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RESUMO

Os beneficios exercidos pelos probidticos tém impulsionado uma série de pesquisas
em busca de novas linhagens com este potencial. Nesse contexto, este estudo visou
identificar e caracterizar 21 novas linhagens provenientes de ambientes diversos
baseando-se em testes para avaliacdo de probiose sugeridos por diretrizes de
agéncias reguladoras para posterior verificagdo do potencial protetor em modelo
murino de mucosite intestinal induzida por 5-fluourouracil (5-FU). A identificagdo por
MALDI-TOF revelou que todas as linhagens pertencem ao grupo das bactérias laticas
(BLs), sendo relatados o0s géneros Lactobacillus, Lactiplantibacillus,
Lacticaseibacillus, Pediococcus e Enterococcus. Foram realizados testes in vitro de
seguranga por meio da analise da resisténcia a antibidticos, degradagao da mucina e
potencial hemolitico e de eficacia e funcionalidade, por meio da avaliagdo da
resisténcia das linhagens aos sais biliares, tolerdncia ao pH acido, produgéo de
substancias antimicrobianas, adesao e imunoestimulacdo em células Caco-2.
Nenhum destes critérios foram excludentes quanto ao enquadramento das linhagens
como probidticos, uma vez que todas apresentaram bons parametros na prospecc¢ao.
Quatro delas pertencentes a espécies diferentes foram inicialmente direcionadas a
estudos in vivo, sendo elas Lacticaseibacillus paracasei Lpa1 (Lactobacillus paracasei
Lpa1), Enterococcus faecalis Efc15, Lactiplantibacillus plantarum Lpl19 (Lactobacillus
plantarum Lpl19) e Lactobacillus crispatus Lc21. Ao serem administradas aos animais
sem a indugdo da mucosite, todas as linhagens apresentaram parametros
semelhantes aos animais controle, sugerindo nao toxicidade. Todavia, as quatro nao
foram capazes de prevenir significativamente a perda de peso, redugédo do consumo
hidrico e alimentar, reducéo das vilosidades e inflamacao intestinais, caracteristicos
da doenca. Contudo, mesmo nao apresentando eficacia no tratamento da mucosite
intestinal quando administradas, ndo se pode excluir o potencial destas linhagens em
outros modelos de doencgas e aplicacdes. Desta forma, o presente estudo abre uma
gama de linhas de pesquisa para explorar o papel ndo somente das quatro linhagens
testadas in vivo, mas também de todas as outras que apresentaram caracteristicas

sugestivas de probiose na prospecgao.

Palavras-chave: Prospeccdo de probioticos. Testes de funcionalidade. Bactérias

lacticas. Mucosite intestinal. 5-FU.



ABSTRACT

The benefits exerted by probiotics have driven a series of studies in search for new
strains with this potential. In this context, this study aimed to identify and characterize
21 new strains provided from different environments based on tests for evaluation of
probiosis suggested by guidelines of regulatory agencies for further verification of the
protective effect in murine model of mucositis induced by 5-fluourouracil (5-FU).
Identification by MALDI-TOF revealed that all strains belong to the group of lactic
bacteria (BLs), belonging to the genera Lactobacillus, Lactiplantibacillus,
Lacticaseibacillus, Pediococcus and Enterococcus. In vitro safety tests were
performed through the analysis of antibiotic resistance, mucin degradation and
hemolytic potential and efficacy and functionality tests, through the resistance of the
strains to bile salts, tolerance to acid pH, production of antimicrobial substances,
adhesion and immune stimulation in Caco-2 cells. None of these criteria were
excluding regarding the classification of the strains as probiotics, once all of them
presented good parameters in prospection. Four of them belonging to different species
were initially directed to in vivo studies, being Lacticaseibacillus paracasei Lpa1l
(Lactobacillus paracasei Lpa1), Enterococcus faecalis Efc15, Lactiplantibacillus
plantarum Lpl19 (Lactobacillus plantarum Lpl19) and Lactobacillus crispatus Lc21).
When administered to the animals without the induction of mucositis, all strains showed
similar parameters to the control animals, suggesting non-toxicity. However, the four
were not able to significantly prevent weight loss, reduced water and food
consumption, reduction of intestinal villi and inflammation, characteristic of the disease.
However, even if they are not effective in the treatment of intestinal mucositis, the
potential of these strains in other disease models and applications cannot be excluded.
In this way, the present study opens up a range of lines of research to explore the role
not only of the four strains tested in vivo, but also of all others that showed

characteristics suggestive of probiosis in prospecting.

Key words: Probiotic prospection. Functionality testing. Lactic Acid Bacteria. Intestinal
mucositis. 5-FU.
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1. INTRODUGCAO

1.1 PROBIOTICOS

Os probioticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO,
2002; Hill et al, 2014). Podem pertencer a diferentes géneros e espécies de bactérias,
tendo também um género representante de leveduras (Saccharomyces), sendo seus
efeitos dependentes da linhagem (Jacobsen, 1999; Maasen et al., 2000, FAO/WHO,
2001).

Os principais representantes dos probioticos atuais sdo bactérias lacticas (BLs),
que sao microrganismos Gram-positivo, nao esporulantes, anaerobios facultativos ou
que crescem em microaerofilia. O grupo das BLs inclui espécies dos géneros
Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus e Weissella
(Oliveira-Sequeira, Ribeiro e Gomes, 2008; Wang et al., 2016; Mokoena et al., 2017).
Algumas linhagens pertencentes a estas espécies sao consideradas organismos
Geralmente Reconhecidos como Seguros (Generally Recognized As Safe- GRAS)
pelo FDA (Food and Drug Administration), por terem sido usados por um longo periodo
na histéria da humanidade para a produg¢ao ou conservacao de inumeros alimentos e
por possuirem potenciais beneficios na manutengéao da saude do hospedeiro (Soccol
et al., 2010). Contudo, alguns microrganismos nao pertencentes ao grupo das BLs
também podem possuir esse status e serem estudados para aplicagdo como
probidticos como Propionibacterium freudenreichii e P. acidioripionici utilizadas em
produtos lacteos (Rabah et al., 2017) e a levedura Saccharomyces cerevisiae muito
utilizada principalmente na fermentagdo de bebidas alcodlicas (Sampaolesi et al.,
2019).

Dentre os efeitos exercidos por esses microrganismos se destacam a
capacidade de manutencgao e restauracdo da homeostase da microbiota intestinal (Shi
et al., 2017), bem como estimulo a imunidade inata e adaptativa do hospedeiro (Kaci
et al., 2011; Hemarajata e Versalovic, 2013; Gao et al., 2015). Destaca-se também a
atuacado desses microrganismos na resisténcia gastrointestinal a colonizagado por
patéogenos (Halder et al.,, 2017), manutencdo e reforco da barreira intestinal
(Blackwood et al., 2017) e estimulagdo da produgédo de mucinas (Aliakbarpour et al.,

2012). Também é relatada a produgdo de metabdlitos que auxiliam no tratamento e
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prevencao de infecgdes gastrointestinais e doengas autoimunes (Huebner e Surawicz,
2006; Plaza-Diaz et al., 2017; Oliveira et al., 2017).

Para a categorizagdo de um microrganismo como probidtico efetivo, ele deve
cumprir uma série de requisitos, tais como: i) exercer efeito benéfico a saude de seu
hospedeiro; ii) ndo apresentar propriedades patogénicas; iii) persistir no ambiente
gastrointestinal do hospedeiro, resistindo a presenca de acido e bile; iv) apresentar
estabilidade nos processos de estocagem industrial, permanecendo viavel até o
consumo e v) modular o sistema imunolégico (Owehand et al., 1999; Turner, Ferreria
e Silva et. al., 2010, Tripathi et al., 2014).

1.2 MECANISMO DE AGAO

No que se refere aos mecanismos de agao dos probidticos, ainda ha muito o
que se investigar, uma vez que sao muito diversificados. Estudos demonstraram que
0 seu consumo esta diretamente atrelado a promocéo de beneficios a saude humana,
atuando principalmente sobre o trato gastrointestinal (Rehman, Ateequr, et al., 2012,
Shi et al., 2017) auxiliando na diminuigdo da intolerancia a lactose (Oak et al., 2019),
melhora da constipacdo e aumento da absorcao de minerais e produ¢ao de vitaminas
importantes para o hospedeiro (Tuohy et al., 2003; Wang et al., 2017), tendo relagao
também com obesidade e diabetes tipo 2 (Wang et al., 2017; Hsieh et al., 2018),
dermatite atdpica (Rather et al., 2016), cancer (Zaharuddin et al., 2019), depresséao
(Wallace et al., 2020) e inflamagdes entéricas (Saez-Lara et al., 2015). Os principais
mecanismos associados a estes beneficios até o momento so:

)] Restabelecimento da homeostase da microbiota por aumentar a

diversidade do microbioma intestinal juntamente com manutengéo da
estabilidade do mesmo, podendo reverter quadros de disbiose
(desequilibrio da microbiota intestinal que pode promover um
desbalango entre os constituintes da mesma e consequentemente
causar aumento das bactérias potencialmente patogénicas) (Preidis et
al., 2012; Wieérs et al., 2020). Tem sido observado que o consumo de
Lacticaseibacillus rhamnosus GG (Lactobacillus rhamnosus GG)
aumentou a abundancia de algumas espécies de Bifidobacterium em
criangas, género mais abundante em criangas saudaveis e alimentadas

com leite materno que nao sofrem de cdlicas intestinais (Partty et al.,
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2015). A administragdo de leite fermentado por microrganismos
probidticos em alguns estudos foi associado ndo somente a uma maior
estabilidade da microbiota, mas também ao aumento de vias
enzimaticas envolvidas no metabolismo de carboidratos (Mcnulty et al.,
2011; Veiga et al., 2014; Zmora et al., 2018).

Exclus&o de patdgenos principalmente devido a produgcao de compostos

antimicrobianos tais como bacteriocinas, perdxido de hidrogénio, acidos
organicos volateis, acido latico e acético que inibem o crescimento de
bactérias potencialmente patogénicas (Halder et al., 2017; Gaspar et al.,
2018; De Castilho et al., 2019). Alguns desses compostos ou uma
combinacao dos mesmos sao frequentemente associados a espécies de
BLs, sendo muito visados em aplicagdes na industria alimenticia como
biopreservadores de alimentos, bem como na industria farmacéutica
devido ao seu potencial de inibir crescimento de organismos
patogénicos, podendo servir como possivel alternativa ao uso de
antibidticos para combate de infec¢gdes causadas por microrganismos
multirresistentes (Suskovi¢ et al., 2010). A ades&o as células epiteliais
também é outro mecanismo responsavel por exclusdo de patdégenos por
meio da competicéo por sitios (Lebeer et al., 2008)

Producéo de acidos graxos de cadeia curta (Short Chain Fatty Acids-

SCFAs) tais como acetato, propionato e butirato, que sdo importantes
compostos atuantes na diferenciacao e proliferagao celular, bem como
na sinalizagdo de vias imunoldgicas, podendo também induzir expressao
de citocinas anti-inflamatérias (Parada Venegas et al., 2019). O efeito
anti-inflamatério desses compostos estd ligado a regulagdo génica
através da inativacdo das histonas deacetilases (HDACs), ativando o
gene dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs) presentes em
enterdcitos e células do sistema imune, ativando vias intracelulares de
transdugcao de sinais resultando na secrecao de peptideos intestinais
que tem agdo sobre o controle do metabolismo celular (Singh et al.,
2014; Chang et al., 2014; Park et al., 2016). Também esta relacionado a
indugdo de prostaglandina E2 e da expresséao da citocina anti-
inflamatéria IL10 via ativagdo dos GPCRs, inibindo respostas

inflamatorias em mondcitos humanos (Cox et al., 2009). O efeito
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inibitério sobre as HDACs também afeta a proliferacao e diferenciacao
celular, contribuindo para a protegéo contra canceres (Boffa et al., 1978).

Uma esquematizacao destes efeitos esta representada na figura 1.
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Figura 1 - Mecanismos de agéo dos acidos graxos de cadeia curta (SCFAs): os SCFAs que
sdo produzidos pela fermentacdo de fibras da dieta pela microbiota ativam receptores
acoplados a proteina G (por exemplo, GPR41/43) expressas em células enteroenddécrinas do
intestino (células L), ativando a secregdo de peptideos envolvidos na regulagdo do
metabolismo energético (peptideos semelhantes ao glucagon- GLP1 e GLP-2) e na fungao da
barreira celular. SCFAs podem também modular a expressdo génica por inibir a histona
deacetilase (HDACs). Fonte: adaptado de Wieérs et al., 2020.

V)

Protecdo da barreira epitelial por induzir a produgcdo de mucina e de

células B produtoras de IgA secretdria, atuando na defesa contra agente
exdgenos (Aliakbarpour et al., 2012, Blackwood at al., 2017). Além do
mais, a administragdo de algumas linhagens probidticas aumentou a
expressao de genes relacionados a formagao das tight juctions, as
proteinas ZO-1 e ocludina, que sdo componentes fundamentais na
manutencado da barreira epitelial por reduzirem a permeabilidade
intestinal (Ewaschuk et al., 2008; Lépine et al., 2008; Anderson et al.,
2010).

Modulacdo da resposta imune do hospedeiro por meio principalmente

da interagao e indugao de células dendriticas, mondcitos, macréfagos e
linfécitos (Azad et al., 2018) e da inibigdo da ativacdo da via de
sinalizagdo NF-kB (Kaci et al., 2011; Gao et al., 2015). Os probioticos
tem a capacidade de interagir com as placas de Peyer e os enterdcitos
via receptor de reconhecimento de padrdes (PRR), estimulando
producdo de citocinas e das células B produtoras de IgA bem como
induzindo a migragéo de células T reguladoras intestinais (Perdigon &

Holgado, 2000). Kwon e colaboradores (2010) relataram que uma
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mistura de probidticos [Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus
casei (Lactobacillus casei), Limosilactobacillus reuteri (Lactobacillus
reuteri), Bifidobacterium bifidium e Streptococcus thermophilus] foi
capaz de aumentar a resposta de células T-regulatérias CD4* forkhead
p3 (FoxP3), a qual é critica para manutengcdo da homeostase intestinal.
Também foi verificado que esta mistura reduziu as citocinas das células
Th1, Th2 e Th17 sem induzir a apoptose e aumentou a atividade
supressora de células T-regulatérias CD4*CD25", fundamentais para o
controle da resposta imune adaptativa (Kwon et al., 2010).

Os principais mecanismos de acao dos probidticos estdo esquematizados na

figura 2 a seguir:
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Figura 2: Mecanismos de ag¢ao de bactérias probiodticas no organismo humano. Os principais
mecanismos de agado dos probidticos incluem: 1) homeostase intestinal e manutengao da
barreira epitelial por meio do aumento das tight junctions, producdo de mucinas e IgA
secretodria; 2) aumento da adesao a mucosa intestinal e inibicao competitiva de patégenos; 3)
produgdo de substancias antimicrobianas, 4) modulagdo do sistema imunoldgico e 5)
producao de acidos graxos de cadeia curta. Fonte: adaptado de Liu et al., 2018

1.3 GENEROS DE BACTERIAS LACTICAS IMPORTANCIA PROBIOTICA
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1.3.1 GENERO Lactobacillus

Dentre as BLs com caracteristicas probidticas mais bem caracterizadas e
utilizadas, deve-se destacar as do género Lactobacillus, pertencentes ao filo
Firmicutes (Garrity; Bell; Lilburn, 2004). Os lactobacilos sdo microrganismos em forma
de bastonetes ou cocobacilos, mesofilos, aciduricos e catalase negativos (Robinson,
2002). O género foi descrito a primeira vez em 1901 (Beijerinck et al.,1901) e até
recentemente era composto por mais de 250 espécies definidas (Zhenget al., 2015,
Salvetti et al., 2018, Parks et al., 2018). Em 2019, contudo, analises gendbmicas
baseadas em marcadores envolvendo um grande numero de espécies revelaram que
varios membros do grupo estariam mais relacionados filogeneticamente com outros
géneros tais como Pediococcus, Paralactobacillus e Leuconostoc. Sendo assim, em
abril de 2020 foi divulgada uma nova classificagdo da familia Lactobacillaceae em
Lactobacillus, Pediococcus, Paralactobacillus e outros 23 géneros, agrupando o
género original em 38 espécies. As primeiras espécies do grupo descritas continuam
pertencendo ao género Lactobacillus, sendo boa parte dos outros géneros criados
contendo ainda o basiénimo original para facilitar a identificagdo, como por exemplo
Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus, Levilactobacillus, dentre outros (Zheng et al.,
2020). Estes exemplares sdo provenientes de habitats heterogéneos, podendo ser
encontrados em diversos nichos tais como na superficie de plantas, produtos
alimenticios fermentados e em diversas partes do organismo de seres humanos e
outros animais (Martino, et al., 2016; Duar et al., 2017).

Algumas caracteristicas dos lactobacilos os fazem especialmente interessantes
para aplicacdes na industria farmacéutica e alimenticia, tais como a sua resisténcia
aos sais biliares e ao pH acido do trato gastrointestinal (Fuochi et al., 2015; Prete et
al., 2020), capacidade antagonista (Servin et al., 2004; Prabhurajeshwar et al., 2017)
e acado imunomodulatéria (Wells et al., 2011; Cuffia et al., 2019). Dessa forma, os
representantes deste grupo tem sido extensivamente direcionados a estudos
utilizando animais ou ensaios clinicos em humanos para avaliagao do seu potencial
em reduzir ou amenizar disturbios tais como Doenga de Chrohn, mucosite intestinal,
canceres, colite ulcerativa, dentre outros (Abraham et al., 2017; Casas-Solis et al.,
2019).

Algumas linhagens como Lacticaseibacillus casei BL23 (Lactobacillus casei

BL23) e L. casei ATCC393 por exemplo, sdo muito conhecidas pela promogéo de
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efeitos anti-inflamatérios principalmente direcionado a doengas gastrointestinais,
como também acdes anticarcinogénicas (Rochat et al., 2007; Lee et al.,, 2015;
Jacouton et al.,, 2017). Outras linhagens de Lacticaseibacillus rhamnosus
(Lactobacillus rhamnosus) sao estudadas ha mais de trinta anos em funcéo do seu
potencial de protegcdo a mucosa por produgao de biofilmes e também de compostos
que impedem o crescimento de linhagens patogénicas, como proteinas tipo leticina 1
e 2 (Petrova et al., 2016), além da promogao de efeito protetor através do estimulo a
imunidade de mucosa com aumento de IgA e balango de citocinas IL10, IL12, IL23 e
TNF (Veckman et al., 2004; Capurso et al., 2019). Adicionalmente, L. plantarum CECT
7527, L. plantarum CECT 7528, e L. plantarum CECT 7529 mostraram promissores
resultados em estudos clinicos quanto ao potencial de reduzir os niveis de colesterol
em pacientes com hipercolesterolemia e reduzir o risco cardiovascular (Fluentes et al.,
2013). L. plantarum 299v é outra linhagem desta espécie muito estudada e
relacionada a melhora de quadros envolvendo desordens intestinais como colite,
diarréia e sindrome do intestino irritavel (Niedzielin et al., 2001; Sen et al., 2002; Wullt
et al., 2003). De fato, existe uma grande lista de linhagens estudadas e associadas a

inumeros beneficios. Alguns outros exemplos estdo demonstrados na tabela 1:

Tabela 1: Linhagens de Lactobacillus com potenciais efeitos a saude.

