil, 1996). Situacdo semelhante foi observada para os leites
fermentados produzidos, que mantiveram-se dentro do padrdo ideal de qualidade de
acordo com a legislacao vigente (Brasil, 2007) (dados ndo mostrados).

A curva de crescimento dos micro-organismos em leite estéril adicionado de
10% de sacarose mostrou que, ao final de 12horas, todos atingiram valores superiores
(exceto pela amostra D1, que atingiu valor proximo, porém n&o superior) a 108 UFC/ml
(como pode ser visto na figura 1) o que é desejavel para um produto com apelo
funcional, segundo a legislagéo vigente (mencionada acima) e artigos de referéncia (Hill

et al., 2014) sobre micro-organismos probioticos.
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Figura 1. Contagem média de micro-organismos em leite estéril com 10% de
sacarose incubados a 37°C.B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP:
L. paracasei (controle positivo) (n=3).

A contagem de lactobacilos vidveis durante o armazenamento sob
refrigeracdo (4 a 7°C) também foi avaliada para verificar a capacidade dos micro-
organismos testados em se manter viaveis ao longo de 15 dias. A figura 2 mostra como
os lactobacilos, em sua totalidade, mantiveram-se viaveis e em concentracdes adequadas

durante todo o periodo experimental.
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Figura 2. Contagem média de micro-organismos em leite estéril com 10% de
sacarose, ap6s fermentacdo por 12 horas, ao longo do seu armazenamento sob
refrigeracdo (4 a 7°°). B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L.

paracasei (controle positivo) (n=3).

A acidez titulavel também foi mensurada ao longo do armazenamento, a fim de
se avaliar a pos-acidificacdo causada pelos lactobacilos isolados de queijo Minas
artesanal e também do controle positivo (L. paracasei) em matriz lactea. Os resultados
podem ser observados na figura 3.
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Figura 3. Acidez titulavel média dos leites fermentados por 12horas por
lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal em leite estéril com 10% de
sacarose ao longo do seu armazenamento sob refrigeracéo (4 a 7°C).B4 e D1: L.

rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo) (n=3).
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Os resultados fisico-quimicos e microbioldgicos da avaliagdo do leite
fermentado mostram que, conforme esperado, 0S micro-organismos se comportaram
adequadamente em uma matriz lactea, visto que foram isolados de queijo Minas
artesanal.

Os ensaios microbiolégicos mostraram que os lactobacilos se mantiveram em
concentragfes adequadas e desejaveis para sua utilizagdo como probidticos em
alimentos funcionais de matriz lactea. Um painel de especialistas em probioticos reuniu-
se em 2013 para atualizar as defini¢cGes acerca do tema e estabeleceu que a dose diaria
de 10° UFC de micro-organismos viaveis é a recomendada para um produto com
alegacdes funcionais (Hill et al., 2014). Os leites fermentados sdo geralmente
comercializados em doses de 100 ml, o que conferiria, no caso de um hipotético produto
com nossos lactobacilos, uma dose de 10°-10*° UFC por dia, em concordéancia com o
proposto pelo painel de especialistas supracitado.

Os ensaios fisico-quimicos mostram uma pdés-acidificacdo elevada, mas ainda
dentro de margens aceitaveis e acompanhando o controle positivo utilizado, um
lactobacilo conhecidamente probidtico isolado de um leite fermentado funcional. Essa
pos-acidificacdo pode ser justificada pela manutencdo da viabilidade (em contagens
acima de 10® UFC/ml) das amostras, em leite fermentado, sob armazenamento
refrigerado (figura 2). O trabalho de Mendes et al. (2014) mostrou uma poés-
acidificacdo por lactobacilos em uma matriz lactea (sob refrigeracdo, durante 15 dias)
com valores de acidez titulavel proximos de 0,7g por 100g de produto. Ja o trabalho de
Gueimonde et al. (2004) avaliou a acidez titulavel de leites fermentados comerciais
contendo L. casei ou L. johnsonii e encontrou valores entre 0,79 e 1,15g por 100g de
produto.Dessa forma, pode-se inferir que a maioria das amostras apresentou-se em uma
faixa de pds-acidificacdo proxima ao que é encontrado na literatura, além do fato de que
estdo dentro da faixa pré-determinada pela legislacdo vigente (Brasil, 2007), que
preconiza que os leites fermentados apresentemde 0,6 e 2,0g de &cido lactico por 100 g

de produto.
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5.1.2. Analise sensorial dos leites fermentados

Os resultados da primeira analise sensorial realizada com leites fermentados
armazenados durante 15 dias sob refrigeracdo (4 a 7°C) podem ser observados na figura
4,
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Figura 4. Pontuacdo média obtida em escala heddnica (1-5) avaliando o sabor (A) e
grau de aceitacdo (B) de leites fermentados (12horas) e armazenados sob
refrigeracdo por 15 dias. B4: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L.

paracasei (controle positivo). *** (p<0,001). Teste: Chi-quadrado (n=114).

Os resultados observados na andlise sensorial com 15 dias de armazenamento
mostraram uma similaridade (p>0,05) entre as amostras no que diz respeito a avaliacao
de sabor dos produtos apresentados a 114 provadores leigos. As amostras de
Lactobacillus spp. isoladas de queijo Minas artesanal, nas condi¢des experimentais do
presente trabalho, equipararam-se ao controle positivo, um lactobacilo isolado de um
leite fermentado funcional, em avaliacdo por escala hedénica de cinco pontos. Ja na
aceitacdo do produto, a amostra de leite fermentado pelo L. plantarum (B7), teve sua
aceitacdo estatisticamente inferior (p<0,001) a de todas as outras amostras de leite
fermentado, que apresentaram aceitacdo estatisticamente semelhante entre si (p>0,05).

De acordo com Ott et al. (2000), a acidez tem uma forte influéncia sobre a
percepcdo do sabor em leites fermentados, sendo pouco influente sobre compostos
aromaticos, mas muito influente em sabores importantes que caracterizam o leite
fermentado como citrico, amargo e até mesmo doce.Esses mesmos autores afirmam que
uma diferenca de 0,4 no valor de pH dos leites fermentados é capaz de influenciar a

percepcdo da maioria dos sabores presentes nos leites fermentados, como aqueles
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citados anteriormente, assim como outros sabores: de leite,de queijo, amanteigado e
rangoso. Na figura 5, pode-se observar que as amostras de leites fermentados pelos
lactobacilos de amostras B4 e B5 isoladas de queijo Minas artesanal, assim como a
amostra controle positivo LP, apresentaram valores estatisticamente superiores
(p<0,001) de pH quando comparadas a amostra B7 de L. plantarum. Esta diferenca
entre o pH das amostras provavelmenteinfluenciouna diferente aceitagao entre os leites

fermentados mencionadas no paragrafo anterior.

**k%

B7 LP

Figura 5. pH médio de leites fermentados por Lactobacillus spp. durante 12 horas e
armazenados sob refrigeracdo aos 15 dias. B4: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L.
plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo).*(p<0,05), *** (p<0,001). Teste: One-

way anova, pés-teste de Tukey (n=4).

A partir dos resultados encontrados, uma nova analise sensorial foi conduzida
alterando-se os tempos de fermentacdo da amostra B7 em matriz lactea, uma vez que
sua acidificacdo se da de forma mais intensa que de outras amostras, assim como sua
pos-acidificacdo. Outra amostra, L. rhamnosus (D1), também foi testada nessa analise

sensorial. Os resultados podem ser observados na figura 6.
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Figura 6. Pontuacdo média obtida em escala heddnica (1-5) avaliando o sabor (A) e
grau de aceitagdo (B) de leites fermentados e armazenados sob refrigeragéo por 15
dias. B4 e DI1. L. rhamnosus (fermentacdo de 12horas), B7.1: L.
plantarum(fermentacdo de 6horas), B7.2: L. plantarum (fermentacdo de

12horas).**(p<0,01). Teste: One-way anova, pos-teste de Tukey (n=38).

A alteracdo nos tempos de fermentacdo da amostra B7 mudou a sua nota média
em sabor fornecida por provadores leigos, enquanto a nota média do leite fermentado
por esta amostra de L. plantarumcom tempo de fermentacédo igual ao tempo das demais
amostras manteve-seinferior (p<0,001). Curiosamente, o pH entre as amostras ndo foi
diferente (dados ndo mostrados), o que leva a crer que outros compostos produzidos
pela amostra B7, visto que a amostra é de uma espécie de lactobacilo
heterofermentadora, devem ser 0s provaveis responsaveis por essas notas inferiores na
analise sensorial. A ficha de analise sensorial utilizada dispunha de um espaco de
preenchimento opcional para possiveis observacfes sobre cada amostra. A amostra B7.2
apresentou a critica de ser muito “azeda” e/ou “4cida” relacionado a baixas notas dadas
pelos provadores. Isso se deu, provavelmente, pelas maiores proporcoes de acetato na
amostra, provenientes da metabolizagdo do piruvato pela degradacgéo da lactose (Leroy e
De Vuyst, 2004). Ainda referente a essa analise sensorial, ndo houve diferenca (p>0,05)
entre a aceitagdo das amostras analisadas, apesar de uma visivel inferioridade numérica
na aceitacdo da amostra B7.2. Possivelmente, um nimero maior de provadores (ou um
painel sensorial formado por provadores treinados) mostraria uma diferenca estatistica
referente a essa aceitacdo. Analises avaliando o perfil de componentes aromaticos
produzidos na fermentacdo do leite pelas amostras mencionadas poderia enriquecer a
discussdo dos resultados quanto ao porque da melhor ou pior aceitagdo por provadores

leigos a cada uma das amostras.
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5.1.3. Liofiliza¢do dos micro-organismos em matriz lactea

Além do desenvolvimento de um leite fermentado funcional, os micro-
organismos potencialmente probidticos isolados de queijo Minas artesanal (e controle
positivo) também foram testadosquanto a sua resisténcia a outras formas de
armazenamento e utilizacdo tecnoldgicana qual esse tipo de micro-organismo €
normalmente veiculado: a liofilizagdo. A liofilizacdo é normalmente uma opcéo
considerada para a manutencdo de micro-organismos em formulagdes farmacéuticas,
como pilulase sachés, de produtos com apelo funcional que tenham o propdsito de

veicular micro-organismaos Vivos.
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Figura 7. Contagens médias de lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal
apods liofilizacdo com o criopreservador leite desnatado e armazenados sob
refrigeracéo (4 a 7°°). B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L.
paracasei (controle positivo) (n=2).

A liofilizacdo, no presente trabalho, foi testada exclusivamente com o
crioprotetor leite desnatado (“skim milk™), devido a melhor adaptagdo dos nossos
lactobacilos a uma matriz lactea e pelo fato de ser um crioprotetor comumente usado
nesta técnica, sendo também conhecidamente eficaz. Os resultados da viabilidade dos
lactobacilos apds liofilizacdo e armazenamento sob refrigeracdo (4 a 7°C) podem ser

observados na figura 7.
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A amostra B5 de L. casei apresentou o pior desempenho ao longo do
armazenamento; sendo inferior (p<0,01) as demais amostras apds trés meses de
armazenamento; enquanto a amostra B7 de L. plantarum apresentou o melhor
desempenho, mantendo-se ao longo de todo o periodo de armazenamento sob
refrigeracdo, contagens superiores (p<0,01) as demais amostras. As diferencas
estatisticas mencionadas foram observadas de acordo com o teste Two-way ANOVA
com poés-teste de Tukey. A amostra controle positivo mostrou que nem todas as
amostras utilizadas comercialmente para elaboracdo de leites fermentados também
apresentam tolerancia tecnologica adequada quando submetidas a processamentos como
a liofilizacdo, visto que o seu desempenho foi semelhante (p>0,05) ao resultado da pior
amostra, a B5. As amostras B4 e D1 de L. rhamnosus apresentaram desempenho
intermediario, mas ainda favoravel, visto que mantiveram contagens superiores a 108
UFC/ml ap0s liofilizacdo e trés meses de armazenamento refrigerado.

O trabalho de Zérate e Nader-Macias (2006) observou, assim como no presente
trabalho, uma variacdo da viabalidade entre as amostras testadas, sendo a sua melhor
amostra um L. acidophilus, que também manteve-se com contagem de 108 UFC/ml de
micro-organismos viaveis apés liofilizacdo e trés meses de armazenamento sob
refrigeragdo, e uma de suas piores amostras, assim como no presente estudo, uma
amostra da espécieL. paracasei. J& Otero et al. (2007), avaliando a viabilidade de uma
amostra de L. gasseri potencialmente probidtica sob condi¢Ges semelhantes ao presente
trabalho, observaram quedas de 1-2 logs apds trés meses de armazenamento pés-
liofilizagdo, ainda que mantendo niveis adequados de lactobacilos vidveis (acima de
108UFC/ml). A literatura cientifica reforca, entdo, que dentro das condicdes
experimentais deste estudo, algumas amostras de lactobacilos isolados de queijo Minas
artesanal apresentam viabilidade adequada apds liofilizacdo e armazenamento sob
refrigeracdo, sendo este processo fisico uma possibilidade de conservacdo destas
amostras, de forma viavel, em formulagdes farmacéuticas com apelo funcional, como
pilulas e sachés, por exemplo.

5.2. Acdo probiodtica de lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal frente a

infec¢éo porS. Typhimurium

5.2.1. Antagonismo in vitrocontra S. Typhimurium
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Os resultados do teste de co-cultivo de lactobacilos com S. Typhimurium podem

ser observados na tabela 4.

Tabela 4. Contagens médias de S. Typhimurium em &agar MacConkey (logio

UFC/ml) em cultura pura ou em co-cultivo (18horas) com cada lactobacilo em

caldos BHI ou MRS (n=3)

Micro-organismo Meio c'ie pH Log UFC/mI
co-cultivo

L. rhamnosus B4 MRS 3,80+0,05? <4,00?
BHI 6,48+0,35° 8,61+0,01°

L. casei B5 MRS 3,76+0,022 <4,00?
BHI 6,56+0,27¢ 8,63+0,02°

L. plantarum B7 MRS 3,79+0,09? <4,00?
BHI 6,56+0,24° 8,54+0,03"

L. rhamnosus D1 MRS 3,80+0,072 <4,00?
BHI 6,46+0,31° 8,56+0,06"

L. paracasei LP (C+) MRS 3,82+0,072 <4,002
BHI 6,47+0,33¢ 8,61+0,02°

S. Typhimurium (C-) MRS 5,77+0,33° 8,69+0,02°
BHI 6,56+0,24° 8,51+0,35"

Legenda: C+: controle positivo, C-:

controle negativo.

Letras distintas representam valores

estatisticamente diferentes (p<0,01) em uma mesma coluna. Two-way ANOVA com pdés-teste de Tukey.

Conforme pode ser observado na tabela 4, os lactobacilos, quando em meio com
maior capacidade de acidificacdo (MRS), produzem substancias (possivelmenteacidos
organicos) com habilidade de antagonizar S. Typhimurium, visto que, quando em meio
com menor capacidade de acidificacdo (BHI), os lactobacilos ndo foram capazes de
inibir o crescimento do patégeno. Em experimento semelhante de Hutt et al. (2006),
diversas amostras de lactobacilos conhecidamente probioticas apresentaram, de acordo
com uma escala elaborada pelos préprios autores, atividade antagonista média no teste
de co-cultivo (representada por uma reducdo na contagem media de salmonela em até
5,9 ciclos log). Todas as amostras testadas no presente trabalho apresentaram atividade
antagonista significativa no teste de co-cultivo, quando em meio MRS, por reduzirem

em até 5,0 ciclos log a contagem de S. Typhimurium.
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Os resultados do teste de antagonismo por sobrenadante de lactobacilos contrasS.

Typhimurium podem ser observados na tabela 5.

Tabela 5. Contagens médias (logio UFC/ml) em agar MacConkey de S.

Typhimurium apos cultivo (18horas) em sobrenadantes de meio MRS e BHI (n=3)

Micro-organismo Meto do pH Log UFC/mI
Sobrenadante

L. rhamnosus B4 MRS 4,08+0,112 <4,00?
BHI 6,31+0,37" 8,66+0,04°

L. casei B5 MRS 4,00+0,13? <4,00?
BHI 5,89+0,13" 8,67+0,01°

L. plantarum B7 MRS 4,04+0,162 <4,00?
BHI 6,25+0,67" 8,62+0,03°

L. rhamnosus D1 MRS 3,96+0,012 <4,00?
BHI 6,35+0,28" 8,65+0,04°

L. paracasei LP (C+) MRS 4,04+0,12% <4,002
BHI 5,92+0,27" 7,88+0,02°

S. Typhimurium (C-) MRS 5,77+0,33" 8,69+0,02°
BHI 6,56+0,24° 8,51+0,35°

Legenda: C+: controle positivo, C-:

controle negativo.

Letras distintas representam valores

estatisticamente diferentes (p<0,01) em uma mesma coluna. Two-way ANOVA com pdés-teste de Tukey.

Os resultados do teste de antagonismo por sobrenadante de lactobacilos isolados
de queijo Minas artesanal (e controle positivo) frente a S. Typhimurium evidenciam o
efeito antagbnico direto dos acidos organicos produzidos (como o &cido latico) pelas
bactérias acido laticas contra o enteropatdgeno em questdo. Em trabalho semelhante,
Hitt et al. (2006) observaram correlagdo positiva entre o antagonismo a
enteropatdgenos e a producdo de acido latico, assim como correlacdo negativa entre o
valor de pH do sobrenadante com a atividade antagonista, confirmando os resultados
aqui observados e demonstrados. Fayol-Messaoudi et al. (2005), avaliaram a agéo
isolada de acido latico contra S. Typhimurium assim como a acdo de sobrenadantes de
lactobacilos probidticos comercialmente conhecidos em meio MRS. Semelhantemente
aopresente estudo, o pH médio desses sobrenadantes foi proximo de 4,0 e o decréscimo

em log na contagem de salmonela foi de aproximadamente 5,0 ciclos. Esses
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pesquisadores ainda mostraram que, na temperatura de incubacdo a 37°C, esse efeito
antagdnico é otimizado, sendo essa a temperatura de incubagéo escolhida para as nossas
culturas. Além disso, os pesquisadores observaram que em meios com pH acima de 6,0,
que foi o pH médio dos sobrenadantes em BHI no presente estudo, ndo havia reducgéo

significativa nas contagens de S. Typhimurium.

5.2.2. Experimentacéo in vivo

5.2.2.1. Capacidade de monoassociacdo e antagonismo exvivode lactobacilos
isolados de queijo Minas artesanal contra S. Typhimuriumem animais isentos de

germes

Todos os lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal colonizaram o0s
camundongos apds cinco dias de indculo Unico intragastrico (por gavagem). Os
resultados das contagens nas fezes de animais isentos de germes monoassociados estdo

apresentados na figura 8.
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Figura 8. Contagem média da populacéo fecal dos lactobacilos (logio UFC/g de
fezes) em animais monoassociados. B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L.

plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo) (n=3).

Os resultados da avaliagdo da capacidade da monoassociagdo mostram uma
excelente habilidade de colonizar animais isentos de germes pelos lactobacilos isolados
de queijo Minas artesanal. Isso se confirma pelo fato de que no quinto dia os
lactobacilos utilizados atingiram niveis satisfatorios de colonizacdo, alcancando
populacdes acima de 108 UFC/g de contetido, o que indica que esses micro-organismos
estio em uma condicdo de populagdo dominante no ambiente intestinal dos
camundongos avaliados. Resultados semelhantes foram observados por Neumann et al.
(1998) ao associarem camundongos isentos de germe com L. acidophilus
potencialmente probidtico e observarem, apds sete dias de associacdo, niveis
populacionais de lactobacilos acima de 108 UFC/g de fezes, confirmando a colonizagio
pelo lactobacilo em questdo.No presente trabalho, como no trabalho citado, os animais
monoassociados eram perfeitamente saudaveis, ndo apresentando sinais clinicos de uma
possivel patogenicidade causada pelos lactobacilos.

As fezes dos animais monoassociadas foram entdo coletadas para o teste de

antagonismo ex-vivo. Os resultados podem ser vistos na figura 9.
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Figura 9. Halo médio de inibicdo (mm) do antagonismo ex vivo frente a S.
Typhimurium das fezes de animais monoassociados com lactobacilos isolados de
queijo Minas artesanal. B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L.
paracasei (controle positivo) (n=3).

Os resultados de antagonismo ex vivoconfirmam que todos os lactobacilos
testados mantém a sua acdo antagbnica mesmo apds a passagem pelo trato
gastrointestinal dos animais, indicando que elesprovavelmente serdo capazes de exercer
esse antagonismo, em menor escala (devido a competicdo com a microbiota intestinal),
em animais convencionais. Alvim et al. (2016) também observaram halos de inibicéo de
uma amostra deWeisella paramesenteroides probidtica contra S. Typhimurium em teste
de antagonismo ex-vivo com animais isentos de germes monoassociados. Da mesma
forma, Vasconcelos et al. (2003) observaram halos de inibicdo em experimento
semelhante; porém, avaliando o efeito de resisténcia a colonizacdo exercido por uma

amostra de L. murinus.
5.2.2.2. Curva de sobrevida, taxa de mortalidadee desenvolvimento ponderal de
animais convencionais tratados com lactobacilos ou ndo e desafiados com S.

Typhimurium

As curvas de sobrevida dos animaistratados ou ndao com lactobacilos e

desafiados com S. Typhimurium podem ser observadas na figura 10.
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Figura 10. Sobrevivéncia (%) de camundongos machos BALB/ctratados ou ndo
durante sete dias com leites fermentados por lactobacilos isolados de queijo Minas
artesanal e desafiados com S. Typhimurium (inéculo intragastricodnico de
10°UFC). B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei

controle positivo), ST: grupo somente desafiado com S. Typhimurium. *(p<0,05),
( I itivo), ST desafiad S. Typhimuri *(p<0,05)
**(p<0,01). Teste Gehan-Breslow-Wilcoxon (Mantel-Cox) (n=12).

Os resultados das curvas desobrevida apresentados na figura 10 demonstram que
o efeito protetor das amostras de lactobacilos veiculadas diariamente pela via
intragéstrica por meio de leite fermentado é bem diversificado. As amostras B7 e D1

apresentaram um moderado e significativo aumento na sobrevida dos animais quando
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comparado ao grupo somente desafiado com S. Typhimurium. Ja os grupos tratados
pelos leites fermentados das amostras B4 e B5 apresentaram o pior desempenho,
especialmente se comparados com o grupo tratado com o controle positivo LP, que
apresentou uma maior sobrevida, quando comparada ao grupo somente tratado com o
patdgeno, estatisticamente mais significativa que a de todos 0s outros grupos
experimentais. Castillo et al. (2012) observaram taxas de mortalidade aos sete dias e dez
dias poés-infeccdo com S. Typhimurium variando de 0 a 20% e 7 a 80%,
respectivamente, em modelo experimental semelhante ao presente estudo. Nossas
melhores amostras apresentaram taxas de mortalidade também satisfatorias,
principalmente aos sete dias pos-desafio com S. Typhimurium. Essa afirmativa é
baseada no critério utilizado pelo trabalho mencionado, que considera uma amostra com
efeito protetor quando ela reduz em 50% a mortalidade comparada ao grupo somente
infectado. Baseado nisso, as amostras B7, D1 e LP apresentaram efeito protetor, como
pode ser visto na tabela 6. Uma vez que o presente trabalho apresentou taxa de
mortalidade de 67% nos animais somente tratados com o patégeno enquanto o grupo de
estudos argentino observou apenas 27% de mortalidade no mesmo periodo, pode-se
inferir que, por se tratar de um patégeno mais agressivo no nosso estudo, os resultados
entre os dois grupos de estudo sdo proximos. Aos dez dias pds-infeccdo, ambos 0s
trabalhos apresentaram 73% de mortalidade para o grupo controle, e nesse quesito,

somente nosso controle positivo apresentou resultados satisfatorios.
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Tabela 6. Taxa de mortalidade aos sete e dez dias pos-desafio com S. Typhimurium
em camundongos BALB/c tratados ou ndo com leite fermentado por lactobacilos
isolados de queijo Minas artesanal (n=12).

Mortalidade (%)

Grupo Experimental

7 dias pos desafio 10 dias pos desafio
ST 67 73
B4 36 73
B5 50 75
B7 17* 58
D1 10* 73
LP 17* 33*

Legenda: B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo),
ST: grupo somente desafiado com S. Typhimurium. *Reducéo em 50% da mortalidade comparada ao

grupo ST (de acordo com Castillo et al., 2012).

A variacdo de peso dos grupos experimentais aos sete dias pds-infeccdo (10°
UFC por via intragastrica) com S. Typhimurium podem ser observadas na tabela 7.

Tabela 7. Desenvolvimento ponderal pela avaliacdo da variacdo do peso apdés sete
dias apds desafio com S. Typhimurium em animais BALBc tratados ou ndo com
leite fermentado por lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal (n=6).