Espécie Efeito a saude Mecanismo Modelo Referéncia
L. pentosus Inibicdo de infegao por Secrecao de Células de Zheng et al.
LPS16 Heliobacter pylori bacteriocinas adenocarcino (2014)
multirresistente contra H. pylori, ma gastrico
inibicdo da humano da
capacidade de linhagem
adesao do AGS e

patégeno a células MKN45
gastricas por
competicao e

reducao da
inflamacéo.
L. plantarum Manutencéo da Inibicdo da via NF- Células de Kim et al.
LTA homeostase intestinal e kKB e MAPKs linfoma (2012)
reducao de processos humano da
inflamatorios severos linhagem HT-
29
L. casei 393 Prevencgao do cancerde = Homeostase das Camundongo Casas-Solis et
coélon citocinas IFNy, s BALB/c al. (2019)
TNF, IL10 e tratados com

manutencgao de 1,2-




25

uma dindmica de dimetilhidrazi

subpopulagao na (DMH)

saudavel de

células T CD4*,

CD8", e natural

killer (T-NK).
L. reuteriA9 e Reducédo nos niveis de Atividade da Ratos Wistar  Jiang et al.
L. mucosae colesterol em casos de enzima BSH submetidos a (2019)
A13 hipercolesterolemia (hidrolase de sais  dieta rica em

biliares) colesterol
L. delbrueckii  Efeito protetor contra Reducao do Camundongo De Jesus et al.
CIDCA 133 mucosite intestinal infiltrado s BALB/c (2019)

inflamatério e da tratados com

perda de células 5-FU

caliciformes, (300mg/Kg)

manutencgao da

permeabilidade e

da razéo

vilosidades/criptas

intestinais
Mistura de L. Efeito protetor contra Aumento da Camun Quaresma et
acidophilus mucosite intestinal propor¢ao dongos Swiss al. (2019)
com B. lactis visolidades/criptas  tratados com
ou L. intestinais, 5-FU (450
acidophilus, L. reducao do mg/kg)
paracasei, L. infiltrado
rhamnosus e inflamatorio de
B. lactis leucaocitos,

reducédo de TNF e

IL6 e manutengao

da arquitetura

intestinal
L. Melhoramento dos Manutencéo da Ratos Wistar Da Silva et al.
kefiranofaciens sintomas relacionadosa  permeabilidade da induzidos (2020)
P056 colite barreira intestinal e com DSS

aumento de

autofagossomas

No que diz respeito ao seu uso comercial, 0 género Lactobacillus juntamente

com Bifidobacterium s&o 0s que mais possuem representantes aprovados para o

consumo humano sob forma de bebidas lacteas e alimentos funcionais, como nas

preparagdes como Yakult e Sofyl (Yakult®) que apresenta L. casei shirota, Chamyto

e Ninho Soleil (Nestlé®), com L. paracasei, Batavito (Batavo®) com L. casei, L.

acidophilus e Nan Probio 2 (Nestlé®) com B. longum e L. rhamnosus (Granato et al.,

2010; Pimentel et al., 2017). Esta abundéancia de linhagens nestas preparagdes revela
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a importancia do género ndo somente direcionada a saude, mas também ao mercado
de probidticos, que € um dos que mais cresce no mundo, movimentando cerca de
49,4 bilhdes de ddlares no ano de 2018, tendendo a atingir 69,3 bilhdes de ddlares
até 2023 (Probiotics Market, 2020).

1.3.2 GENERO Enterococcus

Assim como os lactobacilos, algumas linhagens do género Enterococcus como
E. faecium, E. durans e E. faecalis sao pertencentes ao grupo das BLs; entretanto,
ainda nao possuem o status GRAS em fung¢ao do género compreender tanto bactérias
comensais simbidticas ou com efeito probidtico quanto algumas patogénicas
oportunistas. De fato, algumas linhagens resistentes a antibiéticos foram previamente
identificadas em pacientes hospitalares com a imunidade comprometida, mas estudos
indicam que elas apresentam baixo risco de infeccdo em seres humanos saudaveis
(Sanders et al., 2010; Franz et al., 2011). Contudo, diversos enterococos estao
envolvidos atualmente no processo de fermentacdo e desenvolvimento de odor e
sabor em queijos e salsichas, além de possuirem compostos antimicrobianos
fundamentais para a preservagédo de alimentos, mas uma possivel patogenicidade
deve ser minuciosamente estudada (Moreno et al., 2006, Barbosa et al., 2014).

Algumas linhagens sao utilizadas com éxito como probidticos e estao presentes
em preparagdes comerciais efetivas e seguras, como Cernivet® e FortiFlora® (Cerbios-
Pharma SA, Suiga), que contém E. faecium SF68 e Symbioflor®1 (Symbiopharm,
Herborn, Alemanha), que apresenta E. faecalis (Hanchi et al, 2018). Dentre os efeitos
benéficos desse género ja relatados na literatura se encontram o tratamento e
prevencdo de diarreias e incbmodos associados a sindrome do intestino irritavel
(Surawicz et al., 2003; Bybee et al., 2011), reduc¢ao nos niveis de colesterol LDL sérico
(Zhang et al., 2017; Zhu et al., 2019), producédo de SCFAs com efeito anti-inflamatorio
(Avram-Hananel et al., 2010; Mishra et al., 2019), acao inibitéria contra bactérias
Gram-negativo, (Pieniz et al., 2014; Vimont et al., 2017), manuteng¢ao da integridade
da barreira intestinal (Bednorz et al., 2013), dentre outros.

No que concerne a legislagdo, tendo em vista se tratar de um género com
linhagens patogénicas e probidticas, a Autoridade de Seguranga Alimentar Européia
(European Food Safety Authority- EFSA) e outros 6rgéos regulatorios tais como o

Advisory Committee on Novel Foods and Processes-ACNFP e o Food Standards
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Agency, aprovam o uso de determinadas linhagens na alimentagdo contando que
passem por uma avaliagdo de seguranca extremamente criteriosa, excluindo riscos
potenciais de cada linhagem especificamente (ACNFP, 1996; Franz et al.,
2011; EFSA, 2012a). Analises gendmicas devem ser conduzidas para avaliar ilhas de
resisténcia a antibidticos e fatores de viruléncia (Brodmann et al., 2017).

Linhagens referentes a E. faecium e E. faecalis sdo as unicas usadas
atualmente para fins alimenticios e/ou como probiéticos (Franz et al., 2011), contudo
muitos estudos estdo atribuindo a outras espécies caracteristicas promissoras a
saude, tais como E. munditii (Zyl et al., 2016), E. lactis (Nami et al., 2015) e E. durans
(Nami et al., 2014).

1.3.3 GENERO Pediococcus

Dentre as BLs, as que se enquadram no género Pediococcus sdo as menos
estudadas. Contudo, o crescente interesse pela elucidacdo de propriedades
probidticas de diferentes linhagens de bactérias laticas, tém impulsionado mais
pesquisas envolvendo estes exemplares. As espécies mais comuns desse género e
muito encontradas no trato gastrointestinal humano séo P. acidilactici e P. pentosaceus
(Papagianni & Anastasiadou, 2009).

Pediococcus acidilactici possui propriedades de interesse farmacéutico e
industrial, tais como resisténcia ao baixo pH, ao aquecimento e tratamentos
proteoliticos e produgcdo de peptideos antimicrobianos, especialmente de
bacteriocinas ou, mais especificamente, de pediocinas (Papagianni e Anastasidou,
2009, Skariyachan et al., 2019). Nieto-Lozano e colaboradores (2010) relataram forte
atividade da pediocina de P. acidilactici MCH14 na redugao de 2 log de UFC/mL de
Listeria monocitogenes e Clostridium perfrigens em carnes e salsichas. Estudos
avaliando a biopreservagdo por esta linhagem sao vastos, compreendendo
conservagao de alimentos marinhos e peixes (Xu et al., 2010; Cosansu et al., 2010),
vinhos (Diez et al., 2012), derivados lacteos (Silva et al., 2018; Skariyachan et al.,
2019), dentre outros.

No ramo das aplica¢des clinicas, a alta atividade microbiana em decorréncia
da produgao de pediocinas foram investigadas no controle de infecgbes vaginais por
L. monocytogenes e concluiu-se que Pediococcus spp. poderia ser caracterizado

como potencial probidtico de aplicagdo vaginal (Borges et al., 2016). Dentre as
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linhagens de Pediococcus, P. acidilactici RO37 apresentou promissores efeitos
direcionados ao tratamento de encefalomielite autoimune ou esclerose multipla por ter
a capacidade de induzir a producado de células T produtoras de IL10, sendo um
potencial terapéutico para a referida doenga (Kazushiro Takata et al., 2011; Mizoguchi
et al., 2017).

1.4 PROSPECGAO E REGULAMENTAGAO DO USO DE PROBIOTICOS

Os probioticos devem exercer efeitos benéficos ao individuo por meio do seu
crescimento e/ou atividade no organismo (Collins et al.,, 1998; Vandenplas; Huys;
Daubec, 2015). De acordo com a Organizagao das Nag¢des Unidas para Alimentagao
e Agricultura (Food and Agriculture Organization of the United Nations- FAO) (2002),
nao é puramente a sua origem que € importante, mas sim a especificidade da agao e,
por isso, torna-se necessario o estabelecimento de guias para a definigdo de uma
abordagem sistematica para avaliagao do beneficio e seguranga do uso de probidticos
(FAO, 2002). Portanto, a FAO, juntamente com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), fundamentaram diretrizes para definir os quesitos importantes para alegar com
precisao que um microrganismo € um probidtico. Os critérios avaliados se pautam em
trés caracteristicas principais: comprovagao assertiva da identidade, da segurancga e
do efeito benéfico de cada linhagem especifica de microrganismo (FAO/WHO, 2002;
2006).

No Brasil, a aprovagao para o uso de probidticos para o consumo esta sujeita
a avaliacdo prévia da Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), segundo a
Resolugcdo RDC Anvisa n°® 241, de 27 de julho de 2018, que também se fundamenta
na avaliagao da identidade, seguranca e efeito benéfico, baseando-se nas orientagbes
internacionais reconhecidas (Anvisa, 2019). A tabela 2 retirada do Guia Pratico da
ANVISA, sintetiza os requisitos necessarios e os métodos considerados adequados
para a apresentacdo de um dossié cientifico visando a regulamentacdo do uso de

determinado probidtico.
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Tabela 2: componentes para apresentacao do dossié técnico-cientifico para avaliagao de uma

linhagem probidtica

APRESENTACAO DO DOSSIE
Identificar a linhagem do microrganismo e a alegagao pretendida, informar o produto que sera
utilizado, o publico alvo, a dose recomendada, as condi¢cbes ou restricdes de uso, as
adverténcias e os potenciais efeitos adversos

COMPROVAGCAO

DA IDENTIDADE
-Nomenclatura
-Depdsito em
colecao de cultura
-Origem da
linhagem
-ldentificagao

COMPROVACAO

DA SEGURANCA
-ldentificagao da
classe de risco
-Histérico de uso
-Revisao na
literatura
-Ensaios in vitro
-Ensaios em
animais
-Ensaios em
humanos
-Vigilancia pos
mercado

COMPROVACAO DO
BENEFICIO
-Alegacdes de
propriedade funcional
ou a saude
-Estudos para
caracterizacao da
linhagem probidtica
-Estudos para
comprovacgao do
beneficio de uma
alegacao
-Busca da totalidade
de evidéncias
-Avaliacado da
qualidade dos estudos
-Avaliacado da
totalidade das
evidéncias
-Comprovacao de
uma alegagéo em
mistura de probidticos

CONCLUSAO DO
DOSSIE TECNICO-
CIENTIFICO

Fonte:http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/5280930/21.pdf/1c99eeb1-7143-469a-
93ff-7b2b0f9187¢c0

1.4.1 COMPROVAGAO DA IDENTIDADE

A identificagdo das linhagens a serem estudadas constituem o primeiro

requisito para a avaliacdo de suas propriedades probiéticas, sendo o ponto de partida

de qualquer selecdo. De acordo com a Anvisa, uma identificacdo assertiva do

microrganismo esta diretamente relacionado com a sua seguranga, uma vez que

dessa forma é possivel prever caracteristicas gerais do mesmo tomando como base

grupos taxonomicamente relacionados ja conhecidos, sendo possivel avaliar provavel

producao de toxinas, fatores de viruléncia ou outros compostos nocivos a saude
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muitas vezes intrinsecos a um género ou espécie especificos (Anvisa, 2019). A
identificacdo também pode auxiliar no processo de alegagdo de propriedades
benéficas a saude, uma vez que muitos probidticos compartilham grupos taxonémicos
em comum. Entretanto, € imprescindivel também a identificacdo da linhagem do
microrganismo e o possivel estudo gendémico do mesmo, uma vez que os efeitos
exercidos s&o linhagem-especificos (Jacobsen, 1999; Maasen et al., 2000).

A identificagdo de microrganismos em laboratérios de pesquisa tem sido
desenvolvida pelo método do sequenciamento do genoma completo ou do rRNA 16S
e 18S (FAO/WHO, 2006; Neelja Singhal et al., 2015). Embora essas técnicas sejam
amplamente reconhecidas e as mais recomendadas, elas sao normalmente
demoradas e custosas. Dessa forma, nos ultimos anos, a espectrometria de massa
com fonte de ionizagdo e dessorgdo a laser assistida por matriz- MALDI (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization) e analisador de massas do tipo tempo-de-voo-
TOF (Time-of-Flight) emergiu como uma ferramenta potencial para identificagdo e
diagndstico microbiano, uma vez que requer preparagdo minima da amostra e realiza
a analise dos dados de forma direta, rapida e com bom custo beneficio (Neelja Singhal
et al., 2015; Hadi Maleki Kakelar et al., 2019). Esta técnica baseia-se na identificagéo
de proteinas microbianas que sdo bem conservadas dentro de uma espécie, sendo
um método com alto grau de confianga para discriminar espécies bacterianas

intimamente relacionadas (Spanu et al., 2011; Bizinni et al., 2011).

1.4.2 COMPROVAGAO DA SEGURANGA

Para avaliar indicios acerca da seguranga de uma linhagem, inicialmente
precisa ser feita uma busca na literatura para investigagcao da existéncia de seu status
GRAS baseado no FDA e/ou QPS (Qualified Presumption of Safe), baseado na
Autoridade Européia para Seguranca Alimentar (European Food Safety Authority-
EFSA) ou do enquadramento da linhagem em alguma classe de risco (ANVISA, 2019).

Testes in vitro sao requisitos fundamentais e devem comprovar que a linhagem
nao possui genes de resisténcia a antibidticos, uma vez que os mesmos podem ser
transferidos horizontalmente via plasmideos, bacteri6fagos ou transposons para
outros microrganismos, incluindo patogénicos (EFSA, 2012; Shao et al., 2015).

Outro concernimento envolvendo a seguranga do uso de probidticos se

relaciona a presencga de fatores de viruléncia normalmente comuns em organismos
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patogénicos, como a produgdo de hemolisina que resulta em rompimento da
membrana plasmatica da hemacia, com consequente redugao de aporte de oxigénio
nos tecidos e liberagcdo de hemoglobina no plasma, causando anemia e edema no
hospedeiro (Husain et al., 2008; Giraffa, 2012). A B-hemdlise leva ao rompimento total
da hemacia, sendo, portanto, uma caracteristica negativa em uma linhagem
probidtica, enquanto a a-hemdlise causa rompimento parcial e a y-hemdlise, nenhum
rompimento (Giraffa, 2012). Estudos prévios demonstraram auséncia de hemolise (y-
hemdlise) em diversas linhagens probidticas de Lactobacillus, sendo considerada
também a presenga de a-hemolise como segura desde que realizados testes
complementares de seguranga para avaliar outros potenciais fatores de viruléncia
(Argyri et al., 2013; Lee et al., 2017; Botta et al., 2014).

Ainda é importante também como critério de seguranga avaliar a performance
das linhagens potencialmente probidticas em relagcdo a capacidade de degradar
mucina, visto que este quesito é relacionado a viruléncia de alguns patégenos por
propiciar danos a barreira da mucosa intestinal (Monteagudo-Mera et al., 2012).

Em conjunto, os testes que visam avaliar a susceptibilidade aos antibidticos,
potencial hemolitico e de degradagdo da mucina fornecem indicios da confiabilidade
do uso de determinado microrganismo para consumo. Contudo, ndo € apenas a
auséncia de riscos a saude que determina um probidtico, mas também a comprovagao
da promocgao de beneficios a saude do hospedeiro, que compde a terceira fase do
processo de prospecgao apos comprovacao da identidade e seguranga (Anvisa,
2019).

1.4.3 COMPROVAGAO DA EFICACIA

Inicialmente, para se ter o beneficio desejado, linhagens probiéticas devem ser
capazes de sobreviver as condi¢cdes de estresse acido e enzimas digestivas do
estdmago, e a bile no intestino delgado (FAO / WHO, 2002; Del Piano et al., 2008;
Padmavathi et al., 2018). Dessa forma, a Anvisa postula como requisito fundamental
nesse aspecto, a realizacdo de testes que devem demonstrar a toleréncia das
linhagens a temperatura corporal do hospedeiro-alvo, resisténcia a acidez gastrica;
resisténcia aos acidos biliares e a lisozima. Adicionalmente, a quantidade minima
viavel para estes probidticos exercerem seus efeitos deve estar situada

preferencialmente na faixa de 10° UFC para consumo diario. Valores abaixo de 108
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UFC sao aceitos apenas com comprovagao da sua eficacia nessa quantidade (Anvisa,
2008).

Além de sobreviver a passagem ao TGl, alguns probiéticos podem apresentar
preferencialmente a capacidade de aderir ao epitélio intestinal para prolongar o tempo
da sua permanéncia no mesmo e assim, potencializar a sua acédo e o estimulo ao
sistema imunoldgico, apesar de ndo ser uma caracteristica fundamentalmente
indicativa de probiose (Tallon et al., 2007; Ranadheera et al., 2014; Monteagudo-Mera
et al., 2019). Alguns ensaios in vitro de ades&o a células intestinais podem revelar tal
capacidade das bactérias potencialmente probidticas (Servin e Coconnier, 2003). O
teste de aderéncia a células epiteliais normalmente é realizado com linhagens
celulares com caracteristicas morfofuncionais semelhantes as do intestino, tais como
Caco-2 e HT-29, que expressam grande parte dos principais receptores e proteinas
de membrana que enterdcitos maduros (Sharma e Kanwar et. Al., 2017; Fatmawati et
al., 2020).