Grupo Experimental Peso (©)
Dia 1 p6s-infeccédo Dia 7 p6s-infecgéo
ST 21,35+1,15 19,75+2,12¢
B4 20,52+1,31 19,88+1,64°
B5 29,84+1,46 24,82+1,95°
B7 21,56+1,31 21,55+1,55"
D1 17,84+0,86 20,40+0,762
LP 20,63+0,73 20,95+0,67°

Legenda: B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo),
ST: grupo somente desafiado com S. Typhimurium. Letras distintas representam valores estatisticamente
diferentes (p<0,05) relativos a variagdo percentual nos pesos dos grupos pelo teste de Two-way ANOVA

com poés-teste de Tukey.
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A avaliacdo da variacdo de peso apds sete dias pos-desafio com S. Tyhpimurium
enfatizou a superioridade do tratamento com o leite fermentado pela amostra B7 de L.
plantarum e especialmente pela amostra D1 de L. rhamnosus, uma vez que
apresentaram resultados superiores (p<0,05) aos das demais amostras de lactobacilos e
semelhantes ao do controle positivo. A amostra D1 apresentou-se superior (p<0,05)
inclusive ao controle positivo (LP: Lactobacillus paracasei, um micro-organismo

comercialmente disponivel e com seu potencial probiético consolidado).

5.2.2.3. Avaliacdo do efeito protetor dos lactobacilos isolados de queijo Minas
artesanal contra a translocacdo para baco e figado em animaisconvencionais e

isentos de germes desafiados com S. Typhimurium

As contagens de S. Typhimurium em meio seletivo e diferencial, agar
MacConkey, aos cinco dias pos-desafio, no figado e baco de animais monoassociados
ou ndao com leite fermentado por lactobacilos potencialmente probidticos podem ser
avaliados na figura 11.
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Figura 11. Translocacéo (logio UFC/g) cinco dias apos o desafio para o baco (A) e
figado (B) de camundongos monoassociados com lactobacilos e desafiados cinco
dias depois com S. Typhimurium (inéculo de 10° UFC). B4 e D1: L. rhamnosus, B5:
L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo), ST: grupo somente

desafiado com S. Typhimurium(n=3).

Os resultados da translocacdo para baco e figado de animais isentos de germes
monoassociados com os leites fermentados pelos lactobacilos e desafiados cinco dias
depois com S. Typhimurium mostraram que n&o houve diferenga (p>0,05) na

translocacédo para os 6rgaos mencionados quando comparados ao controle negativo, que
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somente recebeu o inoculo de S. Typhimurium, apesar de os grupos colonizados com as
amostras D1 e LP apresentarem valores numericamente inferiores aos demais grupos ou
valores proximos daqueles verificados no controle negativo. O fato de as amostras B4 e
B5 ndo apresentarem evidéncias de um efeito protetor na avaliacdo da curva de
sobrevida e também no desenvolvimento ponderal (especialmente a B5), fez com que
ambas fossem retiradas dos experimentos subsequentes, visto que seus valores
numericos para a translocagcdo (observados na figura 11), reforcam a auséncia de um
efeito protetor no modelo estudado no presente trabalho.Martins et al. (2007) também
avaliaram a translocacdo em animais isentos de germes monoassociados com uma
levedura potencialmente probidtica ap6s trés e cinco dias de infeccdo com S.
Typhimurium (em dose menor que a utilizada no presente estudo). Os autores
observaram um discreto efeito protetor da sua amostra probiotica contra a translocacéo
de S. Typhimurium aos 3 dias pds-desafio e um importante efeito protetor aos cinco dias
pos-desafio. Dessa forma, decidiu-se fazer a avaliagdo da translocacdo nos dias quatro e
seis ap6s o desafio com o patégeno (devido ao nosso maior indculo de S.
Typhimurium), para observar possiveis variacbes na relacdo dos lactobacilos
potencialmente probioticos com a salmonela. Os resultados desse experimento podem

ser observados na figura 12.

57



>
W

g TE;

3 8

3 T 4]

= s 4

£ £

(7] ()

o D 24

[&] O

L [

2 2

o o

S ; . & o ; ;
LP ST B7 D1 LP ST

C
& 61
G
5 *
o —e
3 4-
s
£
2
> 24
d
2 % Fk
)
= B7 D1 LP ST

Figura 12. Translocacdo (logio UFC/g) para o baco (A — 4 dias pds desafio, B — 6
dias pos desafio) e figado (C — 6 dias p06s desafio) de camundongos monoassociados
com lactobacilos e desafiados cinco dias depois com S. Typhimurium (inéculo de
10° UFC).B7: L. plantarum, D1: L. rhamnosus, LP: L. paracasei (controle positivo),
ST: grupo somente desafiado com S. Typhimurium. *(p<0,05) **(P<0,01). Teste One-
way ANOVA (pos-teste de Tukey) (n=3).

A translocacdo para o baco ndo apresentou variacdo em todos 0s tempos
experimentais (quatro, cinco e seis dias apds desafio com S. Typhimuirum), revelando
que, ou esta ndo é uma andlise adequada para avaliar o efeito protetor de lactobacilos no
modelo experimental, ou que nossas amostras nao apresentam efeito protetor para a
translocacéo a esse 6rgdo. Ja para o figado, as amostras de lactobacilos testadas foram
superioresem reduzir a translocacgéo (p<0,05), quando comparadas ao controle negativo,
aos seis dias apos a infeccdo, mostrando que o efeito protetor nesse 6rgdo ocorre mais
tardiamente que o avaliado na literatura, uma vez que aos quatro dias pés-desafio, ndo
foram detectadas contagens minimas de salmonela em todos 0s grupos experimentais,

inclusive o controle negativo.
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Os animais convencionais receberam uma dose do patdégeno um pouco maior
que os animais isentos de germes e os tempos avaliados de translocacdo pods-desafio
foram cinco e sete dias, pois o controle negativo, somente tratado com S. Typhimurium,
apresentou mais de 50% de mortalidade aos sete dias pds-infeccdo (conforme pode ser
visto na tabela 6). Os resultados da translocacdo para baco e figado podem ser

observados na figura 13.
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Figura 13. Translocacéo (logio UFC/g) para o baco (A,C) e figado (B,D), cinco e
sete dias pds desafio com S. Typhimurium (indculo de 10 UFC), respectivamente,
de camundongos tratados com leite fermentado por lactobacilos isolados de queijo
Minas artesanal.B7: L. plantarum, D1: L. rhamnosus, LP: L. paracasei (controle
positivo), ST: grupo somente desafiado com S. Typhimurium. *(p<0,05) **(P<0,01).
Teste One-way ANOVA (pos-teste de Tukey) (n=3).

A translocacdo para bago e figado, cinco dias apds o desafio com S.
Typhimurium, em animais convencionais tratados ou ndo com o leite fermentado com
lactobacilos potencialmente probidticos foi estatisticamente igual para todos 0s grupos:
experimentais, controle positivo (LP) e controle negativo (ST). J& aos sete dias, data na
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qual morreram mais da metade dos individuos do controle negativo no experimento de
curva de sobrevida, observamos uma reducdoestatisticamente significativa nas
contagens do patdgeno em ambos 0s 6rgaos nos grupos experimentais B7 e D1, quando
comparados ao controle negativo. Curiosamente, o controle positivo apresentou-se
estatisticamente semelhante ao controle negativo nos resultados de translocacdo para
baco e figado, apesar de seu resultado diferenciado no experimento de curva de
sobrevida. Dessa forma, comparado com a literatura, nossas amostras B7 e D1 de
lactobacilos apresentam um grau satisfatorio de protecdo frente a translocacdo para
orgdos-alvo, baco e figado, em uma infec¢do por S. Typhimurium em camundongos

machos convencionais BALB/c.

5.2.2.4. Histopatologia qualitativa e quantitativa do figado e intestino de
animaisconvencionais e isentos de germestratados ou ndo com leite fermentado por
lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal (ou controle positivo) e desafiados

com S. Typhimurium

Cortes histologicos do ileo de camundongos tratados ou ndo com leite
fermentado por cada um dos lactobacilos (experimental, B7, ou controle positivo, LP) e

desafiados ou ndo com S. Typhimurium podem ser observados na figura 14.
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Figura 14. Fotomicrografiasde cortes histolégicos do ileo de camundongos machos

BALB/c tratados previamente (ou ndo) durante sete dias com leite fermentado
pelas amostras B7 de L. plantarum ou LP de L. paracasei (controle positivo) e
desafiados posteriormente (ou ndo) ao longo de cinco dias de infeccdo por S.
Typhimurium. (A) CTL: grupo sem tratamento; (B) ST: grupo somente desafiado com
S. Typhimurium (controle negativo); (C) B7: grupo somente tratado com leite
fermentado pela amostra B7; (D) B7S: grupo B7 mais desafio com S. Typhimurium; (E)
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LP: grupo somente tratado com leite fermentado pela amostra LP (controle positivo);

(F) LPS: grupo LP mais desafio com S. Typhimurium. X10, H&E.

As fotomicrografias evidenciam o efeito protetor das duas amostras de
lactobacilos testadas, pois revelaram uma manutencdo da integridade das vilosidades
(evidenciada principalmente pela altura e estrutura destas) semelhante ou até superior
(de forma qualitativa) ao grupo sem tratamento e ao controle negativo. Este grupo,
somente desafiado com a salmonela, apresenta um ileo que tem, em diversos pontos, a
perda da integridade das vilosidades assim como uma reducéo da altura das vilosidades
(onde estas ainda ndo sofreram danos consideraveis pela infeccdo por S. Typhimurium).
A andlise qualitativa aqui descrita pode ser confirmada pela andlise quantitativa
apresentada na figura a seguir, na qual a altura média das vilosidades de cada um dos

grupos analisados foi comparada.
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Figura 15. Altura média (mm) das vilosidades do ileo de camundongos machos
BALB/c tratados previamente (ou ndo) durante sete dias com leite fermentado
pelas amostras B7 de L. plantarum(A) ou LP de L. paracasei (controle positivo) (B)
e desafiados posteriormente (ou ndo) com cinco dias de infeccdo por S.
Typhimurium. CTL: grupo sem tratamento; ST: grupo somente desafiado com S.
Typhimurium (controle negativo); B7: grupo somente tratado com leite fermentado pela
amostra B7; B7S: grupo B7 mais desafio com S. Typhimurium; LP: grupo somente
tratado com leite fermentado pela amostra LP (controle positivo); LPS: grupo LP mais

desafio com S. Typhimurium. ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pds-teste de
Tukey) (n=3).

A superioridade (p<0,001) demonstrada pelos grupos somente tratados com o0s

leites fermentados pelos lactobacilos ou também desafiados ap6s esse tratamento,
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quando comparada com o controle negativo, ou seja, 0 grupo somente desafiado com o
patégeno, reforca o efeito protetor das amostras testadas. A Unica diferenca observada
entre 0s grupos é que a amostra B7 foi superior (p<0,001) inclusive ao grupo CTL(sem
tratamento), enquanto isso ndo ocorreu para a amostra LP, que & nosso controle
positivo. Este fato reforca ainda mais o potencial probiotico da amostra de L. plantarum
isolada de queijo Minas artesanal.Estudos envolvendo agressdo por quimioterapicos
(mucosite causada por 5-fluoracil) as vilosidades intestinais também avaliaram o efeito
protetor de micro-organismos probiéticos frente a diminuicdo da lesdo nos grupos
tratados com um lactobacilo probiotico (Yeung et al., 2015) ou uma conhecida levedura
probidtica (Justino et al., 2014), confirmando, em modelo similar (porém ndo igual, por
ser bem mais agressivo que o modelo aqui estudado), que micro-organismos probidticos
podem abrandar as lesdes intestinais. Nosso grupo de pesquisa também ja observou
resultados semelhantes com outros micro-organismos potencialmente probioticos, como
no trabalho de Tiago et al. (2015), no qual Saccharomyces cerevisiae UFMG A-905
conferiu efeito protetor em modelo murino de inflamagdo intestinal. No presente
trabalho, observamos resultadossimilares em um modelo infeccioso e inflamatorio de
salmonelose.

Infelizmente, a amostra D1 ndo pode ser avaliada no modelo de tratamento com
leite fermentado e posterior desafio com salmonela em animais convencionais, porque,
como foi mencionado na secdo“Material e métodos”, um animal que tem seu material
intestinal (do ileo) coletado para as analises de microbiota ndo pode ser utilizada para as
analises histoldgicas.

Em seguida, foram analisados cortes histologicos do ileo de camundongos
isentos de germesmonoassociados ou ndo com leite fermentado por cada um dos
lactobacilos (experimentais, B7 e D1, ou controle positivo, LP) e desafiados ou ndo com
S. Typhimurium, a fim de se observar o efeito direto dos lactobacilos sobre o epitélio
intestinal, assim como a protecdo a infeccdo pelo patogeno sem a interferéncia da

microbiota. Os resultados podem ser vistos na figura 16.
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Figura 16. Fotomicrografias de cortes histolégicos do ileo de camundongos de
animais isentos de germes Swiss NIH monoassociados durante cinco dias com leite
fermentado pelas amostras B7 de L. plantarum, D1 de L. rhamnosus e LP de L.
paracasei (controle positivo) e desafiados posteriormente (ou ndo) com cinco dias
de infeccdo por S. Typhimurium. (A) CTLG: grupo sem tratamento; (B) STG: grupo
somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo); (C) B7G: grupo somente
monoassociado com leite fermentado pela amostra B7; (D) B7SG: grupo B7G mais
desafio com S. Typhimurium; (E) D1G: grupo somente monoassociado com leite
fermentado pela amostra D1; (F) D1SG: grupo D1G mais desafio com S. Typhimurium.
(G) LPG: grupo somente monoassociado com leite fermentado pela amostra LP
(controle positivo); (H) LPSG: grupo LP mais desafio com S. Typhimurium. X10,
H&E.

As fotomicrografias da figura 16 mostram diferengas claras na interacdo dos
lactobacilos diretamente com um intestino até entdo isento de germes. De uma forma
geral, as vilosidades sdo maiores, mais alongadas e mais sinuosas, especialmente nos
animais somente monoassociados com lactobacilos. Ja os animais somente desafiados
com S. Typhimurium, do grupo STG (da figura B), apresentam grande quantidade de
infiltrados inflamatorios, descaracterizacdo da estrutura de vilosidade e cripta do
epitélio intestinal, além da reducdo da altura das vilosidades em alguns pontos. Em
relacdo a protecdo que a monoassociacao oferece aos grupos desafiados, L. plantarum
B7 deixou o ileo dos animais mais similar aos animais do grupo sem tratamento
(CTLG), mesmo ap0s desafio com a salmonela ao longo de cinco dias. Por outro lado, o
controle positivo LP deixou o ileo dos animais ap6s o desafio com S. Typhimurium
mais semelhantes ao controle negativo, somente desafiado, como pode ser observado na
figura H do grupo LPSG. Também foi feita uma andlise quantitativa a fim de se
averiguar se as observagdes descritas sdo pontuais ou se sdo estatisticamente diferentes

entre os grupos experimentais. Os resultados podem ser vistos na figura 17.
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Figura 17. Altura média (mm) das vilosidades do ileo de camundongos isentos de
germe, Swiss NIH, monoassociados durante cinco dias com leite fermentado pelas
amostras B7 de L. plantarum (A), D1 de L. rhamnosus(B) ou LP de L. paracasei
(controle positivo) (C) e desafiados posteriormente (ou ndo) com cinco dias de
infeccdo por S. Typhimurium. CTLG: grupo sem tratamento; STG: grupo somente
desafiado com S. Typhimurium (controle negativo); B7G: grupo somente
monoassociado com leite fermentado pela amostra B7; B7SG: grupo B7G mais desafio
com S. Typhimurium; D1G: grupo somente monoassociado com leite fermentado pela
amostra D1; (F) D1SG: grupo D1G mais desafio com S. Typhimurium;LPG: grupo
somente monoassociado com leite fermentado pela amostra LP (controle positivo);
LPSG: grupo LPG mais desafio com S. Typhimurium. ** (P<0,01), ***(P<0,001).
Teste One-way ANOVA (pos-teste de Tukey) (n=3).

Nos animais isentos de germes monoassociados com o0s lactobacilos e
posteriormente desafiados com salmonela, a analise quantitativa da altura das
vilosidades demonstrou resultado parecido com 0 que ocorreu com 0 experimento com

animais convencionais. O grupo somente colonizado por L. plantarum B7, assim como
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0 grupo desafiado com o patdgeno ap0Os a colonizagdo, mantiveram-se semelhantes
(p>0,05) ao grupo sem tratamento (CTLG) e igualmente superioresestatisticamente ao
grupo somente desafiado, realcando mais uma vez o efeito protetor desta amostra em
relacdo a manutencdo da estrutura e satde do ileo dos animais. A amostra D1, de L.
rhamnosus, por sua vez, apresentou resultado semelhante e ainda um pouco superior,
visto que o grupo somente colonizado por este lactobacilo apresentou-se também
superior (p<0,01) aos grupos CLTG e D1SG, como pode ser observado na figura B da
figura 17. Ja o grupo colonizado pelo controle positivo LP, mostrou mais uma vez que a
manutencdo da integridade do ileo ndo é o seu principal mecanismo de defesa frente a
infeccdo por salmonela, pois no modelo com animais isentos de germes seus resultados
também foram os mais discretos.

O trabalho de Kozakova et al. (2015), avaliando o efeito da barreira intestinal em
animais monoassociados ou ndo com um mix de lactobacilos probioticos, percebeu que
tal barreira, nos animais colonizados, era muito mais madura e proxima a de um animal
convencional em sua ultraestrutura (os autores avaliaram microvilosidades, zonas de
oclusdo e arranjo citoesquelético das vilosidades intestinais). As informacOes
apresentadas pelos autores convergem com as apresentadasaqui, porém, dados
avaliando a ultraestrutura das vilosidades nos permitira confirmar a defesa direta e/ou
indireta promovida pelos lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal ao ileo dos
camundongos. O aumento no tamanho das vilosidades intestinais também foi observado
em outros estudos que colonizaram camundongos isentos de germes com conhecidas
amostras probi6ticas de lactobacilos (Chen e Chen, 2013 e Preidis et al., 2012). Esses
estudos observaram que os probidticos parecem ser capazes de estimular a proliferacéo
e migracdo de enterdcitos da cripta para a vilosidade. Além disso, Chen e Chen (2013)
também constataram que, via estimulacdo de TLR2, houve aumento do numero de
celulas caliciformes nos animais monoassoacidos com L. kefiranofaciens.O aumento no
numero deste tipo de célula aumenta o efeito protetor do lactobacilo ao estimular uma
producdo de muco pelo epitélio intestinal, promovendo o efeito barreira contra micro-
organismos patogenos.Tal evento também pode ter ocorrido nos animais
monoassociados com os lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal, favorecendo
assim seu efeito protetor na infec¢éo subsequente por S. Typhimurium.

Os figados dos camundongos convencionais pertencentes aos grupos
experimentais ja mencionados também foram avaliados histopatologicamente,

qualitativamente equantitativamente, verificando-se a quantidade de infiltrados
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inflamatdrios nas fotomicrografias. Tal medigdo avalia, indiretamente, a quantidade de
bactéria translocada para o 6rgao. A representacdo qualitativa na figura 18, mostrando o
grupo controle sem tratamento (CTL) e o controle negativo (ST, somente desafiado com
S. Typhimurium), evidencia a auséncia de infiltrados inflamatorios nos animais que ndo
foram infectados e a presenca de muitos infiltrados inflamatorios no grupo desafiado,
apesar da estrutura do figado, de uma forma geral, ndo ter sido comprometida. Para a
avaliacdo quantitativa, foi mensurada a frequéncia da aparicdo de infiltrados
inflamatdrios nas 30 fotomicrografias de cada grupo experimental, seja tratado com leite
fermentado durante sete dias e desafiado posteriormente com o patdgeno ou somente
desafiado posteriormente com o patdgeno (controle negativo). Todos 0S grupos
experimentais apresentaram frequéncia de infiltrados inflamatérios no figado inferiores
ao grupo controle negativo, sendo o grupo tratado com a amostra LP o que apresentou o
melhor efeito protetor (p=0,03), o grupo tratado com a amostra B7 o resultado mais
discreto (p=0,05), e aquele com D1 (p=0,04), um efeito moderado. Apesar das
diferencas, todas as comparagdesforam estatisticamente relevantes.

Chiva et al. (2002), em modelo de cirrose hepatica em ratos, observaram a
protecdo de uma amostra de L. johnsonii probiotica e, dentre as hipoteses levantadas
pelos autores para justificar esta protecdo, a mais relevante é a de que a modulagdo da
microbiota destes animais pelos lactobacilos probiéticos reduziria a carga de patdgenos
no intestino.Esta reducdo, além de aumentar a satde do intestino delgado (pela reducao
do estresse causado por espécies reativas de oxigénio produzidas pelos enterdcitos),
também reduziria a capacidade de translocacdo de micro-organismos do trato
gastrointestinal para outros 6rgdos. Os autores também constaram que a protecao
observada foi dada, em parte, pela modulacdo inflamatoria do epitélio intestinal,
mudando o tipo de resposta (local e sistémica) de pro-inflamatdria para regulatoria (e/ou
anti-inflamatoria). Adawi et al. (2001), avaliando, em modelo similar ao de Chiva et al.
(2002),a protecdo de diversas amostras de lactobacilos probioticos contra danos ao
figado de ratos, também observaramuma reducdo significativa da translocacdo de
bactérias intestinais nos animais previamente tratados com 0Ss mencionados
lactobacilos.Os autores ainda ressaltaram, a partir dos seus resultados, a importancia da
imunomodulacdo e o favorecimento a proliferacdo e desenvolvimento do epitélio
intestinal como as principais causas da protecdo contra danos hepaticos promovida por

esses micro-organismos probioticos.
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Figura 18. Fotomicrografiasde cortes histoldgicos do fl’gadode Vcam‘undongos

69




machos convencionais BALB/csem tratamento algum (A) e desafiado ao longo de
cinco dias com S. Typhimurium (ST - B).X20, H&E.

Experimento semelhante foi realizado com camundongos isentos de germe
monoassociados com lactobacilos experimentais ou controle positivo LP e desafiados
com S. Typhimurium ao longo de cinco dias. No presente experimento também foram
avaliados qualitativa e quantitativamente o figado de todos os animais de todos os
grupos experimentais. A representacdo qualitativa na figura 19, a semelhanca do que é
apresentado na figura 18, mostra o grupo sem tratamento algum (CTLG) e o grupo
somente desafiado com a salmonela (STG — controle negativo), evidenciando que,
devido a auséncia de uma microbiota, a translocacdo se da de forma mais intensa nos
animais desafiados com S. Typhimurium. Além disso, nos animais isentos de germes
desafiados, observou-se a presenca de megacariocitos e area com tecido fibrosado
(indicando a ocorréncia de necrose), reforcando a gravidade da infec¢do nestes animais.
A avaliacdo quantitativa foi realizada a semelhanca da analise para 0s grupos
experimentais com animais convencionais. Os resultados foram semelhantes aos
observados no experimento com 0s animais convencionais, visto que, ao comparar a
frequéncia da presenca de infiltrados inflamatorios nas fotomicrografias do controle
negativo com 0s grupos previamente monoassociados e depois desafiados, foi
observada uma superioridade do grupo colonizado pela amostra de L. paracasei LP
(p=0,02), seguida de uma resposta desejavel pelo grupo colonizado pela D1 (p=0,04) e
uma resposta inferior pelos animais tratados pela L. plantarum B7 (p>0,05).
Curiosamente, a protecdo conferida ao intestino dos camundongos pela amostra de L.
plantarum isolado de queijo Minas artesanal ndo refletiu em uma protecéo significativa,
no que diz respeito a frequéncia de infiltrados inflamatérios, ao figado. Os dados
observados para a protecdo frente a translocacdo de S. Typhimurium em animais
monoassociados com essa mesma amostra B7, apesar de significativamente superiores
ao controle negativo, foram inferiores (p<0,01) quando comparados aos grupos tratados
com as amostras D1 e LP (controle positivo) (figura 12), confirmando que a amostra de
L. plantarum, em modelo com animal isento de germes monoassociado e
posteriormente desafiado com o patdgeno, ndo exerce uma protecdo tdo expressiva
quanto as demais amostras avaliadas no presente estudo, no que diz respeito a

integridade hepatica.
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Figura 19. Fotomicrografiasde cortes histolégicos do figado de camundongos

isentos de germe SwissNIH sem tratamento algum (A) e desafiado ao longo de
cinco dias com S. Typhimurium (ST - B).X20, H&E.