A importancia da adesao pode estar também relacionada a exclusdo de
provaveis organismos patogénicos por competicdo, sendo um critério desejavel
(Chapman et al., 2014; Van Zyl et al., 2020). Tem sido reportado que grande parte dos
probioticos interagem com a parede intestinal, formando assim uma barreira de defesa
contra potenciais patdgenos invasores, protegendo o individuo de eventuais infecgdes
(Ohland et al., 2010; Zaylaa et al., 2018). Alguns estudos tem demonstrado que a
capacidade de adesdo de linhagens de Lactobacillus juntamente com linhagens
patogénicas tende a inibir a colonizag&o do intestino por estes patéogenos (Bao et al.,
2010). Em trabalhos recentes, foi demonstrado que duas linhagens de BLs
Lacticaseibacillus paracasei KN19 (Lactobacillus paracasei KNI9) e Lactiplantibacillus
plantarum L15 (Lactobacillus plantarum L15), foram capazes de inibir respectivamente
a adesao de Yersinia enterocolitica (Damodharan, Karthiyaini, et al., 2019) e
Escherichia coli (Behbahani, Behrooz Alizadeh et al., 2019) as células Caco-2.

Esta importante caracteristica de um probidtico associada a exclusdo de
patégenos pode estar também relacionada a produgcdo de substancias
antimicrobianas pelos mesmos, possibilitando aplicagbes direcionadas a terapia de
infecgcdes do trato gastrointestinal e do trato urinario (Nomoto et al., 2005; Falagas et
al., 2006; Zhang et al., 2011), bem como auxiliando na conservagao de alimentos por

atuar no controle de bactérias indesejaveis (Havelaar et al., 2010) e também
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exercendo ag&o analoga aos antibioticos, podendo ser usadas como alternativas ao
mesmo (Halder et al., 2017).

1.5 ENSAIOS IN VIVO

Todas as etapas de prospeccao in vitro apresentadas nos topicos anteriores
tem o intuito de fornecer indicios acerca do efeito benéfico de linhagens probidticas e
de sua seguranga para 0 consumo, visando uma melhor caracterizacdo das mesmas
para serem direcionadas aos ensaios utilizando modelos de doencas in vivo. Um dos
focos principais de atuagao dos probidticos € relacionado a doencas inflamatorias
intestinais e existem diversos modelos animais para estudo das mesmas. Dentre
estes, podemos citar o de mucosite intestinal induzida por 5-fluourouracil (5-FU). Estes
ensaios ainda s&o requisitos fundamentais para o direcionamento das linhagens rumo

ao inicio dos testes clinicos em humanos (Anvisa, 2019).

1.5.1 AMUCOSITE INTESTINAL

A mucosite intestinal € um dos efeitos colaterais decorrentes do tratamento
radioterapico ou quimioterapico, sendo o 5-FU um dos farmacos mais utilizados na
quimioterapia para o tratamento de canceres de cabeca e pescoco bem como de
mama, colorretais e gastricos (Almokashfy et al., 2016; Thomas et al., 2016). Cerca
de 20-40% dos pacientes submetidos a doses normais de 5-FU (12 mg/kg durante 3-
4 dias por via intravenosa) apresentam este efeito colateral, enquanto 80-100% dos
que sao submetidos a doses maiores desenvolvem a doenga (Cinausero et al., 2017).
Os sintomas da mucosite que incluem perda de apetite, ndusea, diarreia e intensas
dores abdominais podem fazer com que muitos pacientes tenham que abandonar o
tratamento ou mesmo reduzir a dosagem do 5-FU, comprometendo a eficacia do
mesmo (Cinausero et al., 2017).

No nivel celular, a mucosite intestinal acomete principalmente o intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo), induzindo um quadro inflamatério com
comprometimento da barreira intestinal (e consequente predisposi¢céo a infecgdes por
microrganismos oportunistas), danos as criptas e aos vasos da submucosa e
encurtamento das vilosidades, afetando, assim, a absorcdo de nutrientes pelo

intestino (Stringer et al., 2013; Lee et al., 2014). A decorréncia da mucosite induzida
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pela quimioterapia com 5-FU se da em funcao do efeito apoptdtico do farmaco, que
acaba por acometer células saudaveis além das cancerosas (Almeida et al., 2005),

seguindo uma sequéncia de eventos biolégicos como descritos por Sonis (2004)

(Figura 3):

Phase lI/1ll
Phase | Messaging, signaling, Phase IV Phase V
Normal epithelium Initiation and amplification Ulceration (mucositis) Healing

I Epithelial layer —

Submucosa

Basal cell Chemotherapy Blood vessel Inflammatory cell Fibroblast

Figura 3: A sequéncia de eventos bioldgicos envolvidos na mucosite divididos em cinco
fases:iniciacao, resposta a danos primarios e amplificagao, ulceragao e cicatrizacao. Iniciacao
() é caracterizada pelo dano ao DNA e/ou RNA e geragédo de ROS. Na fase de resposta aos
danos primarios (Il) ocorre ativagdo de fatores de transcricdo que por sua vez ativam genes
envolvidos em processos inflamatérios, levando a apoptose e dano tecidual via mecanismo
de feedback positivo, que amplificam a resposta inflamatéria com a producdo de mais
citocinas, gerando também estresse oxidativo (lIl). Esta série de eventos leva a ulceragao do
tecido (1V), culminando em perda da integridade epithelial, podendo propiciar colonizagao por
bactérias patogénicas ou translocacdo de micorganismos do lumen para a corrente
sanguinea. Por fim, a fase de cicatrizagéo (V) se caracteriza por um processo espontaneo de
restruturacédo da arquitetura e fungéo do epitélio intestinal. Fonte: Sonis, 2004

Fase de iniciacdo: apds a administracdo do 5-FU, o farmaco entra na célula e
é convertido em trés principais metabdlitos: fluourodeoxiuridina monofosfato (FAUMP),
fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) e 5-fluorouridina trifosfato (FUTP) (Figura 4). O
metabdlito FAUMP liga-se e inibe a enzima timidilato sintase, diminuindo a
concentragcao de desoxitimidina trifosfato (dTTP), que é importante para sintese e
reparo do DNA e aumentando FAUTP e FUTP que se incorporam respectivamente no
DNA e RNA da célula (Miura et al., 2010). Os danos a estrutura celular ocasionados
em fungdo da incorporacdo destes metabdlitos na cadeia nucleotidica promovem
também geracao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), que culminam em dano

tecidual e morte celular (Sonis, 2004; Cinausero et al., 2017).
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Figura 4: Mecanismo de acao do 5-Fluorouracil no organismo e sua estrutura molecular. 5-FU
€ um antimetabdlito analogo a uracila, sendo formado através da substituicao do carbono 5
de um atomo de hidrogénio por um atomo de fltor (ver estrutura molecular no canto inferior
esquerdo da figura). Este farmaco € convertido em trés metabdlitos principais:
fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP), fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) e 5-
fluorouridina trifosfato (FUTP). FAUMP se liga a enzima timidilato sintase, inibinado-a e
ocasionando desbalango no pool de nucleotideos, inibindo a sintese de DNA ou causando
danos. FUTP por sua vez é incorporado ao RNA, promovendo danos e ocasionando perda
functional com consequente morte celular. Fonte: Longley et al. (2003).

Fase de resposta a danos primarios: apds danos ao DNA que resultam em
lesbes celulares diretas e apoptose, na segunda fase ocorre ativagdo de vias de
transducao de sinais, com expressao de diversos mediadores do processo de
inflamacao, tais como IL6, IL8, INOS TNF, IL1[3, dentre outros, podendo causar dano
a mucosa (Sonis, 2004).

Fase de amplificacdo do sinal: citocinas pro-inflamatérias produzidas na fase
anterior agem via mecanismo de feedback positivo, aumentando a produgao de mais
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citocinas, iniciando um processo inflamatério agudo com mais danos teciduais e
amplificagdo da lesdo (Sonis, 2004).

Fase de ulceracdo: em decorréncia dos danos gerados, ocorre perda da
integridade da mucosa intestinal com a formagao de ulceragbes, encurtamento de
vilosidades e aumento da profundidade das criptas, propiciando a colonizagao de
bactérias patogénicas oportunistas e/ou a translocagado das mesmas do lumen para a
corrente sanguinea (Cinausero et al., 2017). Adicionalmente ocorre um grande
infiltrado inflamatdrio de neutrdfilos, eosindfilos e macrofagos (Li et al., 2017).

Fase de cicatrizacdo: apos cerca de 3-4 dias apds o final do tratamento,
observa-se remisséo espontanea das ulceragdes e restauracao das células do epitélio
intestinal (Duncan e Grant, 2003; Sonis, 2004).

A gravidade da mucosite tem revelado estar diretamente relacionada a
desbalancgos nas linhagens comensais da microbiota intestinal, o que pode levar a um
quadro de disbiose, caracterizado por perda da homeostase intestinal com reducgao
da diversidade microbiana (Justino et al., 2014; Severance et al., 2016; Li et al., 2017).
Alteragcdes na microbiota foram observadas apds experimentos com inducdo da
mucosite com 5-FU em animais, com mudangas na composi¢gdo dos géneros como
aumento de Straphylococcus e Escherichia e reducao de Clostridium, Lactobacillus,
Streptococcus e Enterococcus (Stringer et al., 2007; Li et al., 2017).

Em condi¢gdes normais, a manutengdo da microbiota auxilia na integridade
intestinal por meio da interagdo com receptores TLR (Toll like receptors) via padrées
moleculares associados a patégenos (MAMPs) presentes na superficie bacteriana,
ativando a via NF-kB para o desencadeamento de uma resposta imune inata que
auxilia na manutencdao da homeostase intestinal controlando reparos teciduais.
Adicionalmente, a microbiota comensal ajuda a manter a permeabilidade intestinal por
induzir a produgdo de uma camada de muco que reveste e protege o epitélio e
expressao de proteinas tight junctions que mantém a integridade intestinal (Figura 5)
(Touchefeu et al., 2014).
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Figura 5: Agbes da microbiota comensal sob a mucosa intestinal. Fonte: Touchefeu et al.,
(2014)

Portanto, no quadro da mucosite, no qual € observado um aumento da
permeabilidade e comprometimento da arquitetura intestinal, a modulagcédo da
microbiota por meio da administracdo de probidticos € uma alternativa promissora
(Touchefeu et al., 2014; Gori et al., 2019). Outras propriedades probidticas tais como
a capacidade de inibir crescimento de determinadas bactérias potencialmente
patogénicas pode ainda exercer efeito protetor contra provaveis infecgbes
oportunistas ou até mesmo evitar riscos maiores como o de translocacao bacteriana

ocasionando sepse (Tomkovich et al., 2016).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A busca por linhagens de bactérias com propriedades benéficas tem sido foco
de importantes pesquisas nas ultimas décadas no campo da medicina, biotecnologia
e industria alimenticia (Sheridan et. Al., 2014; Wieérs et al., 2020). Foi demonstrado
que alguns probioticos podem atuar na modulagdo da microbiota intestinal, bem como
na promogado de resisténcia gastrointestinal a colonizagdo por patégenos,
imunoestimulacdo, producdo de vitaminas, inibicdo do desenvolvimento de
determinados tipos de canceres e de doengas inflamatorias intestinais, dentre outros
beneficios (Holanda et al., 2008; Plaza-Diaz et al., 2017; Markowiak et al., 2017).

Para a caracterizagdo segura de uma linhagem probidtica, a mesma deve
cumprir com uma série de requisitos baseando-se nas diretrizes da Anvisa e
FAO/WHO. Portanto, deve-se primeiramente conhecer a identidade do
microrganismo, conduzir testes in vitro de segurancga, funcionalidade e eficacia e
posteriormente desenvolver uma estudo in vivo em modelos experimentais para
comprovacao dos efeitos benéficos ao hospedeiro-alvo, antes de se direcionar seu
uso em humanos (FAO, 2001; Anvisa, 2019).

Algumas doengas inflamatorias que impactam diretamente a qualidade de vida
dos individuos, como € o caso da mucosite intestinal, ainda ndo possuem tratamento
especifico, e 0 uso de linhagens probidticas pode auxiliar muito no alivio dos sintomas
relacionados a estes quadros clinicos (Justino et al., 2015; OH et al., 2017).

Uma vez que o quadro da mucosite esta associado diretamente a pacientes
sob o0 uso de quimioterapicos que ja estdo por sua vez com um quadro imunoldgico
debilitado, a caracterizagdo de linhagens a serem aplicadas como tratamento
alternativo a esta doenga deve ser minuciosa de forma a assegurar 0os menores riscos
a saude do individuo (Daliri et al., 2019, Pico-Monllor et al., 2019).

Embora exista atualmente muitas linhagens probiéticas sendo estudadas, a
avaliagdo dos beneficios especificos de novas bactérias ainda é um requisito
importante, uma vez que a cada dia se conhecem propriedades inéditas de linhagens
especificas que podem ser ainda mais benéficas no tratamento deste quadro sem
apresentar risco ao paciente, culimando consequentemente em melhora da qualidade

de vida.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma prospec¢ao para avaliagdo de probiose de bactérias lacticas
isoladas de diferentes habitats e, posteriormente, avaliar o efeito protetor em modelo

murino de mucosite intestinal induzida por 5-fluourouracil (5-FU).

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar identificagdo taxonémica das linhagens por meio da técnica de MALDI-
TOF,;

2. Avaliar a segurancga das linhagens por meio da analise de:

a) Perfil de resisténcia a antibioticos;
b) Potencial hemolitico;
c) Capacidade de degradar mucina.
3. Avaliar a eficacia das linhagens por meio da analise de:
a) Resisténcia ao suco gastrico artificial;
b) Resisténcia aos sais biliares;
c) Capacidade antagonista contra patdgenos do trato gastrointestinal,
d) Adeséo as células Caco-2,;
e) Capacidade de imuno-estimulagc&o de células Caco-2;

4. Estudar o efeito protetor de linhagens que apresentaram bons paradmetros na
prospecgao em modelo murino de mucosite intestinal induzida por 5-FU por
meio da analise de:

a) Variagdo da massa corporal dos animais, consumo hidrico e alimentar e
comprimento intestinal;

b) Calculo do indice de inflamagao esplénico, hepatico e intestinal;

c) Integridade da mucosa intestinal, por meio de andlise de escores
histopatologicos no ileo dos animais;

d) Avaliagéo histoloégica do comprimento das vilosidades e profundidade das

criptas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 LINHAGENS BACTERIANAS E CONDIGOES DE CRESCIMENTO

O local de onde foram isoladas as linhagens utilizadas neste estudo, bem como
0 seu numero de identificagdo adotado neste trabalho e sua identificacdo original

estio retratados na tabela 3:

Tabela 3: fonte das respectivas linhagens isoladas.

Fonte ID ID (original) Procedéncia
Beterraba- Feira de Santana - BA (feira livre) 1 BET9 LAMASP
Manteiga artesanal- Feira de Santana - BA (feira

. MTO1 LAMASP
livre)

Mandioca - Feira de Santana - BA (feira livre) PUB16 LAMASP

Caldo de cana — Feira de Santana - BA

(ambulante) CC09 LAMASP

Tomate — Feira de Santana- BA (feira livre) TOM9 LAMASP

Repolho - Feira de Santana- BA (feira livre) R2 LAMASP

2
3
4
Mandioca — Feira de Santana- BA (feira livre) 5 LVBg LAMASP
6
7
8

Leite de cabra - Feira de Santana- BA LCMHA1 LAMASP

Leite de vaca — Fazenda em Ruy Barbosa — BA 9 LV.cr LAMASP
Fezes de frango - Fazenda em Ruy Barbosa- BA 10 F11 LAMASP
Beterraba - Feira de Santana- BA (feira livre) 11 BET21 LAMASP
Leite materno apés 3 dias do parto — BA 12 H1 LAMASP
Fezes de potro — Camacari (BA) 13 E13 LAMASP
Abacaxi — Feira de Santana- BA (feira livre) 14 ABX10.1 LAMASP
Leite de vaca — Ruy Barbosa-BA 15 LVBp1 LAMASP
Fezes de Bezerro — Ruy Barbosa-BA 16 B3.17 LAMASP
Leite de vaca — Feira de Santana- BA 17 LV13 LAMASP
Fezes de bebé de 3 dias — Feira de Santana- BA 18 H15 LAMASP
II;Zzes de bezerro- Fazenda em Ruy Barbosa- 19 B4 23 LAMASP
Bebida tradicional pulque- Morélia, México 20 aM LANMDA
Microbiota vaginal de mulheres saudaveis 21 F-0774 LMA

LAMASP: Laboratério de Microbiologia Aplicada e Saude Publica; LANMDA: Laboratdrio
Nacional de Nutrigendbmica e Microbidmica Digestiva Animal; LMA: Laboratorio de
Microbiologia Aplicada.
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As amostras 1 a 19 foram provenientes do Laboratério de Microbiologia
Aplicada e Saude Publica (LAMASP) da Universidade Estadual de Feira de Santana
(UEFS), a amostra 20 do Laboratério Nacional de Nutrigenbmica e Microbidbmica
Digestiva Animal (LANMDA) na Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo,
no México e 21, do Laboratorio de Microbiologia Aplicada (LMA) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

As bactérias foram recebidas em stabs contendo meio MRS (de Man, Ragosa
& Sharpe). Para a ativagdo das mesmas, devido ao fato de serem provenientes de
diferentes nichos, consequentemente com temperaturas de crescimento
heterogéneas, todas elas foram inoculadas em meio liquido MRS (Difco™) e deixadas
overnight em estufa bacteriolégica em duas temperaturas: 30°C e 37°C. As culturas
reativadas foram semeadas em placa de Petri com MRS (Difco™) acrescido de 1,5%
de agar bacteriolégico (Difco™), e deixadas em estufa bacterioldgica. Posteriormente,
uma unica colénia de cada placa foi crescida em meio liquido MRS (Difco™) nas duas
temperaturas e parte desse cultivo foi estocado com glicerol 15% a -80°C e guardado
na bacterioteca do laboratdrio.

Foi sucedida uma cinética de crescimento para avaliar qual das temperaturas
testadas seria mais promissora para o crescimento das linhagens. Para isso, pré-
in6culos foram feitos adicionando-se 5 YL das amostras da bacterioteca a 5 mL de
meio MRS liquido (Difco™). Os pré-inéculos foram mantidos na temperatura desejada
overnight, em estufa bacterioldgica. No dia seguinte a cada pré-inoculo, placas de 96
pocos foram preparadas acrescentando 200 yL de meio MRS liquido (Difco™)
(volume final) em cada pog¢o. Os pré-inodculos foram entdo diluidos em cada um dos
pocos da placa de forma a se obter uma DOsoonm inicial de 0,04 para cada linhagem,

de acordo com a férmula 1:

Formula 1:
DOgponm 0,04 X volume final
DOgoonm OVErnight

Volume do pré inéculo a ser adicionado =

Apods a diluicdo de todas as linhagens bacterianas dispostas nos pogos da
placa, prosseguiu-se com a incubagdo da mesma em incubadora e leitora automatica
para microplacas (Multiskan Spectrum - Thermo Scientific) a 30°C e a 37°C
separadamente. A absorbancia do cultivo foi determinada pela leitura da DOsoonm a



42

cada 1 h, durante 12 h para realizagdo da curva de crescimento correspondente a
cada linhagem estudada em cada temperatura correspondente. Os dados das curvas

foram plotados no programa GraphPad Prism 8.0.