5.2.2.5. Citocinas envolvidas no efeito protetor local (ileo) de camundongos
tratados com lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal (ou controle positivo)

em uma infecgéo por S. Typhimurium

Os niveis de expressao de citocinas envolvidos no ileo de camundongos machos
BALB/c com cinco dias de infeccdo por S. Typhimurium, com tratamento prévio
(durante sete dias) ou ndo por leite fermentado pelas amostrasde lactobacilos

experimentais, ou controle positivo, podem ser observados nas figuras 20, 21 e 22.
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Figura 20. Perfil de citocinas no ileo de camundongos machos BALB/c, avaliados

por gPCR, com cinco dias de infeccdo por S. Typhimurium, com tratamento
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prévio (durante sete dias) ou nao pelo leite fermentado pela amostra B7 de L.
plantarum. (A) IFN-y, (B) TNF-a; (C) TGF-B; (D) IL-10; (E) IL-6.B7S:grupo que
recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo somente
desafiado com S. Typhimurium (controle negativo); CTL: grupo sem tratamento.
*(p<0,05) **(P<0,01) ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pés-teste de Tukey)
(n=3).
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por qPCR, com cinco dias de infec¢do por S. Typhimurium, com tratamento
prévio (durante sete dias) ou ndo pelo leite fermentado pela amostra D1 de L.
rhamnosus. (A) IFN-y, (B) TNF-a; (C) TGF-B; (D) IL-10; (E) IL-6.D1S: grupo que
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recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo somente

desafiado com S. Typhimurium (controle negativo); CTL: grupo sem tratamento.
*(p<0,05) **(P<0,01) ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pos-teste de Tukey)

(n=3).
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Figura 22. Perfil de citocinas no ileo de camundongos machos BALB/c, avaliados

por gPCR, com cinco dias de infeccdo por S. Typhimurium, com tratamento

prévio (durante sete dias) ou ndo pelo leite fermentado pela amostra LP de L.
paracasei (controle positivo).(A) IFN-y, (B) TNF-a; (C) TGF-8; (D) IL-10; (E) IL-
6.LPS: que recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo
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somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo); CTL: grupo sem
tratamento.*(p<0,05) ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pos-teste de Tukey)
(n=3).

Avaliando a modulacdo da resposta inflamatéria no ileo dos camundongos dos
diferentes grupos experimentais (tratados com lactobacilos e desafiados com o
enteropatdgenos), aos cinco dias pos-desafio com S. Typhimurium, pode-seobservar a
reducdo, para todos os grupos, da expressdo de IFN-y e IL-6 em relacdo ao grupo
somente desafiado. A infeccdopor salmonela, tanto murina quanto humana, induz uma
potenteinflamacdo intestinal a fim de favorecer a sua translocacdo. O impedimento da
instalacdo desse estado inflamatdrio é uma das conhecidas a¢es dos probidticos, visto
que promove a reducdo de IFN-y, um importante agente regulador da resposta pro-
inflamatdria por meio da ativacdo de macrdfagos. Consequentemente a reducdo na
ativacdo de macrofagos, havera a redugdodesta importante via de translocacdo (que se
da por meio do sistema secretor tipo Ill, um importante fator de viruléncia das
salmonelas). Resultados semelhantes foram observados em modelos murinos
inflamatdrios que avaliaram o perfil de citocinas, em experimento celular, de desafio
com S. Typhimurium apds tratamento in vivo com amostras probidticas (McCarthy et
al., 2003; Sheil et al., 2006). Estes estudos mostraram uma reducdo das citocinas proé-
inflamatoérias (principalmente IFN-y) em esplenocitos (in vitro) de animais que
receberam tratamento com amostra probio6tica, em concordancia com o que foi
observado no presente estudo. Porém, outros autores enfatizam a importancia do IFN-y
no inicio da infec¢do por S. Typhimuirum, afirmando que é um importante agente na
eliminacdo intracelular (em macréfagos, principalmente) do patégeno, e que 0 seu
aumento deveria ser buscado na escolha de um probiotico, desde que em niveis
adequados (Castillo et al., 2012). Neste contexto, a amostra D1apresentou a modulagéo
da citocina IFN-y no ileo mais desejavel entre todas as amostras avaliadas, visto que a
expressao dessa citocinafoi superior (p<0,001) ao grupo sem tratamento (CTL) e
inferior ao controle negativo (ST — somente infectado com S. Typhmirium). No presente
trabalho, usamos como respaldo os outros resultados para afirmar o efeito protetor da
modulacdo, no ileo, do estado pro-inflamatério para o regulatorio (e/ou anti-
inflamatdrio), pois o presente estudo ndo tem resultados in vitro com macréfagos para
avaliar a importancia ou ndo dessas citocinas neste contexto. Ademais, conforme foi

ressaltado na introdugdo ao tema, S. Typhimurium se vale de um ambiente inflamado
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intestinal parao sucesso da sua infec¢do. Desta forma, a modulagdo a um estado anti-
inflamatorio ou regulatorio é desejavel para a reducdo da gravidade desta doenga.

A citocina TNF-a, assim como IFN-y, tem a sua expressdo estimulada pela
infeccdo por S. Typhimurium. As respostas observadas foram variadas, mas,
fundamentalmente, somente o controle positivo, L. paracasei (LP) conseguiu reduzir,
de forma significativa (p<0,05), os niveis dessa citocina no ileo dos camundongos que
receberam seu tratamento e foram posteriormente desafiados, quando comparados com
os camundongos somente desafiados (ST). Assim, ndo se pode incluir a participacdo
dessa citocina, pelo menos aos cinco dias de infeccdo com salmonela no nosso modelo
experimental, como parte do efeito protetor das nossas amostras experimentais. No
entanto, a auséncia de modulacgdo dessa citocina ndo implica em dizer que ela ndo tenha
importancia na patogénese da S. Typhimurium, visto que o controle positivo, quando
comparado ao controle negativo, modulou a reducdo na expressdo dos niveis dessa
citocina no nosso modelo experimental de salmonelose murina.

A resposta pré-inflamatdria supracitada tem outro importante agente, a IL-6,
uma das principais interleucinas pré-inflamatorias produzidas pelas células da lamina
prépria intestinal, também envolvida na manutencdo da inflamagcdo no intestino
desafiado com S. Typhimurium, que, como ja dito anteriormente, é desejavel para a
instalacdo e manutencdo de sua patogenia. Trabalhos como o de Castillo et al. (2011) e
Ferreira et al. (2011), assim como o presente estudo, mostraram 0 aumento e a
participacdo dessa interleucina em modelos de colite causados por S. Typhimurium. No
contexto do efeito protetor de um micro-organismo pela reducdo dos niveis de IL-6 em
uma salmonelose, em modelo murino, Castillo et al. (2011) observaram a reducéo desta
com a administracdo de um L. casei (CRL 431) potencialmente probidtico, assim como
foi observado no nosso estudo para todos os grupos que receberam lactobacilos e foram
posteriormente infectados com o patégeno. O trabalho de Matsumoto et al. (2005)
mostrou claramente a inibicdo por um L. casei (Shirota) probiotico, em um modelo de
colite murina, da producéo de IL-6, mediada pela producado e IL-10 e TGF-p.

As citocinas TGF-p e IL-10, por sua vez, participam da regulagéo da resposta
inflamatoria, com consequente instalagdo de um estado anti-inflamatorio. Nesse
contexto, cada um dos lactobacilos utilizados neste estudo apresentou uma resposta
diferente, o que pode justificar parte da diferenca entre os efeitos protetores oferecidos
mediante suas administragdes. A amostra B7(L. plantarum) proporcionou, ao grupo ao

qual foi administrada, somente o aumento significativo (p<0,05) de TGF-f quando
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comparado ao grupo somente desafiado com salmonela,ST — controle negativo). A
amostra D1 de L. rhamnosus apresentou os resultados mais interessantes nos grupos aos
quais foi administrada. A producdo de TGF-B foi superior (p<0,001) (aos grupos
controle negativo e CTL (sem tratamento) assim como a producédo de IL-10 no grupo
D1S (grupo tratado e desafiado com o patdgeno). Isso demonstra, em conjunto com 0s
outros resultados j& apresentadospara essa amostra, 0 seu importante efeito protetor na
modulagdo do sistema imune localmente. O controle positivo, LP, por sua vez,
apresentou os resultados mais discretos no que tange a expressao e possivel producdo de
citocinas anti-inflamatoriase/ou regulatorias, evidenciando que estas ndo sdo tdo
importantes para o efeito protetor promovido pelo probidtico L. paracasei. O
experimento de Di Giacinto et al. (2005) também observou efeito protetor de um
composto com varios micro-organismos probioticos (VSL#3) em um modelo murino
inflamatdrio intestinal (colite) associado a aumento nos niveis de IL-10 e reducdo
concomitante de IFN-y, o que também foi observado no presente trabalho, em diferentes
escalas, com as amostras potencialmente probidticas de lactobacilos utilizadas. Estes
autores também constataram a importancia do aumento de TGF-p, de forma até mais
relevante que a participacdo de IL-10, no abrandamento de processos inflamatdrios
intestinais.Tal afirmativa foi justificada pela observacdo da maior participagdo de
células T CD4"LAP*(envolvidas na estimulacao da secrecdo de TGF-Bpor macr6fagos e
portadoras de tal citocina de forma latente em sua superficie celular)como importantes
efetores dessa acdo anti-inflamatéria no intestino dos camundongos desafiados.
Provavelmente, a inducdo ao estado anti-inflamatérioe efeito protetor observado nos
grupos experimentais que receberam os leites fermentados probi6ticos no presente
estudo foi devido ao envolvimento destas citocinas (IL-10 E TGF-B), assim como,
possivelmente, das células imunitérias associadas a mucosa intestinal.

A participacdo das citocinas mencionadas também foi avaliada no ileo dos
camundongos dos grupos experimentais apos sete dias de infec¢do por S. Typimurium.
Estes resultados foram comparados com os resultados ja apresentados a fim de se
observar a ocorréncia ou ndo de mudancas nas citocinas envolvidas assim como de na
intensidade da resposta mediada por essas citocinas. Também foi avaliado o efeito
isolado dos lactobacilos apos trés e sete dias de administracdo, para observacdo das
citocinas envolvidas no estado pré-desafio e de qudo réapida € a acdo dessa modulagéo
promovida por estes lactobacilos. Os resultados podem ser avaliados nas figuras 23, 24
e 25.
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Figura 23. Perfil de citocinas no ileo de camundongos machos BALB/c, avaliados
por gPCR, com cinco e sete dias de infec¢do por S. Typhimurium, com tratamento
prévio (durante sete dias) ou ndo por leite fermentado pela amostra B7 de L.
plantarum. (A) IFN-y, (B) TNF-a; (C) TGF-B; (D) IL-10; (E) IL-6.B7: grupo que
somente recebeu leite fermentado porL. plantarum por trés dias; B7S: grupo que
recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo somente
desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) e sacrificado apds cinco dias de
infeccdo. Os grupos com a letra b representam o tempo dois do experimento, ou seja,

sete dias de tratamento somente com leite fermentado (B7b) ou sete dias de infeccédo
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(B7Sb e STh).*(p<0,05) **(P<0,01) ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pos-teste
de Tukey) (n=3).

A IFN-y B TNF-a
= 15-
s 150 <
© [4
E *kk E e
s 3
.,'; 1004 o 104
2 >
s s
3 " 2
o 50 o 5 *
@ - b _
: An i
* x
g ol & ol | IEN
ST D1 DiS STb Dib D1Sb ST D1 DiS STb Dib D1Sb
C TGF-B D 1L-10
*kk
80- 50+
3 — = b
E E 40 T
o 604 o ]
k-] -}
S S 301
£ 404 - z
@ © 20-
< 8-
gzo- % 10 -
s —_— s
> >
w ole—m r T w -
ST D1 D1S STb Dib D1Sb ST D1 D1S STb Dib D1Sb
E 1L-6
« 250+
F
€ 200{ * =
L]
-}
£ 150-
&
]
© 100
o
b
© 504
E_ —
w ol | emme o

ST D1 D1S STb D1b D1Sb

Figura 24. Perfil de citocinas no ileo de camundongos machos BALB/c, avaliados
por gPCR, com cinco e sete dias de infeccédo por S. Typhimurium, com tratamento
prévio (durante sete dias) ou ndo porleite fermentado pela amostra D1 de L.
rhamnosus. (A) IFN-y, (B) TNF-a; (C) TGF-B; (D) IL-10; (E) IL-6. D1: grupo que
somente recebeu leite fermentado por L. rhamnosus por trés dias; D1S: grupo que
recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo somente
desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) e sacrificado apds cinco dias de

infeccdo. Os grupos com a letra b representam o tempo dois do experimento, ou seja,
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sete dias de tratamento somente com leite fermentado (D1b) ou sete dias de infeccdo
(D1Sb e STb). *(p<0,05) **(P<0,01)***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (pos-teste
de Tukey) (n=3).
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Figura 25. Perfil de citocinas no ileo de camundongos machos BALB/c, avaliados
por gPCR, com cinco e sete dias de infec¢édo por S. Typhimurium, com tratamento
prévio (durante sete dias) ou ndo porleite fermentado pela amostra LP de L.
paracasei (controle positivo). (A) IFN-y, (B) TNF-a; (C) TGF-; (D) IL-10; (E) IL-
6.LP: grupo que somente recebeu leite fermentado por L. paracasei por trés dias; LPS:

grupo que recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; ST: grupo
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somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) e sacrificado apds cinco
dias de infeccdo. Os grupos com a letra b representam o tempo dois do experimento, ou
seja, sete dias de tratamento somente com leite fermentado (LPb) ou sete dias de
infeccdo (LPSb e STh). *(p<0,05) ***(P<0,001). Teste One-way ANOVA (p0s-teste de
Tukey) (n=3).