4.2 IDENTIFICAGAO DAS LINHAGENS

Para uma identificagdo taxondmica a nivel de género e espécie, prosseguiu-se
com a técnica de espectrometria de massa com fonte de ionizacéo e dessor¢ao a laser
assistida por matriz e analisado de tempo-de-voo (MALDI-TOF). A identificagdo
biomolecular das bactérias lacticas estudadas no presente trabalho foi realizada no
Laboratério Aquacen, da Escola de Veterinaria da UFMG, sendo as mesmas
analisadas de acordo com os valores de escore propostos pelo fabricante, como
relatado a seguir.

Inicialmente foram obtidos os perfis proteicos das linhagens por meio do
protocolo de extragdo com etanol/acido férmico de acordo com Sauer et al. (2008) e
Freiwald & Sauer (2009) com algumas modificagdes. Para isso, foi feito um pré-indculo
adicionando-se 10 pL das culturas bacterianas estoque em 1 mL de meio MRS liquido
(Difco™) e incubando a 37°C overnight. Posteriormente, todas as linhagens foram
estriadas em placas de Petri contendo agar MRS 1,5% (Difco™) e incubadas a 37°C
por 24h. Uma colbnia isolada de cada linhagem foi colhida do 4gar com auxilio de uma
alca de inoculagéo e foi adicionada a 300 puL de agua Milli-Q (Millipore) estéril, seguida
da adicdo de 900 pL de etanol absoluto (Synth) para inativacdo das bactérias, com
posterior centrifugacédo a 13000 rpm por 2 min. Apés a centrifugacéo, o sobrenadante
foi desprezado e os tubos foram deixados abertos para secagem em temperatura
ambiente por 10 min. Posteriormente foram adicionados 50 pL de &cido férmico (70%)
(Sigma-Aldrich) e 10 pyL de acetonitrila pura (Sigma-Aldrich), sendo as amostras bem
homogeneizadas com uma pipeta, em seguida centrifugadas a 13000 rpm por 2 min
e 1 yL de cada sobrenadante foi aplicado em pocos da placa de MALDI-TOF
(Bruker Daltonics). Em cada amostra foi adicionado 1 pyL de &cido formico (70%)
(Sigma-Aldrich) e 1 yL de matriz MS MALDI-TOF, constituida por uma solugédo de
acido a-ciano-4-hidroxicinnamica (HCCA) (Bruker Daltonics). Antes da leitura,
aguardou-se a secagem do conteudo em temperatura ambiente.

Os espectros foram adquiridos utilizando o espectrdbmetro de massa

FlexControl Microflex LT (Bruker Daltonics) com um laser de nitrogénio de 60 Hz. Os
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parametros do aparelho para a deteccdo de alcance em massa para permitir a
identificacdo de 1,960 a 20,137 m/z foram: tensao da fonte 1IS1 de 19,99 kV, tensao
da fonte 1S2 de 18,24 kV e tensao de lentes de 6,0 kV. Os espectros de cada amostra
foram processados através do software MALDI Biotyper versao 3 (Bruker Daltonics) e
montados para gerar um Biblioteca Espectral Principal (MSP) para as linhagens que
utilizam a norma de criagao do BioTyper MSP.

Para a calibracdo, foi realizado um teste com amostra padronizada de
Escherichia coli DH5 alfa (Bruker Daltonics). O critério do score de identificagdo em
Tempo Real foi seguido de acordo com instrugbes do fabricante, sendo que uma
pontuacdo acima de 2.000 indica uma identificacdo em nivel de espécie, pontuacao
entre 1.700 e 2.000 indicam uma identificagcdo em nivel de género, e uma pontuagao
abaixo de 1.700 indica que ndo ha qualquer identificacdo confiavel. Comparacoes
entre as identificacbes das amostras e o controle foram realizadas com o software R
versdo 3.0.1(R Core Team, 2013) com as taxas de acordo determinadas pelo
Coeficiente Kappa, que avalia o grau de concordancia e reprodutibilidade entre os

resultados do conjunto de dados.

4.2.3 AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DE CADA LINHAGEM APOS INCUBAGAO
OVERNIGHT

Para realizagcao dos testes de selecio bacteriana neste trabalho, € fundamental
avaliar a quantidade de bactérias presentes apds incubagao overnight utilizadas no
momento dos experimentos. Para isso, calcula-se a Unidade Formadora de Col6nias
por mililitro (UFC/mL) de cada bactéria apds incubagdo como se segue: pré-indculos
das linhagens foram feitos adicionando-se 20 pL das culturas bacterianas estoque em
2 mL de meio MRS liquido (Difco™) e mantidos overnight a 37°C, em estufa
bacteriologica. No dia seguinte, diluicbes seriadas foram realizadas diluindo-se
progressivamente cada indculo em tubos contendo MRS liquido (Difco™) como
diluente, a fim de se obter uma diluigao final de 10-%. Em seguida, 50 uL desta diluigdo
foram entdo plaqueados em placas de Petri contendo MRS (Difco™) acrescido de
1,5% de agar (Difco™) e a mesma foi incubada em estufa bacterioldgica a 37°C por
24 h. Apos o crescimento das coldnias, a obtencao da UFC/mL se deu por meio da

aplicacao da férmula 2 a seguir:
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Férmula 2:

UFC — n°de colonias contadas X fator de diluicao

volume (mL) plaqueado

4.3 AVALIAGAO DA SEGURANGCA

4.3.1 ANTIBIOGRAMA

O antibiograma foi realizado de acordo com a técnica de susceptibilidade a
antimicrobianos por difusdo da droga em discos, com algumas modificagdes
(Charteris et al., 1998). Pré-indculos das linhagens foram preparados adicionando 20
ML da cultura bacteriana estoque em 2 mL de MRS liquido (Difco™) e incubando-os
em estufa bacteriolégica a 37°C overnight. Em seguida, utilizando-se cotonetes de
haste flexivel estéreis, os microrganismos foram inoculados sobre a superficie de
placas de Petri contendo agar MRS (Difco™). Logo em seguida, foram distribuidos os
discos (Cecon) contendo os antimicrobianos com suas concentragdes
predeterminadas de acordo com a orientagdo da Anvisa, 2005: clindamicina (2 ug),
eritromicina (15 ug), gentamicina (10 ug), estreptomicina (10 ug), tetraciclina (30 nug),
vancomicina (30 ng), ampicilina (10 nug) e cloranfenicol (30 ug) (Anvisa, 2005). As
placas foram entdo incubadas a 37°C por 24 h. Apds este periodo, com auxilio de uma
régua milimetrada, foram feitas as medi¢des dos diametros dos halos de inibi¢ao.

As analises dos resultados obtidos foram realizadas de acordo com Charteris e
colaboradores (1998) com algumas modificagdes, classificando as linhagens como
como sensiveis ou resistentes as drogas antimicrobianas testadas, de acordo com a
tabela 4 (Charteris et al., 1998).

Tabela 4: Agentes antimicrobianos e interpretacédo das suas respectivas zonas de inibigdo
através do teste de susceptibilidade com discos de antibidticos.

Zona de inibigao

Nome Concentragao (ug) = S
Clindamicina 2 <8 >8
Eritromicina 15 <13 >13
Gentamicina 10 <12 >12

Estreptomicina 10 <11 >11
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Tetraciclina 30 <14 >14
Vancomicina 30 <14 >14
Ampicilina 10 <12 >12
Cloranfenicol 30 <13 >13

4.3.2 DEGRADAGAO DA MUCINA

O teste para avaliar a degradagdo da mucina pelas linhagens bacterianas foi
realizado de acordo com o proposto por Zhou e colaboradores (2001) como segue:
uma placa de LB (Luria Bertani- Sigma) foi preparada adicionando 1,5% de agar
(Kasvi) juntamente com 0,3% de mucina gastrica comercial tipo Il (Sigma—Aldrich).
Cinco pL de cada cultura previamente crescida foi inoculado na placa e também 5 pL
de uma cultura de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi ATCC 700931 ™
e Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028™ como
controle positivo. A placa foi incubada a 37°C por 48 h e, em seguida, 0,1% de amido
black (Sigma-Aldrich) foi depositado na superficie da placa e espalhado
cuidadosamente através de movimentos circulares, deixando em repouso por 30 min.
Posteriormente a placa foi lavada com de acido acético 1,2 M. Uma zona de inibicdo
branca nas colbnias revela degradagédo da mucina naquele entorno e prediz tal

capacidade da linhagem (Zhou et al., 2001).

4.3.3 POTENCIAL HEMOLITICO

Para avaliar o potencial hemolitico das linhagens estudadas, placas de soja
triptica (Acumedia) foram preparadas com 1,5% de agar (Difco), acrescentando-se 5%
de sangue de carneiro desfibrinado apds autoclavagem. Pré-indculos das linhagens
foram preparados adicionando 20 uL da cultura bacteriana estoque em 2 mL de MRS
liguido (Difco™) e incubando-os em estufa bacterioldgica a 37°C overnight.
Posteriormente, 5 uL de cada cultura foi depositado sobre a placa e também 5 L de
Staphylococcus aureus como controle positivo e aguardou-se 48 h. Apds incubacao,
a atividade hemolitica foi analisada e classificada levando em consideracao a
presenca de lise de hemacias ao entorno das col6nias. Zonas verdes ao entorno das

colénias revelam hemolise parcial (a-hemolise), enquanto zonas translucidas revelam
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hemolise total (B-hemdlise) e nenhuma zona, auséncia de hemolise (y-hemolise)
(Halder et al., 2017).

4.4 AVALIAGAO DA FUNCIONALIDADE E EFICACIA

4.4.1 AVALIAGAO DA RESISTENCIA AO SUCO GASTRICO

O teste para verificagcdo da resisténcia ao baixo pH do suco gastrico foi
conduzido em triplicta por meio da técnica adaptada de Neumann (1991). Pré-in6culos
de todas as linhagens foram feitos adicionando-se 20 yL das culturas bacterianas
estoque a 2 mL de meio MRS liquido (Difco™) em microtubos de 2 mL e incubando-
os a 37°C overnight para o crescimento bacteriano. As culturas foram posteriormente
diluidas a uma DOsoonm inicial de 0,04 em 1 mL de solugao de NaCl 0,9% (Synth), pH
7,0 (controle) e em 1 mL de suco gastrico artificial composto por NaCl 2 g/L (Synth) e
pepsina 3,2 g/L (Sigma-Aldrich), pH 2.5, de acordo com a formula 1, descrita no tépico
41.

Os microtubos foram incubados a 37°C por 3 h sob agitagdo de 150 rpm para
simular a movimentagao do suco gastrico e, posteriormente, foram centrifugados a
13000 rpm por 1 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 2
mL de meio MRS liquido (Difco™). Logo em seguida, foram aplicados 200 uL de cada
amostra (figura 6) em uma microplaca de 96 pogos, a qual foi incubada em incubadora
e leitora automatica para microplacas (Multiskan Spectrum - Thermo Scientific) a 37°C,
que realizou leituras por 12 h para avaliagdo das curvas de crescimento controles e
apos o estresse ao qual as linhagens foram submetidas. A absorbancia do cultivo foi

determinada (DOsoonm) @ cada 1 h, durante todo o intervalo de 12 h.
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Figura 6: Esquema da placa montada para realizagado do teste de resisténcia ao baixo pH.

Graficos das curvas de crescimento de cada linhagem foram plotados e a
resisténcia ao suco gastrico foi avaliada por meio da analise da diferenca da area do
grafico controle e o grafico de crescimento com pH acido utilizando o programa
GraphPad Prism 7, de forma a obter a representacado da diferenga proporcional entre
os crescimentos em meio com pH neutro (controle) e acido durante todo o periodo

avaliado (12 horas).

4.4.2 AVALIAGAO DA RESISTENCIA AOS SAIS BILIARES

Os testes para avaliagado da resisténcia das linhagens aos sais biliares foram
conduzidos em triplicata de acordo com Walker e Gillland (1993), com algumas
modificagdes, utilizando bile desidratada (Oxgall-Sigma) para simulacédo das
condi¢gdes do ambiente intestinal proximal (duodeno). Trés concentragbes de sais
biliares foram analisadas (0,3%, 0,7%, 1,0%). Para tanto, pré-inéculos de todas as
linhagens foram feitos adicionando-se 20 yL das culturas bacterianas estoque a 2 mL
de meio MRS liquido (Difco™) em microtubos de 2 mL e incubados a 37°C overnight
para o crescimento bacteriano. Apdés a incubacdo, uma placa de 96 pocgos foi
preparada como segue: foi acrescentado aos pogos para cada linhagem i) 200 pL de
meio MRS puro (controle), ii) MRS+0,3% Oxgall, iii) MRS+0,7% Oxgall e vi)
MRS+1,0% Oxgall (Figura 7).
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Figura 7: Esquema da placa montada para realizagao do teste de resisténcia aos sais biliares.

As culturas bacterianas crescidas foram acrescentadas a cada pog¢o nas
condi¢des apresentadas de forma a atingir uma absorbancia inicial de 0,04 (DOesoonm),
de acordo com a formula 1 descrita anteriormente (t6pico 4.1). Imediatamente apos a
inoculacao das bactérias nos pogos correspondentes, a placa foi incubada a 37°C em
incubadora e leitora automatica para microplacas (Multiskan Spectrum - Thermo
Scientific) durante 12 h. A absorbancia do cultivo (DOsoonm) foi determinada a cada 1
hora, durante o periodo de 12 h.

Graficos das curvas de crescimento de cada linhagem foram plotados e a
resisténcia aos sais biliares foi avaliada através da analise da diferenca entre a area
do grafico controle e os graficos para cada uma das concentragdes de oxgall testadas
utilizando o programa GraphPad Prism 7. As linhagens que apresentaram inibigdo <
40% para uma dada concentragcao foram consideradas como resistentes, como
tolerantes aquelas que apresentaram inibigcdo entre 40 e 75% e sensivel, inibigdo =
75% (Alvim et al., 2011).

4.4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O ensaio para verificagdo da produgao de compostos com efeito antagonista

das linhagens bacterianas estudadas foi realizado em duplicata pela técnica de
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difusdo em sobrecamada de agar, utilizando importantes patdégenos que podem
causar doencas do trato gastrointestinal, denominadas nesse estudo como linhagens

reveladoras, as quais sao retratadas na tabela 5 a sequir:

Tabela 5: Linhagens utilizadas como reveladoras e sua procedéncia.

Organismo Procedéncia
Escherichia coli ATCC® 11775

Shigella sonnei ATCC® 9290
Salmonella enterica sorovar Typhimurium ATCC® 14028
Salmonella enterica sorovar Typhi ATCC® 70093
Enterococcus faecalis ATCC® 19433
Listeria monocitogenes ATCC® 15313

Para tanto, placas de Petri contendo MRS-agar 1,5% (Difco™) foram
preparadas previamente e o pré-indculo das linhagens foi feito adicionando 20 L da
cultura bacteriana estoque em 2 mL de MRS liquido (Difco™) e incubando-o em estufa
bacteriologica a 37°C overnight. No dia seguinte, 5 yL de cada uma das culturas foi
depositado cuidadosamente na superficie do agar MRS (spot de cultura bacteriana),
deixando a placa aberta no fluxo laminar por 10 min para a secagem da cultura
inoculada. As placas foram ent&o incubadas a 37°C por um periodo de 24 h em estufa
bacterioldgica. Paralelamente, as linhagens patogénicas utilizadas como reveladoras
foram ativadas em caldo BHI (“Brain Heart Infusion” — Acumedia) e crescidas overnight
a 37°C em estufa bacteriologica.

No dia seguinte, as colbnias crescidas em placa foram inativadas com
cloroférmio para avaliar a producao de substancias extracelulares capazes de se
difundir no agar e impedir o crescimento da bactéria patogénica adjacente (Pereira e
Gbémez, 2007). Para isso, as placas foram abertas em capela de fluxo laminar e as
colonias foram expostas ao vapor de cloroformio (Synth), pela adigdo de 1 mL do
mesmo em papel filtro na tampa da placa e fechando a mesma de cabeca para baixo
por 30 min para promover a morte das células. Em seguida, as placas foram abertas,
ainda no fluxo, por mais 30 min, para evaporacao do cloroférmio residual. Transcorrido

esse tempo, 10 pL das amostras reveladoras previamente crescidas
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(aproximadamente 10° UFC) foram adicionados a 8 mL de meio BHI agar 1,5%
(Acumedia) morno, e esta mistura foi vertida sobre cada placa contendo as linhagens
de BLs e elas foram incubadas a 37°C por 24 h.

O halo de inibigdo formado ao redor do spot da cultura bacteriana foi medido
em milimetros com o auxilio de uma régua milimetrada para avaliagéo da inibicdo do

crescimento das linhagens potencialmente patogénicas adjascentes.

4.4.4 ENSAIOS DE ADESAO E IMUNOESTIMULAGAO EM CELULAS CACO-2

Células eucaridticas humanas de adenocarcinoma colorretal obtidas no
American Type Culture Collection (ATCC), de identificagdo Caco-2 (ATCC® HTB-
37™), foram utilizadas neste trabalho. As células foram mantidas em vials com 10%
do crioprotetor Dimetil Sulfoxido (DMSO - Synth) em nitrogénio liquido até o momento
do uso.

Inicialmente, as células foram descongeladas em banho Maria a 37°C por 3 min
e, em seguida, foram coletadas em um fluxo laminar com auxilio de uma pipeta de 1
mL e transferidas para garrafas T-75 cm? (TPP) contendo 15 mL de meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium- Sigma Aldrich) completo com glicose
suplementado com 10% de soro fetal bovino- SFB (CultiLab) (DMEM+SFB). A garrafa
foi incubada a 37°C em atmosfera com 5% de CO2 em estufa de cultura celular
(Thermo Electrone) e o meio foi renovado a cada 48 h de forma a garantir nutricdo
para as células neste periodo.

Para a expansdo das células, apos atingirem a confluéncia de 80-90% na
garrafa de 75cm? (aproximadamente duas semanas), foi realizado o repique celular,
que se refere a transferéncia das células para expansdo em outras garrafas. Para
isso, 0 meio de cultivo foi removido da garrafa e acrescentou-se delicadamente PBS
0,01 M estéril para lavagem das células. O PBS foi descartado e posteriormente
adicionou-se a garrafa um volume de 1 mL de solugdo de Tripsina-EDTA 0,25%
(Thermo Fisher), sendo entdo incubada em estufa a 37°C durante aproximadamente
5 min para a desaderéncia das células. Posteriormente, a solugdo de Tripsina foi
neutralizada com a adicdo 5 mL de meio DMEM+SFB. A suspensao celular foi
transferida para novas garrafas com uma razdo de divisdo de 1:5 a 1:8, isto é, o
volume final obtido foi dividido de 5 a 8 vezes para repassar para outras garrafas de

acordo com as orientagdes do ATCC, e posteriormente o volume para cada garrafa
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foi completado para 15 mL com meio DMEM+SBF. As garrafas foram entédo incubadas
a 37°C, 5% de CO:a.

Para a montagem das placas para os experimentos, apds as células atingirem
uma confluéncia de aproximadamente 80-90%, o meio de cultivo foi removido e
adicionou-se a garrafa um volume de 1 mL de solugdo de Tripsina-EDTA 0,25%
(Thermo Fisher) e a mesma foi incubada a 37°C até as células desaderirem
(aproximadamente 5 min). Posteriormente, a solugéo de Tripsina foi neutralizada com
a adicao de um volume de 5 mL de DMEM+SFB. As células foram ressuspendidas
gentilmente e 10 pyL da suspenséo total foi removida para contagem e verificagado da
viabilidade celular. Para isso, adicionou-se a este volume mais 10 uL de azul de
bromofenol (Synth) e a mistura foi depositada gentilmente sob uma Camara de

Neubauer para contagem, de acordo com a formula 3:

Férmula 3:

. N ° total de células contadas
N~ de células (mL) = X diluicao x 10.000

N ° de quadrantes contados

Apds a contagem, foram dispostas em cada pogo 1x10° células para o
experimento de adesao e imunomodulagéo, com o meio DMEM+SFB. Posteriormente,
as placas foram incubadas a 37°C e com atmosfera de 5% de CO2 em estufa para
cultura celular até a formagédo de uma monocamada diferenciada (aproximadamente
21 dias), sendo o meio DMEM+SFB trocado a cada 2 ou 3 dias, de forma a garantir

nutricdo para as células neste periodo de tempo.

4.4.5 ENSAIO DE ADESAO AS CELULAS CACO-2

O ensaio de adeséo foi realizado como descrito por Jacobsen et al. (1999), com
algumas modificagdées. Um dia antes da realizagao do experimento de adeséo celular,
0 meio da cultura foi renovado e, paralelamente, as linhagens bacterianas a serem
testadas foram ativadas a partir da cultura estoque em 5 mL de meio MRS liquido
(Difco™) e incubadas overnight a 37°C em estufa bacteriolégica.

No dia do experimento, as células foram lavadas duas vezes com PBS 0,01 M
e 0,5 mL de DMEM sem SFB foi adicionado. Sucessivamente, a placa foi incubada

por 30 min a 37°C em estufa para cultura celular com atmosfera de 5% de CO2. Neste
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periodo, os in6culos de cada linhagem bacteriana foram centrifugados a 13000 rpm
por 10 min e ressuspendidos em 5 mL de DMEM sem SFB. Posteriormente, os
ressuspendidos bacterianos correspondentes a 1 mL de cultura foram adicionados em
cada poco da placa, sendo as mesmas incubadas em estufa para cultura célular nas
condic¢des citadas por 2 h. Apds esse periodo, cada poco foi lavado individualmente
por 5 vezes com PBS 0,01 M para a remogao das bactérias ndo aderidas.

Para analise do percentual de adesado, apds a lavagem, as células foram
desaderidas com 0,5 mL de Tripsina-EDTA 0,25% (Thermo Fisher) em cada pogo e
incubadas por 5 min a 37°C. O produto desta suspensao foi submetido a dilui¢gdes
seriadas e plaqueamento em pacas de Petri contendo MRS agar 1,5% (Difco™) nas
diluicbes de 10 e 10-6. Os experimentos foram realizados em duplicata.

A taxa de adeséao foi calculada apés 48 h de incubacao das placas a 37°C em
estufa bacterioldgica, comparando-se o numero de bactérias aderentes com o numero
de bactérias de cada linhagem inicialmente inoculadas nas células (obtidas de acordo

com o topico 4.2.3), de acordo com a férmula a seguir:

Férmula 4:

UFC aderidas apés a lavagem

T de adesio =
axa ae adesao UFC inicial das bactérias

4.4.6 AVALIAGAO DO POTENCIAL DE IMUNO-ESTIMULAGAO DAS LINHAGENS
BACTERIANAS IN VITRO

4.4.6.1 EXPOSIGAO DAS CELULAS CACO-2 AS LINHAGENS AVALIADAS

Células Caco-2, em uma concentragéo de 10° células/mL, foram cultivadas em
placas de 24 pocos de acordo com o subtédpico 4.4.4, por 21 dias até a completa
diferenciacao. O meio foi trocado a cada 2 dias e as células foram cultivadas até obter
80-90% de confluéncia.

Um dia antes do experimento, o meio de cultivo DMEM+SFB foi trocado e as
linhagens bacterianas testadas foram incubadas overnight, isoladamente, a 37°C em
estufa bacteriolégica. No dia seguinte, as culturas das linhagens bacterianas foram
centrifugadas a 13000 rpm durante 10 min e ressuspendidas em meio DMEM+SFB e

a mistura foi depositada sobre a camada de células Caco-2, sendo incubada por um
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periodo de 12 h a 37°C com 5% de CO2. Para o controle negativo, foi adicionado
somente meio DMEM+SFB as células. Posteriormente, a placa foi lavada 3 vezes com

PBS 0,01M para prosseguir com a extracdo do RNA.

4.4.6.2 EXTRAGAO DE RNA E SINTESE DE CDNA

O RNA total das células eucaritticas apds serem incubadas com as linhagens
bacterianas foi extraido utilizando o reagente TRIzol® (Life Technologies), seguindo
as instrugdes recomendadas pelo fabricante. Para isso, 300 yL de TRIzol (Life
Technologies) foi adicionado sobre a monocamada celular em cada pogo, sendo
ressuspendido até a completa homogenizagdo. Em seguida, o conteudo foi transferido
para microtubos de 1,5 mL e agitado em voértex por 30s. Adicionou-se 60 pL de
cloroféormio (Synth) por tubo e o conteudo foi agitado vigorosamente no vortex,
seguido de centrifugacdo a 13.000 rpm por 15 min a 4°C. Ap0s a centrifugacéo, a fase
aquosa (transparente superior) foi coletada em um novo tubo e a ela adicionou-se 100
ML de isopropanol (Synth) gelado, misturando-se bem em vortex. Os microtubos foram
centrifugados a 13.000 rpm por 10 min a 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado duas vezes com etanol 70% (Synth), centrigufando a
10.000 rpm por 7 min. Por fim, o precipitado formado foi secado em temperatura
ambiente por 10 a 30 min e ressuspendido em 30 uL de agua Milli-Q estéril, incubando
em banho maria a 60°C por 15 min para aumentar a solubilidade da amostra. O RNA
total extraido foi quantificado por espectrofotometria utilizando Nanodrop 2000c
(Thermo Scientific) em absorbancia a 260 nm e 280 nm. Os valores de referéncia para
verificar contaminacgao foram entre 1,8 e 2,0.

Para analise da qualidade amostras de RNA obtidas, 1 yL de cada uma foi
adicionado a 3 pL de tampéo de amostra (Glicerol 50%; azul de bromofenol 0,20%;
TBE 2,5X) e aplicadas em gel de agarose a 1% em tampao TBE 0,5X (45 mM tris; 45
mM acido bdrico; 1 mM EDTA), contendo brometo de etideo (0,5 ug/mL). A corrida foi
realizada a 100 V durante aproximadamente 20 min. O RNA foi visualizado no gel
sobre um transiluminador de luz violeta a 320 nm (MultiDoc-It Digital Imaging System
UVP). As amostras de RNA foram armazenadas a -80°C.

Para a realizagdo da sintese do <DNA, inicialmente as amostras de RNA
quantificadas foram padronizadas em uma concentragdo de 2 ug/uL e 1 uL das

mesmas foram purificadas pela adigdo de 1 yL de DNAse Buffer RDD 10X (Qiagen) e
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1 uL de DNAsel (Qiagen), completando o volume final para 10 yL com agua Milli-Q
estéril. As amostras foram incubadas a 37°C por 30 min e em seguida- adicionou-se
2 uL do reagente inativador de DNAse (Invitrogen), centrifugando logo em seguida a
10.000 rpm por 2 min e transferindo o sobrenadante para outro microtubo estéril. Feito
isso, os 10 uL resultantes foram submetidos a acdo da enzima transciptase reversa,
utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific).
Para isso, foram adicionados aos microtubos 2 uL de Buffer RT 10X, 0,8 yL de DNTP
MIX 25X (100mM), 2 yL de Primers RT 10X, 1 uL da enzima Transcriptase Reversa e
4,2 pL agua Milli-Q estéril. A reagcdo se deu em um termociclador (MyGene modelo
MG96+, LongGene) seguindo as seguintes etapas: 25°C por 10 min, 37°C por 120
min e 85°C por 5 min. O cDNA obtido foi quantificado por espectrofotometria utilizando
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) e a concentragéo foi padronizada para 2 pg/uL.

Por fim, o cDNA foi diluido 5 vezes para dar prosseguimento a analise por g-PCR.
4.4.6.3 Q-PCR

A analise da expressao expressao génica por qPCR foi realizada utilizando
primers RT qPCR (IDT) na concentragdo de uso de 10pMol, cuja sequéncia esta
retratada na tabela 6.

Tabela 6:Lista dos primers desenhados para o ensaio de RT-PCR

Alvo Sequéncia Referéncia

F: TCAATCGGCCCGACTATCTC
TNF Justino et al., 2020
R: CAGGGCAATGATCCCAAAGT

F: TCCTGTGCCACCGTTTCC
TLR-2 Justino et al., 2020
R: GCTTTCCTGGGCTTCCTTTT

F: ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGC
IL6 Jung et al., 1995
R: GAAGAGCCCTCAGGCTGGACTG

F: ATGCCCCAAGCTGAGAACCAAGACCCA
IL10 Jung et al., 1995
R: TCTCAAGGGGCTGGGTCAGCTATCCCA

F: CGGCTACCACATCCAAGGAA
18S Justino et al., 2020
R: GCTGGAATTACCGCGGCT
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F:-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA
B-actina Jung et al., 1995
R:CTAGAAGCATTGCGGTGGACGATGGAGGG

Para cada 2 L do cDNA diluido foram adicionados 5 uL de SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems) e 0,5 uL dos primers forward e reverse para cada gene
analisado, completando o volume para 10 yL com agua Milli-Q estéril. A reagao se
deu no aparelho Applied Biosystems 7900HT Fast Real Time PCR System nas
seguintes condigdes: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95°C por 15 s e
60°C por 1 min. Os resultados foram acessados através do programa SD 2.4 e a
expressao dos genes de interesse foram analisadas utilizando o método relativo 2-2A¢t
descrito por Livak e Schmittgen (2001). A normalizacao foi realizada utilizando-se os
genes endogenos 18S e B-actina como referéncias e as analises conduzidas através
do GraphPad Prism 8.

4.5 ANALISES IN VIVO EM MODELO DE MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR
5-FU

4.5.1 ANIMAIS

Os animais utilizados neste trabalho foram camundongos BALB/c, machos (20-
25g), com idade de 6 semanas, obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto
de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os
mesmos foram mantidos em microisoladores nas seguintes condigdes: temperatura
em torno de 21°C, ciclo de luz alternado 12 h claro/12 h escuro, alimentagcéo e agua
ad libtum até o inicio dos experimentos, sendo a agua posteriormente substituida por
MRS (controles) ou MRS acrescido das linhagens bacterianas. Os protocolos
experimentais utilizados foram realizados de forma a garantir o maior bem estar dos
animais durante todo o periodo, de acordo com as diretrizes aprovadas pelo Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA)-UFMG (Protocolo CEUA 112/2020).

4.5.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTO
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Os animais foram divididos em 10 grupos experimentais (n=5), sendo eles:
CTRL: controle negativo tratado com MRS puro; MUC: controle positivo tratado com
MRS puro com indugédo da mucosite através da administracdo de 300 mg/Kg de 5-FU,;
tratamento com MRS acrescido das 4 linhagens escolhidas sem indu¢céo da doenga e
tratamento com MRS acrescido das 4 linhagens escolhidas com indu¢do da mucosite
através da administracdo de 300 mg/Kg de 5-FU. Os grupos e seus tratamentos estédo

retratados na tabela 7:

Tabela 7: Grupos experimentais, tratamento realizado e via de administragao.

Tratamento/

Grupos experimentais Administragao
indugao
CTRL MRS puro+Salina Continuous feeding+ Intraperitoneal
CTRL+MUC MRS puro+5-FU Continuous feeding+ Intraperitoneal
L. paracasei Lpa1 MRS+bactéria+Salina  Continuous feeding+ Intraperitoneal
E. faecalis Efc15 MRS+bactéria+Salina  Continuous feeding+ Intraperitoneal
L. plantarum Lpl19 MRS+bactéria+Salina  Continuous feeding+ Intraperitoneal
L. crispatus Lc21 MRS+bactéria+Salina  Continuous feeding+ Intraperitoneal

L. paracasei Lpa1+MUC MRS+bactéria+5-FU Continuous feeding+ Intraperitoneal

E. faecalis Efc15+MUC MRS+bactéria+5-FU Continuous feeding+ Intraperitoneal

L. plantarum Lpl19+MUC MRS+bactéria+5-FU Continuous feeding+ Intraperitoneal

L. crispatus Lc21+MUC MRS+bactéria+5-FU Continuous feeding+ Intraperitoneal

O modelo de mucosite intestinal adotado neste trabalho foi realizado de acordo
com Carvalho et al. (2017), a partir da administragao intraperitoneal (i.p.) de uma unica
dose de 300 mg/kg de 5-FU (Fauldfluor®, lote 19H0666) no 10° dia de
experimentagdo, com eutanasia ocorrendo 72 h ap6s administragao (Figura 8). Como

controle, foi utilizada solugao salina 0,9% (NaCl 0,9%) estéril, pela mesma via.
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Administragdo das linhagens bacterianas (10°CFU/mL)

DIA 1 DIA 10 DIA 14

Inicio do experimento Indu¢do da mucosite Eutanasia

Figura 8: Cronograma experimental do modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU. Os
grupos experimentais receberam meio MRS liquido puro (controles) ou meio MRS contendo
as linhagens bacterianas durante 13 dias. No décimo dia, a indugdo da mucosite foi realizada
via intraperitoneal com uma dose de 300mg/Kg de 5-FU ou solugao salina no caso do controle.
Os animais foram eutanasiados no décimo quarto dia.

Ap0Gs o periodo experimental, os animais foram eutanasiados com sobredose
de anestesia (30 mg/Kg de Xilasina e 300 mg/Kg de Cetamina) e, posteriormente, o
intestino, bago e figado foram coletados e pesados. O comprimento intestinal foi
medido e ele foi dividido em pog¢des anatdbmicas de acordo com Ferraris e Vinnakota
(1995), sendo a seccédo do duodeno correspondente a 20%, jejuno 60% e ileo 20%.
Ao final do experimento, os corpos dos animais foram congelados até a coleta para

incineracgao.

4.5.3 ANALISE CLINICA DOS ANIMAIS E CONSUMO HIiDRICO E ALIMENTAR

O estado clinico dos animais no decorrer do experimento foi avaliado
diarimente durante todo o periodo experimental por meio da perda de peso e da
observagédo do aspecto do pelo e do comportamento (curvatura do corpo, apatia,
perda de habito exploratério e grumming excessivo). Os consumos hidrico e alimentar
foram avaliados através da diferenga entre o peso da ragéo (50 g) e volume do liquido

(70 mL) inicialmente ofertados e a sobra da ragdo e meio liquido todos os dias.

4.5.4 ANALISE DO COMPRIMENTO INTESTINAL E TAXA DE INFLAMAGAO
VISCERAL

O intestino dos animais foi medido para avaliar o efeito do 5-FU sob o tamanho
dele. Para isso, este foi removido e medido com régua milimetrada, sendo o resultado
expresso em centimetros. Adicionalmente o peso do intestino também foi aferido em

balanca analitica e dividido pelo seu comprimento para obtencdo do index de
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inflamacéo intestinal, uma vez que alteragdes nessa taxa podem ser usadas como
indicadores de inflamagdes. Bago e figado também foram pesados e o peso de cada
um foi dividido pela média do peso dos animais durante todo o periodo experimental
para obtengao da taxa visceral de inflamagao de acordo com Sanders et al. (2010) e
Zhang et al. (2019). E esperada uma redugéo no indice destes 6rgdos em um modelo

inflamatoério como a mucosite.

4.5.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRICA

A secgao intestinal correspondente aos 20% do ileo foi coletada e lavada
suscessivas vezes com PBS 0,1 M para retirada das fezes e posteriormente enrolada
no sentido proximal-distal, sendo cuidadosamente amarrada em uma linha e
transferida para solugéo de formol tamponado 4%. O formol foi trocado apds 24 h para
o melhor processamento das amostras através de técnicas histoldgicas. Para
avaliagao do escore histopatoldgico das laminas, foi utilizado o método previamente
descrito por Howarth et al. (1996), que atribui um valor de 0 (normal) a 3 (maximo
comprometimento) para cada um dos seguintes parametros: a) atrofia das vilosidades;
b) destruicdo das bordas em escova na superficie dos enterdcitos; ¢) reducédo das
criptas e perda da arquitetura intestinal; d) infiltrado inflamatério de leucécitos e e)
edema e consequente hiperplasia da submucosa e muscular.

Posteriormente, para cada lamina, 20 campos histolégicos foram capturados
com o auxilio de um microscépio Optico (Olympus BX41; objetiva 40X) acoplado ao
sistema de aquisicdo de imagens (Software Spot Basic versao 3.4.5). As imagens
foram analisadas por intermédio do software ImagedJ (versédo 1.51J8) para medigao da

altura das vilosidades e profundidade das criptas.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos neste trabalho foram avaliados quanto a normalidade através
do teste Kolmogorov-Smirnov. Os dados paramétricos foram valiados pelo teste
ANOVA seguido pelo pos teste de Tukey. Teste t foi conduzido para analisar médias
de dois grupos amostrais. Todos os dados foram analisados utilizando-se o software
GraphPad Prism 8.0, sendo considerados valores estatisticamente significativos

aqueles com p<0,05.
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5.1 CONDIGOES DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS
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As curvas de crescimento das linhagens estudadas, nas temperaturas de 30°C

e 37°C, apresentam-se no apéndice |. Apds 12 h de incubagdo, nenhuma temperatura

de crescimento foi limitante para nenhuma linhagem, contudo, todas obtiveram maior

crescimento a 37°C, sendo esta escolhida como padrao para prosseguimento dos

experimentos. Os resultados correspondentes a UFC de cada linhagem apos

incubacao overnight para serem utilizadas nos experimentos subsequentes estao

retratados no apéndice II.