Apos sete dias de infeccdo, nos grupos com tratamento prévio com leite
fermentado pelos lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal e controle positivo
(LP) durante sete dias, algumas mudancas puderam ser percebidas na dinamica das
citocinas envolvidas nesta nova condicdo experimental. Muotiala e Mékeld (1993),
avaliando a participagdo de IFN-y em diversos pontos de uma salmonelose murina,
mostraram que tal citocina ndo tem participacdo tdo ativa a partir do sétimo dia de
infeccdo, visto que os parametros da patogénese da doenca avaliada pelos autores ndo se
modificaram a partir do setimo dia mediante o tratamento com anti-IFN-y. Tal
informacdo esta de acordo com os resultados aqui encontrados e apresentados. No que
diz respeito a resposta pro-inflamatdria, observou-se que a sua participacdo € bem
menos intensa e, doravante, menos importante nesse segundo momento da infeccéo por
S. Typhimurium. Isto talvez seja consequéncia, em parte, do deslocamento da infecgéo
do intestino para o figado.A IL-6, por sua vez, continua presente nos grupos somente
infectados com o patdgeno em niveis superiores (p<0,05) aos grupos tratados com leite
fermentado e posteriormente desafiados (exceto para o LP, controle positivo),
evidenciado que as amostras B7 e D1 continuam exercendo seu efeito protetor ao
manter a reducdo da inflamacdo no tempo dois (sete dias pds-desafio com S.
Typhimurium) do nosso modelo experimental.

A participacdo de TNF-a no tempo dois do experimento também apresentou um
comportamento bem variado entre os diferentes grupos, mas, de uma forma geral, foi
observado um aumento nessa participacédo (a expressdo dessa citocina foi maior ou igual
ao grupo somente infectado do tempo dois, assim como a expressao dessa citocina
apresentou-se aumentada, de uma forma geral, no tempo dois quando comparado ao
tempo um — sete dias de tratamento com leite fermentado e cinco dias de infec¢do). Zaki
et al. (2013), correlacionaram, também em salmonelose murina experimental, o
aumento dos niveis de TNF-o a uma maior sobrevida e menor gravidade da doenca, ao
comparar um grupo com animais nocaute para um receptor do tipo NOD altamente

associado ao reconhecimento da S. Typhimurium nos enterdcitos de camundongos.
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Apesar disso, somente o grupo D1 mostraria um real efeito protetor considerando essa
informacdo, visto que foi o Unico grupo que apresentou niveis estatisticamente
superiores de TNF-a no grupo tratado e desafiado quando comparado ao grupo somente
desafiado com o patdgeno por sete dias (STh).

As citocinas envolvidas nas respostas regulatérias e/ou anti-inflamatorias
avaliadas ap0s sete dias de infec¢do também apresentaram variacOes entre os diferentes
grupos experimentais (sejam relacionados a um mesmo lactobacilo, comparando os dois
tempos experimentais diferentes, ou entre lactobacilos diferentes).Os grupos tratados
com o L. plantarum B7 apresentaram somente uma tendéncia a manter elevados niveis
de IL-10 no tempo dois do nosso modelo experimental, apesar de que estes niveis nao
se mostraram superiores (p>0,05) ao grupo somente desafiado com o patégeno por sete
dias. Por outro lado, a amostra D1, de L. rhamnosus, induziu um aumento, muito
superior estatisticamente, de TGF-B e IL-10 quando comparado aos grupos somente
desafiados com S. Typhimurium (ST — 5 dias pds-desafio e STb - 7 dias p6s-desafio).
Isso ocorreu tanto para o grupo somente tratado com leite fermentado (D1Gb) (s6 para a
expressao de TGF-B) como também para o grupo desafiado apOs este tratamento
(D1GSb), ambos no tempo dois do nosso modelo de infec¢do. L. paracasei, nosso
controle positivo, apresentou, assim como no tempo um (5 dias pds-desafio), os
resultados mais discretos na modulacdo da resposta anti-inflamatéria na avaliacdo dos
diferentes grupos experimentais no tempo dois. Conforme mencionado anteriormente, a
participacdo do TGF-B localmente (no ileo dos camundongos) reduz processos
inflamatorios e favorece a manutengdo de um intestino saudavel, reduzindo a fragilidade
e vulnerabilidade a disbioses intestinais e possiveis agravamentos da infec¢do causada
pela salmonela. Outros trabalhos também observaram a importante participacdo no
efeito protetor de lactobacilos probidticos em infeccaotifoide murina, como o L.
salivarius (Sheil et al., 2004).0 estudo de Juarez et al. (2013)avaliou a participacao das
citocinas em um modelo de septicemia (similar ao que aconteceria na salmoneloseapés
translocacdo do agente etioldgico para orgdos-alvo como figado e bago)induzida por
LPS, lipopolissacarideo da membrana externa de bactérias Gram negativos. Este estudo
observou uma dindmica das citocinas envolvidas no processo que envolveu o tratamento
prévio com uma amostra de L. reuteri semelhante ao que foi observado nos grupos
tratados com a nossa amostra de L. rhamnosus D1 (considerando as variacbes de

citocinas avaliadas). Em ambos os trabalhos, houve um aumento nos niveis observados
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de IL-10 associado a uma diminuicdo nos niveis IL-6, o que gerou um desejavel efeito
protetor.

Por fim, foram analisadas as diferencas na expressdo de citocinas no ileo de
animais convencionais, com os tratamentos descritos, comparados com animais isentos
de germe monoassociados com os lactobacilos e desafiados com o patdgeno. O objetivo
dessa parte do experimento foi observar a interferéncia de uma microbiota presente na
expressao das citocinas assim como avaliar o quanto os lactobacilosestimulam o sistema
imune sem a participacdo da microbiota. Os resultados destes experimentos podem ser

observados nas figuras 26, 27 e 28.
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Figura 26. Comparacédo do perfil de citocinas, avaliados por gPCR, no ileo de
camundongos convencionais (CV) e isentos de germes (1G) com tratamento prévio
com leite fermentado (durante sete dias) ou monoassocia¢do (cinco dias) com L.
plantarum B7 e desafiados ou ndo por S. Typhimurium durante cinco dias. (A)
IFN-y, (B) TNF-a; (C) TGF-B; (D) IL-10; (E) IL-6. (B7) grupo CV que somente
recebeu leite fermentado por B7; (B7G) grupo IG monoassociado com B7; (B7S) grupo
CV que recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; (B7SG) grupo
IG monoassociado com B7 e infectado. *(P<0,05) ***(P<0,001). Teste One-way
ANOVA (pos-teste de Sidak, que compara somente 0 grupo de animais convencionais

com o seu semelhante isento de germes) (n=3).
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Figura 27. Comparacédo do perfil de citocinas, avaliados por gPCR, no ileo de
camundongos convencionais (CV) e isentos de germes (1G) com tratamento prévio
com leite fermentado (durante sete dias) ou monoassocia¢do (cinco dias) com L.
rhamnosus D1 e desafiados ou ndo por S. Typhimurium durante cinco dias. (A)
IFN-y, (B) TNF-a; (C) TGF-B; (D) IL-10; (E) IL-6. (D1) grupo CV que somente
recebeu leite fermentado por D1; (D1G) grupo IG monoassociado com D1; (D1S) grupo
CV que recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; (D1SG) grupo
IG monoassociado com D1 e infectado. *(P<0,05) ***(P<0,001). Teste One-way
ANOVA (pos-teste de Sidak, que compara somente 0 grupo de animais convencionais
com o seu semelhante isento de germes) (n=3).
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Figura 28. Comparacédo do perfil de citocinas, avaliados por gPCR, no ileo de
camundongos convencionais (CV) e isentos de germes (1G) com tratamento prévio
com leite fermentado (durante sete dias) ou monoassocia¢do (cinco dias) com L.
paracasei LP e desafiados ou ndo por S. Typhimurium durante cinco dias. (A) IFN-
Y, (B) TNF-a; (C) TGF-B; (D) IL-10; (E) IL-6. (LP) grupo CV que somente recebeu
leite fermentado por LP; (LPG) grupo 1G monoassociado com LP; (LPS) grupo CV que
recebeu leite fermentado e foi infectado com S. Typhimurium; (LPSG) grupo IG
monoassociado com LP e infectado. *(P<0,05) ** (P<0,01) *** (P<0,001). Teste One-
way ANOVA (pos-teste de Sidak, que compara somente 0 grupo de animais

convencionais com o seu semelhante isento de germes) (n=3).

Mais uma vez pudemos observar, agora em animais isentos de germes quando
comparados com animais convencionais, como é variada a expressdo de citocinas no
ileo dos camundongos frente aos diferentes tratamentos. Na resposta em que as
citocinas pro-inflamatorias estdo envolvidas, vemos um perfil bem similar entre os
gruposcolonizados com as amostras B7 e LP (controle positivo), nos quais a producgéo
de IFN-y ¢ TNF-o parece estar aumentada nos animais isentos de germes que foram
monoassociados, cada um com seu lactobacilo, e depois desafiados com a S.
Typhimurium; quando comparados com seu semelhante convencional (tratado com leite
fermentado ao invés de monoassociados com o mesmo). Isto se deu, provavelmente,
pela resposta inflamatoria exagerada em animais recentemente colonizados e
estimulados tanto por bactérias tanto Gram positivo como Gram negativo, tendo os
mecanismos regulatdrios ainda ndo totalmente estabelecido. Sabe-se que 0s animais
isentos de germes tém uma resposta inflamatoria deficiente, ndo sendo capazes de
responder com citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-6 frente a uma infeccdo ou mesmo
exposicdo a estimulo microbiano, de acordo com Ganal et al. (2012). Estes mesmos
autores demonstraram que o estimulo prévio com ASF (flora alterada de Schaedler,
composta por oito micro-organismos, sendo dois deles lactobacilos e quatro
fusobactérias, que sdo comumente utilizadas para avaliar o efeito do LPS de bactérias
Gram negativo em modelos de colonizagdo) mudou drasticamente a capacidade de
resposta inflamatdria dos animais isentos de germes, o0 que parece ser algo similar ao
que ocorreu no NOSSO experimento, com o estimulo de colonizagdo por um lactobacilo

seguido por um segundo estimulo pela Gram negativoS. Typhimurium.
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O perfil de IL-6, especialmente para 0s grupos colonizados com as amostras D1
e LP, mostra um padrdo invertido do esperado, em que a expressdo supostamente
deveria serestatisticamente maior nos grupos convencionais (tratados com lactobacilos e
desafiados com salmonela) do que nos grupos semelhantes monoassociados com 0s
mesmos lactobacilos. Ganal et al. (2012) propuseram varias teorias para explicar o
porque da resposta reduzida e tardia para esta citocina (IL-6) e a hip6tese mais proxima
foi a de que as vias de sinalizacdo intracelular para reconhecimento de patgenos e
inducdo da producao de IFN tipo | é deficiente na auséncia do estimulo por microbiota.
E curioso observar que a exposi¢do a micro-organismos ndo reverteu o fen6tipo para a
producdo de IL-6 nos grupos mencionados enquanto 0 Oposto ocorreu para a expressao
das outras citocinas pré-inflamatdrias IFN-y e TNF-a.

A explicacdo para 0s maiores niveis expressos de citocinas anti-inflamatorias ou
regulatériasnos grupos monoassociados com o controle positivo L. paracasei e
desafiados com o patégeno, quando comparados com seus similares convencionais,
pode ser elucidada pela teoria de Hrncir et al. (2008). Tais autores afirmaram que a
maturacdo e a funcionalidade de células T CD4" é reduzida em animais isentos de
germe, e, com a presenca de uma microbiota, a mesma € estabelecida a niveis normais,
balanceando e equilibrando a resposta imune. Souza et al. (2004) observaram que a
reducdo da resposta regulatéria é promovida de forma gradual apds associacdo de
animais isentos de germes com uma microbiota de camundongo convencional. Em seu
trabalho, somente apds 14 dias foi observada a reversdo do quadro de resposta pro-
inflamatoria deficiente para normal, sendo esse quadro revertido principalmente pela
reducdo de expressao exagerada da citocina regulatoria 1L-10.0 tempo mostrado pelos
autores pode justificar a presenca ainda elevada de IL-10 no grupo monoassociado com
a amostra LP e depois desafiado com o patdgeno em comparacdo ao Seu grupo
convencional semelhante, uma vez que o periodo experimental total do estudo com
animais isentos de germes no presente trabalho é menor que 14 dias.