5.2 IDENTIFICAGAO

MALDI-TOF e o escore atribuido a cada uma delas.

A tabela 8 a seguir representa a respectiva identificagdo de cada linhagem por

Tabela 8: Identificagao por MALDI-TOF das linhagens de bactérias lacticas

ID Melhor identificagao Valor 2°melhor identificagao Valor
(+) Lpal Lacticaseibacillus paracasei ' 1.997 @ Lacticaseibacillus paracasei 1.783
(Lactobacillus paracasei) (Lactobacillus paracasei)
(++) Lpl2 Lactiplantibacillus plantarum | 2.16 Lactiplantibacillus plantarum = 2.15
(Lactobacillus plantarum) (Lactobacillus plantarum)
(++) Lpl3 Lactiplantibacillus plantarum | 2.221 Lactiplantibacillus plantarum | 2.165
(Lactobacillus plantarum) (Lactobacillus plantarum)
(+++) Lpl4 Lactiplantibacillus plantarum $2.316 | Lactiplantibacillus plantarum | 2.316
(Lactobacillus plantarum) (Lactobacillus plantarum)
(++) EdS5 Enterococcus durans 2.081 Identificagdo ndo confiavel  1.445
(++) Efi6 Enterococcus faecium 2.174  Enterococcus faecium 2.134
(+) Efc7 Enterococcus faecalis 1.935  Enterococcus faecalis 1.879
(++) Pa8 Pediococcus acidilactici 2.022 | Pediococcus acidilactici 1.971
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(+++) Lpl9 Lactiplantibacillus plantarum $2.309 | Lactiplantibacillus plantarum | 2.266
(Lactobacillus plantarum) (Lactobacillus plantarum)

(++) Efi10 Enterococcus faecium 2.221  Enterococcus faecium 2.062

(+++) Lpl1 Lactiplantibacillus plantarum [ 2.389 | Lactiplantibacillus plantarum | 2.282

1 (Lactobacillus plantarum) (Lactobacillus plantarum)
(+) Lr12 Lacticaseibacillus 1.797 Lacticaseibacillus 1.771
rhamnosus  (Lactobacillus rhamnosus  (Lactobacillus
rhamnosus) rhamnosus)
(++) Pal13 Pediococcus acidilactici 2.014 | Pediococcus acidilactici 1.935
(+++) Lpl1 Lactiplantibacillus plantarum | 2.3 Lactiplantibacillus plantarum ' 2.28
4 (Lactobacillus plantarum) (Lactobacillus plantarum)

(+++) Efc1 Enterococcus faecalis 2.349  Enterococcus faecalis 2.235
5

(++) Lpal Lacticaseibacillus paracasei 2.069 @ Lacticaseibacillus paracasei | 1.847
6 (Lactobacillus paracasei) (Lactobacillus paracasei)

(++) Lpl1  Lactiplantibacillus plantarum ' 2.176  Lactiplantibacillus plantarum @ 2.138
7 (Lactobacillus plantarum) (Lactobacillus plantarum)

(++) Lpl1  Lactiplantibacillus plantarum | 2.203  Lactiplantibacillus plantarum @ 2.139
8 (Lactobacillus plantarum) (Lactobacillus plantarum)

(+1) Lpl1  Lactiplantibacillus plantarum | 2.278  Lactiplantibacillus plantarum | 2.224
9 (Lactobacillus plantarum) (Lactobacillus plantarum)

(++) Lpl2 Lactiplantibacillus plantarum | 2.294  Lactiplantibacillus plantarum @ 2.263
0 (Lactobacillus plantarum) (Lactobacillus plantarum)

(-) Lc21 Lactobacillus crispatus 1.662  Lactobacillus crispatus 1.558

(+++): identificagdo mais provavel de espécie em cinza escuro; (++): identificagdo segura do
género e provavelmente da espécie em cinza claro; (+): identificacdo de género; (-):
identificagdo nao confiavel em branco. Em fungdo da nova classificagdo do género
Lactobacillus, as espécies antigas identificadas pelo MALTI-TOF encontram-se em
parénteses, antecedidas pelas novas espécies Lacticaseibacillus paracasei,
Lactiplantibacillus plantarum e Lacticaseibacillus rhamnosus.

Das 21
identificacdo de espécie (destacado em cinza escuro na tabela), enquanto trés

linhagens analisadas, dezoito (85,7%) obtiveram uma provavel

(14,2%) obtiveram identificacdo de género e provavelmente da espécie (destacado
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em cinza claro) e apenas uma (4,7%) nao obteve identificagéo confiavel (em branco).

Todas as linhagens identificadas se enquadram no grupo das BLs.

5.3 ANTIBIOGRAMA

Os resultados referentes ao antibiograma para oito antibiéticos diferentes estao

retratados na tabela 9, a seguir:

Tabela 9: Analise do perfil de resisténcia a antibidticos das linhagens estudadas a partir do

tamanho do halo de inibigdo (mm).

Linhagem

L. paracasei Lpa1

L. plantarum Lpl2

L. plantarum Lpl3

L. plantarum Lpl4

E. durans Ed5

E. faecium Efi6

E. faecalis Efca7

P. acidilactici Pa8

L.plantarum Lp9

E. faecium Efi10

L. plantarum Lp11

L. rhamnosus Lr12

P. acidilactici Pa13

L.plantarum Lpl14

E. faecalis Efc15

L. paracasei Lpa16

L. plantarum Lpl17

L. plantarum Lpl18

L. plantarum Lpl19

L. plantarum Lpl20
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Em cinza, as linhagens que de acordo com o tamanho do halo formado foram suscepticeis a
concentracao dada de determinado antibi6tico; em branco, resistentes.CLI: clindamicina; ERI:
eritromicina; CLO: cloranfenicol; AMP: ampicilina; TET: tetracilina; GEN: gentamicina; EST,;
estreptomicina; VAN: vancomicina

Das linhagens analisadas, todas foram resistentes a gentamicina,
estreptomicina e vancomicina, enquanto a maioria também foi resistente a tetraciclina,
exceto L. paracasei Lpal, L. plantarum Lpl4, E. durans Ld5, E. faecium Lfi6, L.
plantarum Lpl14 e E. faecalis Efc15, que foram susceptiveis. Todas foram susceptiveis

a clindamicina, eritromicina, ampicilina e cloranfenicol.
5.4 DEGRADAGAO DA MUCINA
O teste para avaliar degradagdo da mucina revelou que, além do controle

positivo, apenas a linhagem P. acidilactici Pa13 apresentou potencial de degradar a

mucina, como observado na Figura 9 a seguir:

| s. Typhimurium

Figura 9: Avaliacao da degradacao da mucina por parte das linhagens testadas. As caixas
brancas indicam as linhagens utilizadas como controle positivo e a seta amarela indica a Unica
linhagem que apresentou degradacdo da mucina. Os numeros correspondem
respectivamente as linhagens: L. paracasei Lpa1, L. plantarum Lpl2, L. plantarum Lpl3, L.
plantarum Lpl4, E. durans Ed5, E.faecium Lfi6, E. faecalis Efc7, P. acidilactici Pa8, L.plantarum
Lp9, E.faecium Efi10, L. plantarum Lp11, L. rhamnosus Lr12, P.acidilactici Pa13, L.plantarum
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Lpl14, E. faecalis Efc15, L. paracasei Lpa16, L. plantarum Lpl17, L. plantarum Lpl18, L.
plantarum Lpl19, L. plantarum Lpl20 e L. crispatus Lc21.

5.5 POTENCIAL HEMOLITICO

O teste para avaliar o potencial hemolitico das linhagens revelou que L.
paracasei Lpa1, P. acidilactici Pa8, L. rhamnosus Lr12, P. acidilactici Pa13, E. faecalis
Efc15 e L. crispatus Lc21 apresentaram y-hemodlise, enquanto as demais
apresentaram a-hemdlise, sendo constatada [B-hemdlise apenas nos controles

positivos de S. aureus, como esperado (Figura 10).

S. aureus

S. aureus

Figura 10: Analise do potencial hemolitico das linhagens testadas. As caixas brancas indicam
as linhagens utilizadas como controle positivo. Os nimeros correspondem respectivamente
as linhagens: L. paracasei Lpa1, L. plantarum Lpl2, L. plantarum Lpl3, L. plantarum Lpl4, E.
durans Ed5, E.faecium Lfi6, E. faecalis Efc7, P. acidilactici Pa8, L.plantarum Lp9, E.faecium
Efi10, L. plantarum Lp11, L. rhamnosus Lr12, P.acidilactici Pa13, L.plantarum Lpl14, E.
faecalis Efc15, L. paracasei Lpa16, L. plantarum Lpl17, L. plantarum Lpl18, L. plantarum Lpl19,
L. plantarum Lpl20 e L. crispatus Lc21.

5.6 AVALIACAO DA RESISTENCIA AO SUCO GASTRICO

Uma cinética de crescimento bacteriano exprimiu os resultados referentes a
resisténcia ao suco gastrico das linhagens estudadas. Os dados da cinética foram

plotados em graficos (vide apéndice Ill) e a porcentagem de redugéo de crescimento
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pelo baixo pH (2,5) em relagdo as amostras controle (linhagens incubadas em pH 7),

foi calculada de acordo com o descrito no topico 4.4.1 (tabela 10).

Tabela 10: Porcentagem de reducgéo do crescimento das linhagens bacterianas na presenca

de suco gastrico artificial.

Linhagem Inibicao (%) Linhagem Inibicao (%)
L. paracasei Lpa1l 15,62 L. plantarum Lp11 8,01
L. plantarum Lpl2 14,76 L. rhamnosus Lr12 11,06
L. plantarum Lpl3 13,48 P. acidilactici Pa13 13,97
L. plantarum Lpl4 10,05 L.plantarum Lpl14 22,58
E. durans Ed5 9,90 E. faecalis Efa15 14,03
E. faecium Efi6 10,36 L. paracasei Lpa16 9,05
E. faecalis Efc7 8,54 L. plantarum Lpl17 10,89
P. acidilactici Pa8 4,55 L. plantarum Lpl18 7,19
L. plantarum Lp9 11,14 L. plantarum Lpl19 13,29
E. faecium Efi10 13,03 L. plantarum Lpl20 9,29
L. plantarum Lp21 5,90

Todas as linhagens apresentaram percentuais de inibigdo baixos quando

comparado ao crescimento padrdo dos microrganismos. P. acidilactici Pa8 (4,55%), e

L. crispatus Lc21 (5,90%) foram as linhagens que apresentaram menor percentagem

de inibicdo ao estresse acido. L. plantarum Lpl14 apresentou o maior percentual de

inibicdo (22,58%), enquanto as demais linhagens obtiveram percentuais entre 7,19%

a 15,62%.

5.7 AVALIAGAO DA RESISTENCIA AOS SAIS BILIARES

Os resultados referentes a reducdo do crescimento das trés concentracoes

testadas de sais biliares (oxgall 0,3% 0,7% e 1,0%) foram expressos em graficos

representando as cinéticas de crescimento obtidas para cada concentracdo (vide

apéndice V). A porcentagem de inibigdo para cada uma delas esta representada na

tabela 11.
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Tabela 11: Porcentagem de inibicdo das linhagens bacterianas na presenca de sais biliares

Linhagem [ ] sais biliares Linhagem [ ] sais biliares
0,3% | 0,7% | 1,0% 0,3% | 0,7% | 1,0%
L. paracasei Lpa1 22,29 51,51 58,03 L.plantarumLp11 -157 -10,1 14,40
L. plantarum Lpl2 17,22 30,22 34,98 L.rhamnosusLr12 -6,19 -2,54 18,47
L. plantarum Lpl3 1,57 21,64 27,07 P. acidilacticiPa13 26,53 33,28 49,47
L. plantarum Lpl4 -3,02 41,23 45,03 L. plantarumLpl14 11,30 15,71 20,44
E. durans Ed5 -3,53 1,706 19,70 E. faecalis Efc15 22,26 31,83 38,88

E. faecium Lfi6 -0,58 18,31 27,34 L. paracaseilpal6 11,00 11,64 8,50
E. faecalis Efca7 6,44 21,04 28,88 L. plantarumLpl17 6,10 18,10 24,99

P. acidilactici Pa8 17,89 46,69 52,76 L. plantarumLpl18 9,71 8,81 3,40
L.plantarum Lp9 1,08 3,48 7,31 L. plantarumLpl19 13,91 20,79 23,14
E. faecium Efi10 0,06 10,85 23,55 L. plantarumLpl20 11,16 19,24 17,19
L. crispatus Lc21 217 31,73 45,48

Todos os isolados obtiveram altos niveis de resisténcia aos sais biliares na

concentracgao de 0,3% (inibicdo <40%). No entanto, inibicbes mais significativas foram

verificadas quando concentragcbes maiores foram analisadas. Trés isolados (L.

paracasei Lpal, L. plantarum Lpl4d e P. acidilactici Pa8 apresentaram inibicdo

moderada (entre 40 e 75%) em concentrag¢des de 0,7% de oxgall. Sob concentragdes

de 1% de oxgall, cinco linhagens (L. paracasei Lpa1, L. plantarum Lpl4, P. acidilactici

Pa8, P. acidilactici Pa13 e L. crispatus Lc11 apresentaram inibicdo moderada e

nenhuma foi classificada como altamente sensivel aos sais biliares (inibicdo = 75%).

5.8 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O método de difusdo em agar para avaliar a atividade antagonista das

linhagens estudadas (vide apéndice V) revelou varios tamanhos de halos, medidos

em milimetros (mm) (tabela 12).
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S.Typhi- L.mono-
Linhagem E. coli S. Typhi S. sonei E. faecalis
murium citogenes
L. paracasei Lpa1l 27 30 25 23 29 28
L. plantarum Lpl2 28 26 27 19 31 21
L. plantarum Lpl3 24 24 24 18 28 24
L. plantarum Lpl4 25 22 26 17 25 30
E. durans Ld5 29 30 24 27 35 28
E. faecium Lfi6 26 35 22 18 23 29
E. faecalis Efca7 30 27 30 12 37 24
P. acidilactici Pa8 22 33 28 13 25 17
L. plantarum Lp9 24 25 21 28 32 30
E. faecium Efi10 25 31 23 24 18 16
L. plantarum Lp11 25 26 22 26 23 24
L. rhamnosus Lr12 24 29 30 21 26 28
P. acidilactici Pa13 32 32 24 28 25 19
L. plantarum Lpl14 25 25 22 24 32 29
E. faecalis Efc15 30 30 26 28 26 20
L. paracasei Lpa16 24 26 24 27 34 32
L. plantarum Lpl17 28 23 24 25 27 22
L. plantarum Lpl18 25 28 24 18 35 30
L. plantarum Lpl19 25 28 24 13 32 27
L. plantarum Lpl20 30 24 25 27 36 20
L. crispatus Lc21 25 23 23 24 35 24

Todas as linhagens se mostraram eficazes em relagaéo ao efeito inibitério de

bactérias patogénicas, sendo o menor halo de inibigdo medindo 12mm e o maior,

37mm.

5.9 ADESAO AS CELULAS EUCARIOTICAS CACO-2
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O percentual de adesao das linhagens estudadas esta retratado no na figura
11:
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Figura11: percentual de adeséao das linhagens testadas em células Caco-2

O percentual de adesao variou de 0,72-13,64%. As linhagens que apresentaram os
maiores indices de ades&o, acima de 5% foram respectivamente: L. plantarum Lpl2 (13,64%),
E. durans Ld5 (9,28%), E. faecium Lfi6 (12,39%), L .plantarum Lp9 (6,51%), E. faecium Efi10
(6,04%), L. plantarum Lp11 (9,05%), E. faecalis Efc15 (8,67%), L. paracasei Lpa16 (6,38%),
L. plantarum Lpl17 (5,49%), L. plantarum Lpl19 (5,72%), L. plantarum Lpl20 (6,08%) e L.
crispatus Lc21 (6,09%).

5.10 AVALIAGAO DO POTENCIAL IMUNOMODULATORIO EM CELULAS CACO-2
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Os graficos referentes a expressdo de TLR-2, TNF, IL6 e IL10 estdo
representados na figura 12 a seguir:
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Figura 12: Analise da expressao génica de TLR-2 (A), TNF (B), IL6 (D) e IL10 (E). Analise
estatistica realizada por meio de teste T ndo pareado. * indica P<0,05; ** indica P,0,01 ***
indica 0,001 e **** indica P<0,0001. As identificagdes no eixo x do grafico correspondem
respectivamente as linhagens: L. paracasei Lpa1, L. plantarum Lpl2, L. plantarum Lpl3, L.
plantarum Lpl4, E. durans Ed5, E.faecium Lfi6, E. faecalis Efc7, P. acidilactici Pa8, L.plantarum
Lp9, E.faecium Efi10, L. plantarum Lp11, L. rhamnosus Lr12, P.acidilactici Pa13, L.plantarum
Lpl14, E. faecalis Efc15, L. paracasei Lpa16, L. plantarum Lpl17, L. plantarum Lpl18, L.
plantarum Lpl19, L. plantarum Lpl20 e L. crispatus Lc21.

Foi possivel observar que oito linhagens induziram aumento na expressao de
TLR-2, sendo estas L. paracasei Lpal, L. plantarum Lpl2, L. plantarum Lpl4, L.
rhamnosus Lr12, L. paracasei Lpa16, L. plantarum Lpl18, L. plantarum Lpl19, L.
plantarum Lpl20 e L. crispatus Lc21. Duas (L. plantarum Lpl3 e P. acidilactici Pa13)
reduziram a expressao do mesmo. Quatro linhagens aumentaram a expressao de Tnf,
sendo elas L. paracasei Lpa1, L. plantarum Lpl4, E. faecalis Lfc15, L. plantarum Lpl19,
enquanto L. plantarum Lpl3 reduziu a expressdo desta citocina. Quanto a IL6, foi
possivel observar aumento significativo da expressao apenas para E. faecalis Efc15
e reducdo para todas as demais, com excessao de L. rhamnosus Lr12, que nao
apresentou diferencga significativa para o controle. Por fim, apenas uma linhagem (E.

faecalis Efc15) apresentou aumento na expressédo de IL10, enquanto seis outras
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apresentaram reducgao (L. plantarum Lpl2, L. plantarum Lpl3, E. faecalis Efc7, P.
acidilactici Pa8, L.plantarum Lp9, L.plantarum Lpl14 L. plantarum Lpl17. A tabela 13

abaixo sumariza os resultados de maneira mais visual:

Tabela 13: Sumarizacido dos resultados obtidos através de RT-PCR referente a expressao
génia de TLR-2, TNF, IL6 e IL10.

Linhagem IL10
L. paracasei Lpa1 Ns
L. plantarum Lpl2 -
L. plantarum Lpl3 - > L L
L. plantarum Lpl4 > Ns
E. durans Ed5 > - Ns
E. faecium Lfi6 Ns Ns ** - Ns
E. faecalis Efc7 Ns Ns > - -
P. acidilactici Pa8 Ns Ns * - > -
L. plantarum Lp9 Ns Ns - L
E. faecium Efi10 Ns Ns > - Ns
L. plantarum Lp11 Ns Ns > Ns
L. rhamnosus Lr12 Ns - Ns Ns
P. acidilactici Pa13 Ns * - L Ns
L.plantarum Lpl14 Ns Ns > I
E. faecalis Efc15
L. paracasei Lpa16
L. plantarum Lpl17
L. plantarum Lpl18
L. plantarum Lpl19
L. plantarum Lpl20
L. crispatus Lc21

Analise estatistica realizada por meio de teste T ndo pareado. * indica P<0,05; ** indica P,0,01
*** indica 0,001 e **** indica P<0,0001. Em cinza escuro, aumento significativo da expressao
génica (+); em cinza claro, redugao significativa na expressao génica (-); em branco, nao
houve diferenca significativa do controle (Ns).
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5.11 AVALIAGAO IN VIVO DO EFEITO DAS LINHAGENS EM MODELO MURINO
DE MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR 5-FU

5.11.1 ANALISE CLINICA DOS ANIMAIS E CONSUMO HIiDRICO E ALIMENTAR

A analise clinica dos animais revelou que nenhum apresentou mudanga no seu
comportamento natural ou na aparéncia e fisionomia durante todo o periodo
experimental. Quanto a variagao de peso, foi possivel observar uma consideravel
variagdo negativa no peso dos animais que receberam o tratamento com o farmaco
5-FU (MUC) em relagao ao controle (CTRL), condicdo que nao foi revertida com o
tratamento com as quatro bactérias administradas (Figura 13). Os animais que
receberam a bactéria sozinha por sua vez, ndo apresentaram variacdo de peso

consideravel quando comparados ao controle.
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Figura 13: Variagdo do peso corporal durante o intervalo experimental. Letras diferentes
indicam diferencga estatistica (p>0.05) por ANOVA, seguido pelo pos teste de Tukey.

A avaliagdo do consumo hidrico revelou que antes da mucosite, todos os
grupos apresentaram taxas de consumo estatisticamente semelhantes (Figura 14, A).
Entretanto, apos a administragdo do 5-FU, apenas uma linhagem (L. plantarum Lpl19)

foi capaz de reverter a redugdo no mesmo em relagdo ao grupo controle. Nenhum
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grupo submetido ao tratamento com as linhagens separadas sem indugao de mucosite

apresentou reducgdo estatistica no consumo hidrico em relagdo ao grupo controle
(Figura 14, B).

Quanto ao consumo alimentar, as analises revelaram que n&o houveram

diferencas estatisticas significativas entre os grupos antes da indugédo da mucosite,

mas nenhuma bactéria conseguiu reverter a redugdo do consumo apos indugao da

doencga em relagao ao controle (Figura 14, C e D).
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Figura 14: Avaliagdo do consumo hidrico e alimentar antes e depois da indu¢gdo da mucoste
(A-D). Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p>0.05) por ANOVA, seguido pelo pos
teste de Tukey.

5.11.2 ANALISE DO COMPRIMENTO INTESTINAL E TAXA DE INFLAMAGAO
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A avaliagao do comprimento intestinal revelou que a administracdo das quatro
linhagens n&o alterou significativamente a medida dele. Por sua vez, uma redugéo foi
observada no grupo submetido a administragdo do 5-FU, condi¢ao a qual foi revertida
pela administragdo das quatro linhagens nos grupos com mucosite, como mostrado

na figura 15.
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Figura 15: Avaliacdo do comprimento intestinal antes e apds indugcdo da mucosite. Letras
diferentes indicam diferencga estatistica (p>0.05) por ANOVA, seguido pelo pos teste de Tukey.
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Adicionalmente, a analise do indice de inflamacgao visceral foi realizada e foi
constatato que para os trés 6rgaos avaliados (figado, bago e intestino) ndo houveram
diferengas significativas do controle quando as linhagens foram administradas
separadamente. Contudo, apds a indugao da mucosite, nenhuma bactéria conseguiu

reverter a reduc&o do indice dos orgéos (Figura 16).
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Figura 16: indice visceral de inflamac&o do figado (A), baco (B) e intestino (C) antes e ap6s a
inducdo da mucosite Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p>0.05) por ANOVA,
seguido pelo pds teste de Tukey.

5.10.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRICA

A administragdo do farmaco 5-FU, provocou lesdes notaveis no ileo dos

animais (MUC), afetando diretamente a arquitetura da mucosa intestinal em relagcéo
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ao controle (CTRL). Foi possivel observar no grupo afetado pela mucosite o
encurtamento das vilosidades, infiltrado de células inflamatorias, comprometimento
dos enterécitos na borda em escova e edema. As quatro linhagens administradas néo
alteraram de forma significativa a integridade epitelial, mantendo estavel a arquitetura
do intestino, assim como o grupo controle, como esperado. Por sua vez, o tratamento
com as linhagens ndo atenuou o processo severo de mucosite induzida pelo 5-FU,
sendo notavel nos achados histopatoldgicos caracteristicas semelhantes ao grupo
MUC (Figura 17).
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Figura 17: Analises histopatolégicas do ileo dos animais dos diferentes grupos. (A) Achados
histoldgicos dos grupos sem a indugéo da mucosite (linha superior) e com a indugéo através
da administracdo de 5-FU (300mg/Kg). Aumento de 20X. (B) Escores histopatoldgics
atribuidos antes e apés indugao da mucosite. Letras diferentes indicam diferenga estatistica
(p>0.05) por ANOVA, seguido pelo pos teste de Tukey.

Corroborando com os achados histopatolégicos, a medigdo das vilosidades
comprovou que o tratamento com as linhagens apds administracdo do 5-FU néo
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atenuou o processo de desestruturagdo da mucosa causado pela mucosite e refletido
na reducgéo das vilosidades. As linhagens administradas sem o tratamento com 5-FU
nao alteraram a medigcado destas em relagdo ao controle (CTRL). Quanto a medi¢ao
das criptas, ndo houveram diferengas estatisticas significativas entre todos os grupos
(Figura 18).
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Figura18: Analise morfométrica do ileo dos animais com mucosite inetstinal induzida por 5-
FU. Altura das visolidades (A) e profundidade das criptas (B). Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (p>0.05) por ANOVA, seguido pelo pds teste de comparagdes multiplas
deTukey.
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6. DISCUSSAO

O conceito de probidticos envolve a alegagao de efeitos benéficos a saude para
quem os utiliza (FAO/WHO, 2002; Hill et al, 2014). No Brasil, a aplicagédo dos mesmos
para consumo humano requer avaliagao da Anvisa, segundo a Resolugdo RDC Anvisa
n° 241, de 27 de julho de 2018. O objetivo principal desta avaliagdo é garantir trés
requisitos fundamentais: a comprovagdo da identidade da linhagem do
microrganismo, bem como sua seguranga e seu efeito benéfico ao organismo alvo.
Alguns especialistas alegam que a comprovagao do beneficio pode ser direcionada
de forma abrangente a um género de microrganismos (Hill et al., 2014). Contudo, os
requisitos abordados pela Anvisa e outras agéncias regulatérias internacionais, como
FAO e EFSA, exigem a avaliacdo e demonstragdo do beneficio para a linhagem
especifica (FAO/WHO, 2002; EFSA, 2012; Anvisa, 2019).

No intuito de caracterizar linhagens de bactérias que mais se adequam as
caracteristicas de um probidtico para futura aplicagao terapéutica direcionada as
doencas inflamatdrias intestinais, no presente estudo foram inicialmente realizados
testes de prospec¢ao tomando como base diretrizes da Anvisa, EFSA, FAO e OMS.
Devido ao fato de as linhagens utilizadas serem provenientes de ambientes
heterogéneos, foi necessario avaliar uma temperatura de crescimento padrao para
todo o conjunto delas. Todas obtiveram crescimento satisfatério a 37°C, temperatura
que mais se assemelha a do trato gastrointestinal da maioria dos mamiferos e
escolhida como padrdo. Para a identificagdo das mesmas, foi utilizada a metodologia
do MALTI-TOF, cuja limitagdo concerne a identificacdo apenas de microrganismos
cultivaveis, o que restringe sua aplicagao, visto que a grande maioria dos filos
estimados atualmente ndo possuem representantes cultivaveis (Li et al., 2014).
Contudo, em fungdo da sua rapida e eficiente identificagdo, a aplicagdo do MALDI-
TOF em laboratérios clinicos de microbiologia comegou a ser regulamentada, com a
aprovacao do MALDI Biotyper CA System (Bruker Daltonics Inc.) pelo FDA nos EUA
para identificacdo de bactérias cultivadas a partir de amostras humanas. Na China, a
aprovacgao foi em 2012 com o sistema bioMérieux VITEK MS para fins de diagndstico
in vitro (Luo et al., 2015) com posterior aprovacado do Sistema Biotyper Bruker VD
MALDI para identificagdo de microrganismos isolados de amostras humanas (Singhal
et al., 2015). Sendo a identificagao assertiva do microrganismo uma parte fundamental

no processo de prospecgao para selecao de novos probidticos, além do MALDI-TOF,
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analises filogenéticas completas também serdo conduzidas com todas as 21
linhagens caracterizadas no presente trabalho e o sequenciamento das mesmas ja se
encontra em andamento. No geral, a principio todas as amostras bacterianas
analisadas se enquadraram como pertencente ao grupo das bactérias lacticas e
prosseguiram nos testes de comprovagao da segurancga e eficacia.

O primeiro deles se refere a avaliagao da resisténcia aos antibiéticos, pois se
por um lado a administragdo de probidticos vem sendo analisada como uma
alternativa ao uso de antibidticos devido a sua capacidade de inibir bactérias
patogénicas, o desenvolvimento da resisténcia entre estes microrganismos € uma
grande preocupagao na area da saude nas ultimas décadas (Hume et al., 2011; Smith
et al., 2015). Algumas BLs de fato apresentam resisténcia a varios antibiéticos, mas
muitas vezes a natureza desta € intrinseca, sendo, portanto, codificada
cromossomicamente, dificultando a transmissdo para outras bactérias quando
comparada com a presencga de genes de resisténcia em elementos méveis do genoma
(EFSA, 2012; Argyri et al., 2013). Cunha (2013) demonstrou que todas as linhagens
estudadas de Lactobacillus spp. isoladas de leite fermentado eram altamente
resistentes a vancomicina e sensiveis a eritromicina, clindamicina e tetraciclina,
apresentando padrbes diferentes de resisténcia a gentamicina e outros
antimicrobianos (Cunha et al., 2013). Mandal et al. (2016) também observou que a
maioria das linhagens de bactérias laticas estudadas eram resistentes a kanamicina,
gentamicina, vancomicina (Mandal et al., 2016). Esta resisténcia a gentamicina e
vancomicina também observada nas linhagens aqui avaliadas pode ser codificada
cromossomicamente, o que estudos gendmicos poderdo revelar com mais clareza
(Argyri et al., 2013).

Adicionalmente, trabalhos na literatura indicaram que nutrientes presentes no
meio MRS utilizado para cultivo de bactérias laticas poderiam ter acdo antagonista
contra alguns antibidticos por meio de um mecanismo ainda ndo explicado (Mandal et
al.,, 2016). Uma vez que o meio Mueller-Hinton que é mais indicado para o
antibiograma nao é recomendado para o crescimento de bactérias laticas, o
crescimento delas pode ser afetado ndo somente pelo antibiético, mas pelos
nutrientes fornecidos pelo meio em si. Segundo os resultados obtidos por Masafumi
Noda e colaboradores (2019), quando antibiéticos como estreptomicina, kanamicina
e gentamicina sdo testados para avaliagdo da resisténcia a antibiéticos por parte de

bactérias laticas, as concentragdes de inibicdo aos antibidticos € maior quando usado
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o meio MRS em relagdo ao Mueller—Hinton (Noda et al., 2019). Dessa forma, os testes
in vitro de inibigdo aos antimicrobianos envolvendo bactérias laticas podem ser bem
controversos, uma vez que vem sendo estudado que o resultado pode ser afetado
pela composicao do meio de cultura. Em linhas gerais, adicionalmente aos testes in
vitro, sdo necessarias analises gendmicas para avaliagao da presenca de genes de
resisténcia a antibidticos e sua natureza para uma analise mais segura e precisa,
como ressalta o EFSA e a Anvisa (EFSA, 2012; Anvisa, 2019).

Ainda no quesito seguranga, a avaliagao da degradagao da mucina e potencial
hemolitico por parte das linhagens € fundamental no processo (Anvisa, 2019). Em
relacdo ao primeiro, a mucosa intestinal € revestida por uma barreira de muco
composta principalmente por uma glicoproteina de alto peso molecular (~10° kDa),
que € a mucina (Bansil et al., 2006). Esta camada forma uma barreira que ajuda na
protecao das células epiteliais do intestino contra o pH acido do duodeno e da bile
(Allen et al., 1984), bem como contra a invasao por microrganismos potencialmente
patogénicos (Cohen et al., 1995). Normalmente, bactérias da microbiota comensal
podem penetrar essa barreira para aderir e colonizar o trato gastrointestinal, ndo
proporcionando danos ao hospedeiro (Zhou et al., 2001). Contudo, mudancas graves
na estrutura da barreira de muco pode afetar a funcdo de protecdo da mesma,
aumentando o numero de bactérias que podem ocasionalmente aderir a superficie
entérica e, consequentemente, aumentar também as chances de translocagéo
bacteriana (inclusive de bactérias patogénicas) para a corrente sanguinea (Ruseler-
van Embeden et al., 1989).

No presente trabalho, das 21 linhagens analisadas, uma delas (P. acidilactici
Pa13) apresentou moderado potencial de degradar mucina, ainda que muito menor
do que o apresentado pelas linhagens utilizadas como controle positivo. Um estudo
conduzido por Ruas-Madiedo (2008) demonstrou que mesmo algumas linhagens de
Bifidobacterium que sdo comensais do trato gastrointestinal humano capazes de
promover efeitos benéficos e utilizadas ha décadas na industria alimenticia,
apresentaram potencial de degradar mucina in vitro, mostrando que provavelmente tal
capacidade pode ndo ser indicadora de riscos em alguns casos. Além do mais,
Akkermansia muciniphila, uma nova linhagem antes nao cultivavel que é capaz de
degradar mucina foi isolada de fezes humanas e estudos indicaram que a prevaléncia
da mesma no trato gastrointestinal é de mais de 1%, sendo um componete comum da

microbiota (Derrien et al., 2008; Cani et al., 2017). Esta espécie ndo somente é
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comensal do trato gastrointestinal como também tem sido estudada como um
potencial candidato probidtico por competir contra patégenos também degradadores
de mucina por sitios e nutrientes e por atuar em processos metabdlicos e imunoldgicos
no organismo, estando relacionada a melhora de doencgas tais como obesidade,
cancer de célon e colite (Zhang et al., 2019). Por outro lado, muitos estudos
envolvendo selecdo de microrganismos probidticos demonstram a auséncia de
degradagdo da mucina por bactérias como Lactobacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus e Pediococcus (Zhou et al., 2001; Monteagudo-Mara et al., 2012;
Munoz-Atienza et al., 2013). Dois genes principais estado relacionados com essa
capacidade, sendo eles o ngBF (endo-a-N-acetilgalactosaminidase) e afcA (1,2-a-L-
fucosidase) e analises gendmicas podem fornecer resultados ainda mais
esclarecedores quanto a capacidade de degradar mucina por estas linhagens e a
seguranca relacionada a isso (Ruas-Madiedo et al. 2008).

Em relagdo ao potencial hemolitico, linhagens com atividade B-hemolitica
produzem estreptolisina, uma exotoxina que causa a lise completa das hemacias,
enquanto a a-hemolise é causada pela oxidagdao da hemoglobina por peréxido de
hidrogénio produzido por algumas bactérias (Jeong et al., 2015). E reportado em
alguns estudos de prospecc¢ao de probidticos na literatura, a capacidade a-hemolitica
de algumas linhagens de BLs, sendo essa capacidade nao considerada como um
risco potencial ao consumo humano (Adimpong et al., 2012, Ruiz-Moyano et al.,
2009). No presente trabalho, nenhuma linhagem apresentou atividade B-hemolitica,
indicando auséncia de hemodlise total e sendo um carater positivo para sua
confiabilidade para uso.

Uma vez que avaliada a seguranga no consumo das linhagens analisadas
neste trabalho, deu-se continuidade a prospeccdo através da avaliacdo da
funcionalidade e eficacia. O primeiro teste neste quesito foi referente a resisténcia ao
pH acido resultante da produgao de acido cloridrico no estdmago, que € uma das
primeiras barreiras fisiologicas que as bactérias enfrentam ao entrar no organismo
pela via oral (Morelli et al., 2000, ANVISA 2019). Estudos in vitro de tolerancia ao baixo
pH tém sido utilizados com éxito como forma de pré-selecionar bactérias com
potencial de exercer efeitos benéficos ao hospedeiro (Anvisa et al., 2019).

Haghshenas e colaboradores (2017) avaliaram a resisténcia de 19 linhagens
de BLs depois de 3 horas de incubacdo ao pH 2,5 e verificaram que todas se

mantiveram viaveis apds esse tempo. Linhagens de Lactobacillus sobreviveram cerca
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de 71 a 76% e Enterococcus de 51% a 82% (Haghshenas et al., 2017). Outros estudos
também demonstraram que linhagens deste grupo s&do geralmente tolerantes as
condigbes acidas, uma vez que ja foi relatado resisténcia acima de 70% por L.
acidophilus (Oliveira et al., 2007), 84.70% por L. rhamnosus (Goderska et al., 2003) e
64,1% por B. lactis (Heidebach et al., 2009).

Os resultados encontrados neste trabalho indicaram que todas as 21 linhagens
resistiram bem a exposicdo ao pH acido do suco gastrico artificial ofertado, com a
maioria apresentando resisténcia entre 84,3% a 92,8% e a menor delas 77,42% (L.
plantarum Lpl12). Tal resisténcia observada pode estar relacionada com mecanismos
de protecdo desenvolvidos pelas bactérias laticas pra enfrentar o influxo de acido
latico para dentro da célula, que pode ocasionalmente ocorrer apds a conversao da
glicose, reduzindo o pH citoplasmatico e podendo levar a lise celular (Koponen et al.
2012; Wang et al., 2018). Esta alta resisténcia avaliada nas linhagens estudadas se
mostra extremamente vantajosa para a viabilidade das mesmas no trato
gastrointestinal e em possiveis alimentos funcionais que podem servir como veiculos
de entrega destas bactérias (Lee et al., 1995). Atualmente, técnicas de
microencapsulamento de probidticos tém sido aplicadas com éxito para transpor o
obstaculo da redugao da viabilidade em baixo pH em produtos comerciais (Anal et al.,
2007; Karthikeyan, et al., 2013). Dessa forma, associar uma linhagem com boa
capacidade intrinseca de resisténcia ao estresse acido com técnicas complementares
de protecao, pode colaborar ainda mais para a promog¢ao de um maior efeito protetor
da mesma.