O grupo D1, por sua vez, apresentou resultados interessantes e diferentes dos
outros dois grupos experimentais mencionados. Para IFN-y (e também IL-6, ja discutido
acima), o grupo monoassociado e desafiado apresentou expressdo menor que seu
semelhante convencional, o que nos leva a inferir que a modulagdo de uma resposta
anti-inflamatoria no ileo dos animais tratados com essa amostra de L. rhamnosus é
realmente intensa. A esse fato, soma-se a maior expressao de IL-10 do grupo somente

monoassociado com a amostra D1 em compara¢do com o grupo convencional somente
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tratado com leite fermentado. Desta forma, parece que a amostra D1 é a que tem o efeito
mais expressivo na modulagdo anti-inflamatoria no ileo de camundongos, visto que sua
acdo em animais isentos de germes foi ainda maior do que em animais convencionais,

mostrando umpotencial efeito imunomodulador deste lactobacilo.

5.2.2.6. Variacdo da microbiota do ileo de camundongos BALB/c dos diferentes
grupos experimentais por meio de metodologias de sequenciamento de nova
geracao e quantificacdo por meio de gPCR

A abundancia relativa dos 20 OTUs (“Operation Taxonimical Unit” ou Unidade
Taxondmica Operacional) dominantes pela analise na plataforma Illumina®Miseq, em
nivel de ordem (taxonomia em que todos os OTUs apresentaram identificagdo
conhecida), no contetdo do ileo dos animais BALB/c, tratados ou ndo com lactobacilos
isolados de queijo Minas artesanal (ou controle positivo) e desafiado com S.

Typhimurium, pode ser observada na figura 29.
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Figura 29. Abundéncia (%) dos 20 OTUs dominantes, em nivel de ordem, no
contetdo do ileo camundongos machos convencionais (BALB/c) tratados ou néo
com leite fermentado por lactobacilos e desafiados ou ndo comS. Typhimurium
(indéculo de 10% UFC). B7: L. plantarum, D1: L. rhamnosus, LP: L. paracasei (controle
positivo). A: trés dias de administracdo prévia de leite fermentado pelos lactobacilos. B:
sete dias de administracdo prévia de leite fermentado pelos lactobacilos. S: grupo
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somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo). Sacrificio ap6s cinco dias

(SA) e sete dias (SB) da infecgdo com salmonela. BR: Grupo sem tratamento (n=3).

As analises dos OTUs dominantes em cada um dos grupos experimentais nos
mostra que 0 grupo sem tratamento algum tem uma predominancia de micro-
organismos da ordem Bacteroidales. Kaiser et al. (2013), analisando microbiota fecal de
camundongos BALB/c machos, também encontraram em seu grupo sem tratamento
predominancia de OTUs do filo Bacteroidetes, corroborando parcialmente os resultados
encontrados neste estudo. Parcialmente porque estes autores também encontraram uma
predominancia de OTUs do filo Firmicutes, o que ndo foi observado no presente
trabalho. Isto se deu, provavelmente, pelo fato de analisar o contetdo do ileo, enquanto
a maioria dos trabalhos encontrados na literatura avalia a microbiota do conteudo do
colon, ceco e/ou das fezes. Ja Lluch et al. (2015), avaliando a microbiota do ileo, assim
como o presente estudo, encontraram uma predominancia de OTUs da familia
Porphyromonadaceae, que pertence a ordem Bacteroidales, indo ao encontro dos
resultados aqui apresentados.

Os grupos somente tratados com leites fermentados pelas amostras B7 e D1 de
L. plantarum e L. rhamnosus, respectivamente, mostraram perfis muito semelhantes ao
do grupo sem tratamento apdés trés dias. Porém, apds sete dias de administracdo do leite
fermentado, ambos o0s grupos mostraram um aumento na predominancia de micro-
organismos da ordem Bacillales, especialmente os animais do grupo B7. O grupo
somente infectado com S. Typhimurium e sacrificado cinco dias ap6s o desafio mostra
uma tendéncia similar, porém com a participacdo também da ordem Clostridiales, o que
ndo foi observado nos grupos somente previamente tratados com os leites fermentados
das amostras B7 e D1. Ja nas amostras tratadas pelo leite fermentado pelo L. paracasei
(nosso controle positivo - LP), hd um predominio de micro-organismos das
ordensBacteroidales e Clostridiales em ambos os tempos, resultado diferente ao de
todos os outros grupos, especialmente se considerarmos o tempo de sete dias de
tratamento prévio com leite fermentado (LPB).

Poucos trabalhosna literatura avaliarama variagdo da microbiota em
camundongos ap0s tratamento com probidticos, e constam, menos ainda, trabalhos que
avaliaram a cinética dessa administracdo de probidticos, por isso, nosso trabalho
apresenta um carater inédito nesse quesito. Alguns trabalhos que avaliaram o efeito de

probidticos na microbiota intestinal, como o de Degirolamo et al. (2014), que analisou a
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sua variacao ap6s a administracdo prévia durante 21 dias com VLS#3 (uma conhecida
apresentacdo farmacoldgica com uma gama de culturas probidticas conhecidas). Os
autores observaram apenas pequena variacdo na dindmica de micro-organismos dos
filos Firmicutes e Bacteroidetes, algo muito diferente do que foi visto no nosso trabalho.
A variacdo entre 0s grupos tratados ou ndo durante sete dias com leites
fermentados pelos lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal e desafiados com S.
Typhimurium, sendo sacrificados apo6s cinco (SA) e sete (SB) dias ap6s o desafio,
mostra uma grande diferenca entre 0s grupos experimentais. Os grupos SA, sacrificados
cinco dias apds o desafio com o patdgeno, mostraram: no grupo somente desafio com a
salmonela (SA), aumento na predominancia de micro-organismos das ordens Bacillales
(principalmente) e Clostridiales; no grupo previamente tratado com L. rhamnosus D1
(D1SA), aumento na predominancia de Bacillales (principalmente) e também,
diferentemente do grupo SA, de micro-organismos da ordem Lactobacillales
(provavelmente o préprio L. rhamnosus D1) e Burkholderiales;no grupo previamente
tratado com a amostra B7, vimos perfil semelhante, porém com a representatividade da
ordem Enterobacteriales (representado pela S. Typhimurium) no lugar da
Lactobacillales, mostrando, no que diz respeito a variacdo da microbiota, um efeito
protetor menos eficaz do L. plantarum B7 quando comparado com a amostra D1; por
fim, no grupo previamente tratado com nosso controle positivo, LPSA, had uma
manutencdo da predominancia de micro-organismos da ordem Bacteroidales,
mostrando uma manutencdo de um estado préximo ao do animal sem tratamento. 1sso
indica um maior efeito protetor dessa amostra, quando avaliando a variacdo da
microbiota, em comparacgdo com o efeito das amostras de lactobacilos isoladas de queijo
Minas artesanal. Nos grupos SB, ha um predominio do OTU do género Salmonella,
representando pela ordem Enterobacteriales, a qual esta espécie pertence, variando 0s
grupos tratados com lactobacilos do controle negativo principalmente quanto a presenca
da ordem Clostridiales nos grupos tratados e, estranhamente, da ordem Lactobacillales
no controle negativo (SB). Mais uma vez, o grupo tratado com o controle positivo
(LPSB) mostra uma superioridade no seu efeito protetor, visto que ndo apresenta o OTU
de Enterobacteriales e sim uma predominancia de um OTU da ordem Clostridiales (ndo
tendo qualquer identificacéo filogenéticaconhecida além da ordem a qual pertence).
Avaliando as varia¢Oes por analises de “metastats”, que comparam, por meio de
testes de T ndo paramétricos, a abundancia dos OTUs a um nivel de significancia de

0,05, observamos alguns OTUs que apresentaram variagdo significativa entre os grupos
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analisados.A comparacao entre os grupos B7SA e SA apresentam dois OTUs variando
significativamente em abundancia, um da ordem Clostridiales significativamente maior
no grupo SA, sendo identificado como pertencente a familia Lachnospiraceae, e um
significativamente maior no grupo B7SA do género Schlegelella, representando a

ordem Burkholderiales, como pode ser observado na figura 30.

B7S
" BN 2 IEE

sa [N Il SN @b
0% 2020 40% 60% 80% 100%
m Bacteroidales (O) Staphvlococcus
m Salmonella B Porplvromonacdececae ( F)
® Paenibacillus Clostridiales (O)
Laclmospiracece (F) B Laclinospiraceae (F)
B Lachnospiraceae ( F) B Lachnospiraceae ( F)
B Lachnospiraceae ( F) B Schiegelella
B Lachnospiraceae ( F) u Unclassified
B Dorea B Lachnospiraceae ( F)
B Enferococctis Laclmospiracece (F)
B C'oinanondas W Bacillales (O)

Figura 30. Abundancia (%) dos 20 OTUs dominantes, em nivel de género, no
conteudo do ileo camundongos machos convencionais (BALB/c) tratados com leites
fermentados por e desafiados ou ndo comS. Typhimurium (inéculo de 10% UFC).
B7SA: grupo com sete dias de administracdo prévia de leite fermentado pela amostra de
L. plantarum e sacrificio apds cinco dias da infeccdo com salmonela, SA: grupo
somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) (n=6). (p<0,05) para
grupos realcados em negrito na legenda. Teste Metastats (n=3). Obs: amostra seguidas
de () e letra indicam o nivel taxondmico minimo de identificacdo pelas ferramentas de

analise utilizadas, sendo O: ordem e F: familia.

A comparagdo entre os grupos B7SB e SB mostrou uma diferenca estatistica
(p<0,05) no OTU representado pelo género Salmonella, onde a abundancia foi
estatisticamente maior no grupo somente desafiado com o patdgeno mencionado,
evidenciando algum fator protetor, no que diz respeito a variagdo da microbiota, da

amostra B7 na infec¢do por S. Typhimurium, como pode ser observado na figura 31.
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Figura 31. Abundancia (%) dos 15 OTUs dominantes, em nivel de género, no
contetido do ileo camundongos machos convencionais (BALB/c) tratados com leites
fermentados por lactobacilos e desafiados ou ndo comS. Typhimurium (inéculo de
108 UFC). B7SB: grupo com sete dias de administracéo prévia de leite fermentado pela
amostra de L. plantarum e sacrificio apds sete dias da infeccdo com salmonela, SB:
grupo somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) (n=3).(p<0,05) para
grupos realcados em negrito na legenda. Teste Metastats (n=6). Obs: amostra seguidas
de () e letra indicam o nivel taxondmico minimo de identificacdo pelas ferramentas de

analise utilizadas, sendo O: ordem e F: familia.

Os grupos D1SA e SA diferiram de forma semelhante aos grupos B7SA e SA,
exceto pelo fato de um OTU néo classificado, nem em nivel de filo, ter se apresentado,
no grupo SA, nessa comparacdo, estatisticamente mais abundante que no grupo D1SA,
como pode ser observado na figura 32.0s grupos D1SB e SB apresentaram perfis muito
semelhantes aos dos grupos B7SB e SB, tendo um aumento estatisticamente
significativo na abundancia do OTU do género Salmonella no grupo somente desafiado
com o patdgeno, evidenciando o mesmo efeito protetor da amostra D1 que o promovido

pela amostra B7 (dados ndo mostrados).
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Figura 32. Abundancia (%) dos 20 OTUs dominantes, em nivel de género, no
conteudo do ileo camundongos machos convencionais (BALB/c) tratados com leites
fermentados por lactobacilos e desafiados ou ndo com S. Typhimurium (inéculo de
10® UFC). D1SA: grupo com sete dias de administracdo prévia de leite fermentado pela
amostra de L. rhamnosus e sacrificio apds cinco dias da infeccdo com salmonela, SA:
grupo somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo) (n=3). (p<0,05) para
grupos realcados em negrito na legenda. Teste Metastats (n=3). Obs: amostra seguidas
de () e letra indicam o nivel taxonémico minimo de identificacdo pelas ferramentas de

analise utilizadas, sendo O: ordem e F: familia.

O trabalho de Ferreira et al. (2011), mostrou, assim como o0 presente trabalho,
variacdo na abundancia de OTUs da familiaLachnospiraceae na microbiota intestinal de
camundongos com colite associada a salmonelose experimental. Ja o trabalho de Gill et
al. (2012), explica melhor a relacéo desta familia com a salmonelose. Os autores desse
trabalho evidenciaram que ha uma reducdo nos micro-organismos da familia
Lachnospiraceae na infecgdo por S. Typhimurium devidoao recrutamento de neutrofilos
e a producgéo de elastase por estes. Com base nesses dados, podemos inferir que os
grupos previamente tratados com lactobacilos estdo atrasando ou abrandando a
infeccdo, pois estes grupos provavelmente nédo estdo ainda respondendo a infec¢do por
salmonela pelo aumento de agentes da microbiota envolvidos na tentativa de protecdo a
infeccdo. Porém, para se afirmar isso, necessitariamos de experimentos em cinética e/ou

que fosse avaliada a participacdo da elastase dos neutrdfilos recrutados na infeccéo,
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como fizeram os autores no estudo mencionado. Ferreira et al. (2011) constataram, além
da variacdo na abundéncia de micro-organismos da familia Lachnospiraceae, uma
reducdo na diversidade da microbiota intestinal a medida que a doenca progredia, o que
também foi observado no presente estudo.O trabalho de Ng et al., (2013), que avaliou a
variacdo da microbiota intestinal em uma conhecida condicdo de disbiose, a IBS
(sindrome do intestino irritavel), mostrou, assim como no nosso trabalho, participagdo
deOTUs do género Schlegelella, pertencente a classe Beta-Proteobacteria e ordem
Burkholderiales. Os autores mostraram a reducdo desse género na condi¢do estudada
por eles enquanto observou-se, no presente estudo, o aumento significativo (p<0,05) na
abundancia desse OTU nos grupos previamente tratados com lactobacilos isolados de
queijo Minas artesanal e posteriormente desafiados com S. Tyhphimurum quando
comparados ao controle negativo, somente desafiado com o patdgeno. Portanto, a
variacdo nesses OTUs parece indicar possivel efeito protetor das amostras de
lactobacilos B7 e D1 (por meio da modulagdo de agentes envolvidos na disbiose
intestinal) frente ainfeccdo por S. Typhimurium.

O perfil microbiano do grupo LPSA é bastante diferente do perfil observado nos
grupos tratados com leites fermentados por lactobacilos isolados de queijo Minas
artesanal e desafiados com S. Typhimurium, como pode ser observado na figura 33. E
interessante observar que a abundancia do OTU representado pela ordem Bacteroidales
foi maior (p<0,05) no grupo LPSA quando comparado ao controle negativo SA,
mostrando uma maior resisténcia a coloniza¢do por parte do L. paracasei (controle
positivo), visto que tende a manter a microbiota mais semelhante a do grupo sem
tratamento algum. Além disso, o aumento na abundancia de OTU representando a
familia Porhyromonadaceae, reforca o efeito protetor do controle positivo, uma vez que
essa familia, em estudos envolvendo a microbiota, normalmente esta relacionada com
MIB (Bacteroides intestinal murino, em traducdo livre), um agente comumente
associado a reducdo dos efeitos da salmonelose no ambiente intestinal (Ferreira et al.,
2011).
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Figura 33. Abundancia (%) dos 20 OTUs dominantes, em nivel de género, no
contetido do ileo camundongos machos convencionais (BALB/c) tratados com leites
fermentados por lactobacilos e desafiados ou ndo com S. Typhimurium (inéculo de
108 UFC). LPSA: grupo com sete dias de administragdo prévia de leite fermentado pela
amostra de L. paracasei(controle positivo) e sacrificio apos cinco dias da infec¢do com
salmonela, SA: grupo somente desafiado com S. Typhimurium (controle negativo)
(n=3). (p<0,05) para grupos realcados em negrito na legenda. Teste Metastats (n=6).
Obs: amostra seguidas de () e letra indicam a taxonomia maxima identificada pelas

ferramentas de andlise utilizadas, sendo O: ordem e F: familia.
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Figura 34. Abundancia (%) dos 20 OTUs dominantes, em nivel de género, no
conteddo do ileo camundongos convencionais (BALB/c) tratados ou néo
lactobacilos isolados de queijo Minas artesanal e desafiados ou ndo com S.
Typhimurium (in6culo de 10® UFC).LPSB: grupo com sete dias de administragéo
prévia de leite fermentado pela amostra de L. paracasei(controle positivo) e sacrificio
apos sete dias da infeccdo com salmonela, SB: grupo somente desafiado com S.
Typhimurium (controle negativo) e sacrificado apos sete dias (n=6). (p<0,05) para
grupos realcados em negrito na legenda. Teste Metastats (n=6). Obs: amostra seguidas
de () e letra indicam o nivel taxonémico minimo de identificacdo pelas ferramentas de

analise utilizadas, sendo O: ordem e F: familia.

A comparacao entre os grupos LPSB e SB na figura 34 mostrao aumento de um
OTU estatisticamente diferente no grupo LPSB, além do efeito protetor devido a
reducéo estatisticamente significativa na abundancia do OTU representando o género
Salmonella no grupo previamente tratado com o lactobacilo em comparagdo ao grupo
somente desafiado. O OTU em questdo ndo tem uma identificacdo conhecida nas bases
de dados atuais da regido V4 do gene 16s r RNA, portanto, o que pode ser afirmado a
respeito desse OTU, por ora, é que ele possivelmente esta envolvido no efeito protetor
do controle positivo em um modelo murino experimental de salmonelose.

Uma vez que, ao contrario do esperado, nem mesmo a familia
Lactobacillaceaeapareceu nos grupos tratados previamente com leite fermentado por
lactobacilos, avaliamos a abundancia do género Lactobacillus por técnicas de qPCR e
os resultados da quantificagdo de UFC baseado nos valores de Ct encontrados.
Curiosamente, em grupos experimentais semelhantes aos utilizados para as analises por
sequenciamento de nova geracao, onde o contetdo intestinal foi coletado 24horas apos a
ultima administracdo de leite fermentado por lactobacilos, somente 0s grupos (sem
tratamento algum), B7SA e D1SA apresentaram contagens mediasde lactobacilos (+
desvio padréo) de, respectivamente, 9,73+0,18; 9,88+0,14 e 9,59+0,16 logio UFC/g de
conteddo intestinal, ndo havendo diferenca (p>0,05) entre os grupos. Os grupos LPSA e
SA ndo apresentaram quantidades detectaveis por essa técnica de lactobacilos no
conteddo do ileo de camundongos. Para avaliar o tempo de permanéncia dos
lactobacilos no ileo dos camundongos, outro experimento foi desenvolvido, no qual
grupos semelhantes foram sacrificados 2horas apds o fornecimento de leite fermentado

ao invés de 24horas. Nesta analise, todos os grupos, inclusive o LPSA, apresentaram
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contagens médias de lactobacilos (+ desvio padrdo): 10,19+0,52, 9,93+0,11 e
9,96+0,11logio UFC/g de conteudo intestinal para B7SA, D1SA e LPSA,
respectivamente, todos semelhantes (p>0,05) aos grupos que tiveram seu contetudo do
ileo avaliado apds 24horas da administracdo dos leites fermentados, assim como o
grupo sem tratamento.

As andlises por gPCR confirmou o que as andlises pela plataforma MiSeq
Ilumina® ja evidenciaram: os lactobacilos ndo tém uma atuagdo direta sobre os niveis
populacionais do ileo de camundongos, mas parecem ser capazes de modificar a
microbiota deste local. Esta modulacdo da microbiotaprovavelmente esta ligada a
reducdo dos danos causados pela salmonelose, assim como a todas as transformacoes
indesejaveis que esta causa diretamente ao epitélio intestinal local, de acordo com os
resultados observados nos outros experimentos previamente mostrados.

Umpar deiniciadores para mensurar a abundancia do género Salmonella por
técnicas de qPCR também foi utilizado, mas nenhum dos grupos apresentou
quantidades detectaveis de bactérias deste género no contetido do ileo dos camundongos
desafiados por esta técnica. Isto indica que esta técnica é provavelmente ineficaz para a
deteccdo de Salmonella no ileo, visto que a técnica de sequenciamento de nova geragdo
utilizada conseguiu detectar, no ileo de camundongos de grupos experimentais
semelhantes, niveis consideraveis de bactérias deste género. Para confirmar o
observado, outro par de iniciadores especifico para S. Typhimurium (dados néo
mostrados) foi utilizado e ainda assim ndo houve deteccdo em nenhum dos grupos
experimentais, inclusive o grupo somente desafiado com o patdgeno, evidenciando que
esta ndo é a técnica mais adequada para detec¢do de S. Typhimurium, pelo menos ndo

no conteldo do ileo de camundongos machos BALBI/c.

6. RESUMO DOS RESULTADOS

A tabela 8 apresenta um compilado de todos os resultados, indicandose as
amostras avaliadas apresentaram resultado desejavel (mostrando, inclusive, a
intensidade da resposta observada) ou ndo paracada um dos testes realizados ao longo

do presente estudo.
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Tabela 8. Resumo dos resultados avaliados pelas amostras de lactobacilos isolados

de queijo Minas artesanal e controle positivo

) Amostra
Resultado avaliado

B4 B5 B7 Dl LP

Leite fermentado

Adequacdo a matriz lactea (leite fermentado) X X X X X
Aceitacdo sensorial X X x X X
Toleréncia a liofilizagdo (3 meses) X x X X

Antagonismo in vitro X X X X X

Animais Isentos de Germes

X
X
X
X
X

Colonizagéo do trato gastrointestinal

Antagonismo ex vivo X X X X X
Infeccdo deS. Typhimurium em animais I1G

Protecdo a translocacdo para figado (desafio - 6 dias) x X X
Preservacdo das vilosidades do ileo X X X
Reducéo de infiltrados inflamatorios no figado X X
Reducdo da resposta do tipo Thl no ileo (desafio - 5 dias) X
Estimulo da resposta regulatoria no ileo (desafio - 5 dias) X
Infeccdo de S. Typhimurium em animais CV

Aumento da sobrevida X x X
Reducéo da perda de peso X X X X
Protecdo a translocacdo para baco (desafio - 7 dias) x X
Protecdo a translocacdo para figado (desafio - 7 dias) X X
Preservacdo das vilosidades do ileo X X
Reducéo de infiltrados inflamatorios no figado X X X
Reducdo da resposta do tipo Thl no ileo (desafio - 5 dias) X X X
Estimulo da resposta regulatéria no ileo (desafio - 5 dias) x X
Reducdo da resposta do tipo Thl no ileo (desafio - 7 dias) X X X
Estimulo da resposta regulatéria no ileo (desafio - 7 dias) x X
Manutencdo da microbiota do ileo (desafio - 5 dias) X x X
Manutenc¢éo da microbiota do ileo (desafio - 7 dias) X x X
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Legenda: B4 e D1: L. rhamnosus, B5: L. casei, B7: L. plantarum, LP: L. paracasei (controle positivo).
CV: convecional,. IG: isento de germes. X mailsculo indica um resultado mais expressivo

estatisticamente que x minusculo.

7. CONCLUSOES

As linhagens B7 de L. plantarum e D1 de L. rhamnosus de lactobacilos isolados
de queijo Minas artesanal apresentam potencial probidtico e sdo adequadas para
elaboracdo de leite fermentado funcional, pois conferem efeitos protetores, de forma
direta e indireta, em modelos in vitro e in vivo, na infeccdo experimental por S.
Typhimurium (com uma leve superioridade da linhagem D1). A concluséo é reforcada
pelo fato de que as amostras experimentais de lactobacilos apresentaram resultados
semelhantes ou superiores ao controle positivo utilizado: L. paracasei probidtico

isolado de um leite fermentado comercial com alegac¢édo funcional.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) para 0s

experimentos in vivo do presente estudo.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 380 / 2013, relativo ao projeto intitlado “Avaliag&o do efeito protetor de lactobacilos de queijo
Minas artesanal na infecgdo experimental por Salmonella Typhimurium”, que tem como responsavel Marcelo Resende de Souza,
esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUAJUFMG), tendo sido aprovado na reunido de 11/03/2014. Este certificado espira-se em 11/03/20189.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 380 / 2013, related to the Project entilted *Evaluation of lactobacilli's from Minas artisanal
cheese protector effect on a experimental infection by Salmonella Typhimurium®, under the supervision of Marcelo Resende de
Souza, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CEUA/JUFMG), and was approved in 11/03/2014. This certificates expires in 11/03/2019.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 11/03/2014.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/ceteal/ceual
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampuiha
Unidade Administrativa Il = 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg_br/bioetica/cetea - cetea@prpq.ufmg.br

Anexo 2. Aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG para os

experimentos de analise sensorial do presente estudo.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %wl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao do efeito protetor de lactobacilos de queijos Minas artesanais na infecgao
experimental com Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium para o seu
uso como probidtico em alimento funcional

Pesquisador: Jacques Robert Nicoli

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 23291713.4.0000.5149

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme parecer.

BELO HORIZONTE, 11 de Margo de 2014
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