Além da resisténcia ao pH acido, a resisténcia aos sais biliares por parte das
bactérias administradas oralmente € um outro critério de eficacia requisitado pela
Anvisa, dado que a tolerancia a este composto determina a maior viabilidade das
mesmas (Lebeer et al., 2008, ANVISA 2008). Segundo Begley e colaboradores (2005),
os efeitos da bile sobre bactérias probidticas sdo linhagem especificos, uma vez que
diferengas dentro do mesmo género podem ser observadas e, portanto, este critério
nao deve ser generalizado, sendo necessaria a analise de linhagens individuais, como
foi feito neste trabalho (Begley et al., 2005).

De acordo com Strompfova e colaboradores (2006), a concentragao
aproximada de sais biliares encontrada no TGl humano é de 0,3% e, por isso, uma
linhagem deve resistir a pelo menos esta concentragcéo para exercer seus efeitos

(Strompfova et al., 2006). Jacobsen e colaboradores (1999) compararam a resisténcia
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de 47 linhagens de Lactobacillus, incluindo L. plantarum, L. fermentum, L. rhamnosus,
L. reuteri, L. acidophilus, L. crispatus, L. paracasei, L. casei e L. johnsonni e
observaram que a maioria delas apresentaram resisténcia relativamente alta aos sais
biliares, com apenas uma linhagem sensivel a incubacgéo por 4h em 0,3% de oxgall.
Contudo, no periodo que se estendeu apds as 4h de incubacgao, apenas 16 linhagens
do total apresentaram crescimento (Jacobsen et al., 1999). No presente trabalho, das
14 linhagens de Lactobacillus estudadas, todas foram tolerantes a concentragéo de
0,3%, atingindo crescimento préximo ou superior a 1,0 (DOesoonm) apds 12 horas de
incubagdo, sendo que destas, 11 nao apresentaram diferengas estatisticas
significativas em relag&o a curva controle (apenas com MRS). Em relagdo aos géneros
Enterococcus e Pediococcus também estudados, ambos foram tolerantes a
concentragdes de 0,3% de oxgall, corroborando com dados na literatura referentes a
resisténcia aos sais biliares por linhagens de Enterococcus (Nueno-Palop et al., 2011;
Pieniz et al., 2014) e Pediococcus (Lee et al. 2014; Gupta e Sharma, 2017) nessa
concentracao.

Contudo, Small e colaboradores (1972) relatam uma variagao na concentragao
destes sais de 0,2-0,8% no intestino, levando em consideracdo que esta nao é
absoluta e tende a variar de pessoa para pessoa dependendo do consumo alimentar
(Small et al., 1972). Assim, para uma analise mais refinada e proxima da realidade,
foram utilizadas nesse trabalho, concentragdes superiores de sais biliares (0,7 € 1,0%)
para simular possiveis variagdes. Vinderola e colaboradores (2003) também
analisaram concentragdes de sais biliares superiores a 0,3% e observaram que
linhagens de L. acidophilus conseguiram resistir bem a 1% de bile, com algumas
apresentando inibigdo menor que 20%. Linhagens de L. casei e L. rhamnosus,
também apresentaram boa resisténcia, com inibicdo chegando a 36% e 27%
respectivamente (Vinderolla et al., 2003). No presente trabalho, na concentragdo de
1,0%, cinco apresentaram moderada resisténcia (L. paracasei Lpa1, L. plantarum
Lpl4, P. acidilactici Pa8, P. acidilactici Pa13 e L. crispatus Lc21), e as demais, alta
resisténcia a bile. Em linhas gerais, mesmo em concentragdes mais elevadas, as
linhagens cumpriram com o requisito de resisténcia aos sais biliares. Segundo
Sahadeva e colaboradores (2011), linhagens probidticas de fato tendem a apresentar
excelente resisténcia a bile, podendo ser consequéncia da atividade da enzima

hidrolase de sais biliares (BSH), presente em algumas delas (Shadeva et al., 2011).
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Assim como a resisténcia aos sais biliares e ao pH baixo sao caracteristicas
esperadas em uma linhagem probidtica, a atividade antimicrobiana da mesma
também €& um quesito desejavel ao se fazer uma selegdo (Anvisa, 2008). Estudos
conduzidos previamente demonstram que linhagens de bactérias laticas normalmente
apresentam amplo espectro de inibigdo, como por exemplo contra infeccdo causada
S. sonnei (Zhang et al., 2012), L. monocitogenes (Dos Santos et al., 2011) e E. faecalis
patogénica (Velraeds et al. 1996). A capacidade de inibicdo de Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Acinetobacter baumannii e Salmonella Typhi por Lactobacillus
também foram obtidos por Debashis Halder e colaboradores (2017), corroborando
com os resultados aqui apresentados, uma vez que as linhagens deste género foram
capazes de inibir fortemente ao menos cinco dos seis patégenos testados (Halder et
al., 2017). Desta forma, o teste de inibigcdo do crescimento de bactérias patogénicas
na presenca de possiveis candidatos probioticos realizado neste trabalho, nos fornece
importantes resultados, dado que a maioria das linhagens testadas se mostrou
extremamente eficaz em relagao ao efeito inibitério de bactérias patogénicas, podendo
ser devido a produgao de H202, acido latico, bacteriocinas, antimicrobianos de amplo
espectro como a reuterina ou uma combinagéo destes compostos e outros (Martins et
al., 2010, Cazorla et al., 2018), prorpiciando sua aplicagado seja na conservacgao de
alimentos ou na medicina, como alternativa a antibiéticos ou prevencao de infeccbes
oportunistas (Fuller et al., 1995; Nami et al., 2005).

Seguindo as recomendacgdes da Anvisa, ensaios de adesao a células epiteliais
também foram realizados (Anvisa, 2008). De forma geral, é altamente desafiador
generalizar um padrao de adesao bacteriana in vitro, uma vez que o0 ambiente in vivo
do trato gastrointestinal apresenta maior dindmica referente a competicdo com a
microbiota, relacdo com o sistema imune, peristalse e outros fatores que podem
modificar a adesao (Lebeer et al. 2008). Entretanto, os resultados aqui apresentados
tém como objetivo fornecer indicios pimarios relativos as diferentes propriedades das
linhagens estudadas. Sharma e colaboradores (2017) reportaram valores de adesao
a células Caco-2 variando entre 2,45 a 9,55% ao estudar bactérias laticas isoladas de
alimentos fermentados (Sharma et al., 2017). Garcia-Ruiz e colaboradores (2014)
também analisaram linhagens de bactérias isoladas de vinho e obtiveram niveis de
adeséo a células Caco-2 variando de 0,37% a 12,2% (Garcia-Ruiz et al., 2014). Ambos
os estudos corroboram os resultados aqui obtidos, visto que a variagao entre as taxas

de adesdo foi entre 0,72-13,64%. E importante ressaltar que a adesdo ndo deve ser
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apontada como um parametro excludente, visto que a administracdo de probidticos
efetivos independem de uma boa aderéncia, uma vez que a recomendacao de dose
€ diaria (Vankerckhoven et al., 2005; Junior et al., 2019). Contudo, este € um quesito
desejavel, uma vez que pode estar relacionado a potencializagdo dos efeitos
imunomodulatorios no organismo e a exclusao de bactérias patogénicas por protegao
da barreira intestinal (Tallon et al. 2007; Anvisa, 2019).

Prosseguindo com a caracterizagdo, foi avaliado in vitro o perfil
imunoestimulatério de todas as linhagens. A estimulagdo do sistema imunoldgico é
uma caracteristica muitas vezes associada as BLs, estando ligada a prevengao de
alergias, de danos a mucosa intestinal e gastrica e defesa contra invasdo de
patégenos (Tsai et al., 2012). Os efeitos direcionados ao sistema imune podem estar
relacionados as respostas imunes inatas ou adaptativas, dependendo tanto da
linhagem utilizada quanto também da dosagem administrada (Cross et al., 2002).
Linhagens de Lactobacillus ativam o sistema imunoldgico principalmente pelo
estimulo a producao de citocinas proé-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral
(TNF), interferon-gamma (IFNy), e interleucina 12 (IL12) (Perdigdn et al., 2002).
Contudo, diferentes padrées de resposta sdo observados em diferentes linhagens de
probioticos, sem existir um consenso claro sobre os mecanismos por tras destes
efeitos (Rocha-Ramirez et al.,, 2017). Tais padrdes podem estar relacionados as
diferentes vias de internalizagdo das BLs, uma vez que a interagao destas bactérias
com as células M presentes na mucosa intestinal induzem respostas imunes
especificas e a interagdo com o epitélio associado ao foliculo das placas de Peyer no
intestino pode induzir respostas imunes inflamatoérias ou ndo especificas (Perdigon et
al, 2000; Perdigén et al., 2002).

Dada a vasta gama de respostas imunologicas desencadeadas pelos
probidticos, em especial pelas BLs, estudar a atuagdo das mesmas sobre a imunidade
do hospedeiro pode auxiliar o direcionamento e otimizagcdo de diferentes aplicagcoes,
seja no campo do tratamento de alergias (com aumento da produgéo de IL12 e IFNy,
fundamentais no controle destas reagdes), quanto na atenuagdo de inflamacdes
intestinais (através da produgédo de citocinas e mediadores anti inflamatérios) ou
também no ramo biotecnologico, como vetores de vacinas em fungao da ativagao do
sistema imune humoral e celular (Perdigén et al., 2002; Pochard et al., 2002).

Contudo, podem existir algumas dificuldades ao estudar o papel imunolégico

das BLs in vitro, uma vez que em humanos, o sistema bioldgico € muito mais robusto,
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com a presencga das placas de Peyer organizadas em nédulos linfaticos, cobertas por
um epitélio intestinal contendo as células M, que sao responsaveis por direcionar
antigenos as células dentriticas apresentadoras de antigenos (CD), resultando em
resposta imunoldgica e producao de IgA secretdria (Wells et al.,, 2010). Nesse
panorama, mesmo sendo modelos menos complexos, as células Caco-2 tem sido
muito estudadas em analises in vitro de estrutura e funcao intestinal, sendo capazes
de produzir diversas citocinas, tais como IL6, IL8, IL12 e TNF (Morita et al., 2002).

Sendo assim, o presente trabalho avaliou a atuagédo das 21 linhagens no que
diz respeito a produgao de citocinas proé inflamatorias (TNF, IL6 e IL12) bem como a
citocina anti-inflamatéria IL10 e a ativagao de Toll like receptor 2 (TLR-2) em células
Caco-2. Outros trabalhos in vitro utilizando estas células demonstraram a produgao
de citocinas pro inflamatodrias IL1, TNF, IFNy, e IL6 que cumprem um papel crucial nos
mecanismos de defesa do organismo apds exposicdo com a linhagem de levedura
latica potencialmente probidtica Kluyveromyces marxianus B0399 (Maccaferri et al.,
2012). O contato de linhagens de Bifidobacterium em células Caco-2 também
ocasionou em alguns casos um aumento nos niveis de expressao de IL6 e IL8, o qual
nao foi percebido apds o contato com bactérias lacticas tais como Lactobacillus,
revelando que o padrao de expressao de citocinas pro-inflamatorias por essas células
é variavel (Morita et al., 2002). Neste trabalho foi possivel observar o aumento da
expressao de TNF em quatro linhagens, estando associado com o aumento de TLR-
2 em trés delas (L. paracasei Lpa1, L. plantarum Lpl4 e L. plantarum Lpl19), podendo
indicar potencial de imuno estimulagcédo, uma vez que a ativacdo de TLR, resulta em
uma cascata de sinais que promove a inducao de diversas citocinas relacionadas por
sua vez a vias de sinalizagbes, como NF-kB (Rahman et al., 2011). Em relag&o a IL6,
a maioria das linhagens reduziu a sua expressao de forma significativa comparada
com as células Caco-2 néo estimuladas com nenhuma bactéria, enquanto a produgcao
da mesma teve aumento apenas em E. faecalis Efc15. Em organismos saudaveis,
uma ativagao controlada de IL6 é esperada apds a administragcdo de probidticos e
pode estar associada a ativagao do sistema imune (Galdeano et al., 2006). Contudo,
existem inumeras aplicagdes envolvendo a agao dos probidticos em reduzir niveis de
IL6 direcionados principalmente ao tratamento de doencga inflamatdria intestinal
(Matsumoto et al., 2005), colite ulcerativa (Hegazy et al., 2010) e mucosite intestinal
(Yeung et al., 2015).
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Por sua vez, a produgao de citocinas anti-inflamatérias como IL10 e IL4 também
em modelos com células Caco-2 foi observada através do estimulo com L. casei, L.
delbrueckii ssp. bulgaricus e L. acidophilus (Perdigon et al., 2002). Neste trabalho,
apenas uma linhagem (E. faecalis Efc15) conseguiu aumentar a produgao de IL10 de
maneira significativa em um modelo de célula sem indugéo de inflamagao, revelando
potencial de promover acdo homeostatica e protetora, prevenindo danos ao
hospedeiro (Martens et al., 2018).

O perfil in vitro de expressao de algumas citocinas relacionadas ao o papel dos
probidticos tracado neste estudo, foi analisado como uma forma de obter mais dados
preliminares referentes as linhagens, e ndo como um teste de excluséo. Diversas vias
de sinalizagao podem estar presentes em um organismo complexo, modulando a agao
da bactéria e promovendo diferentes efeitos. Sendo assim, a selecdo das primeiras
quatro bactérias para avancarem nos testes in vivo foi realizada de maneira a
contemplar inicialmente espécies distintas que se mostraram seguras e promissoras
para uso como probidticos nos testes de caracterizacao, e que sinalizaram, ainda que
de maneira pouco conclusiva, uma estimulagdo ao sistema imune. Contudo, seus
reais efeitos, visto a ainda caréncia de métodos alternativos eficazes neste ramo, pode
ser demonstrada de maneira mais assertiva em modelos animais, que se caracterizou
como a proxima fase deste estudo.

O modelo da mucosite intestinal induzida por 5-FU foi escolhido neste trabalho
por se tratar de um modelo bem estabelecido, com sintomatologia semelhante a
observada em seres humanos submetidos a este mesmo farmaco através do
tratamento quimioterapico (Sonis et al., 1990; Sonis et al., 2004). E uma patologia
ainda sem tratamento, fazendo com que a busca por métodos que visem melhorar a
qualidade de vida dos pacientes quimioterapicos se torne essencial (Yeung et al.,
2015). Alem do mais, se trata de um modelo agressivo de doenca inflamatoria
intestinal, o que possibilitaria observar efeitos protetores mais significativos
promovidos pelas linhagens a serem testadas, caso se mostrassem capazes de
promover tais.

Neste trabalho, a administragcdo de 300 mg/Kg de 5-FU em camundongos
Balb/c ocasionou efeitos ao organismo que estdo em consonancia com a patobiologia
da mucosite de acordo com o observado em estudos prévios, sendo estes: perda de
peso corporeo, redu¢cao do consumo hidrico e alimentar, reducdo do comprimento

intestinal, presenga de infiltrado inflamatorio, danos a integridade intestinal com
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reducdo das vilosidades e destruicdo das células do epitélio de borda em escova
(Yeung et al.,, 2015; Li et al.,, 2017; Carvalho et al., 2017). Observou-se que a
administragao das quatro linhagens nao foi capaz de reverter os sintomas mais criticos
da mucosite, tendo efeito apenas sobre o comprimento intestinal e, no caso de L.
plantaurum Llp19, sobre o consumo hidrico, o que por si s6 ndo amenizou a perda de
peso, com consequente reducao da absorg¢ao de nutrientes.

Contudo, o estabelecimento de grupos com a administracdo das bactérias sem
a indugao da doencga revela a agao das mesmas em um organismo saudavel, sendo
possivel assim analisar eventuais efeitos toxicos ou reagdes imunoldgicas
exarcebadas estimuladas pela presenga das linhagens. Dessa forma, ndo foram
observadas diferengas significativas nos parametros patobiolégicos analisados nos
grupos que receberam as bactérias sem a indugao da mucosite em comparagao com
0 grupo controle, sinalizando indicios de que de fato, como avaliado nos testes de
caracterizagao, as linhagens ndo ocasionam aparentes riscos ao organismo.

Sendo assim, existe um leque de aplicacdes destas BLs em diferentes areas,
uma vez que sao capazes de promover inibicdo de linhagens patogénicas, podendo
ser utilizadas na industria alimenticia ou no ramo da nutricdo e prevencao de doencas,
na industria biotecnolégica como vetores de vacinas ou também direcionadas para
outros modelos experimentais. Referente aos modelos experimentais, De Sanctis e
colaboradores (2019) conduziram um estudo clinico para avaliagdo do efeito de
Levilactobacillus brevis CD2 (Lactobacillus brevis CD2) em pacientes com mucosite
em fungdo do tratamento quimioterapico e nao houveram diferencas significativas
entre o grupo tratamento e placebo (De Sanctis et al., 2019). Entretanto, quando a
mesma linhagem foi analisada em um outro estudo clinico para avaliar saude bucal e
risco de carie, a administracdo desta foi capaz de promover efeitos benéficos
relacionados a reducdo de placa e sangramento e manutencéo do pH (Campus et al.,
2014), além de inibir a formacao de biofilme de Prevotella melaninogenica, um dos
agentes causadores da periodontite (Vuotto et al., 2014). Adicionalmente, um estudo
recente demonstrou que Limosilactobacillus reuteri (Lactobacillus reuteri), uma
linhagem normalmente utilizada amplamente como probidtico e com efeitos benéficos
comprovados, € capaz de exarcebar a sintomatologia de modelos de esclerose
multipla em animais, demonstrando a complexa relacao intestino-cérebro e também a

variagao de resultados em modelos experimentais distintos (Montgomery et al., 2020).
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Sendo assim, uma mesma linhagem pode ser extremamente benéfica em algum
modelo de doencga, mas ndo ter a mesma eficacia quando aplicada em outro.

Por fim, uma alternativa seria a avaliagdo do efeito de uma mistura destas
linhagens. Um estudo conduzido por Chapman e colaboradores (2011) avaliou se a
juncao de probidticos tinha mais ou menos efeito sobre diarreia, sindrome do intestino
irritdvel, modulagao da microbiota e do sistema imune, infecgao por Heliobacter pylori,
dentre outros. Foi concluido que na maioria dos casos a associagao de linhagens era
benéfica, entretanto, poucos estudos compararam a acdo da mistura com a de seus
componentes separadamente, mas quando o fizeram, em 75% dos casos a mistura
foi mais eficaz (Chapman et al., 2011). Tendo em vista o impacto da modulagdo da
microbiota no alivio dos sintomas da mucosite, a introdu¢ao de duas ou mais linhagens
poderia potencializar este efeito.

Dessa forma, mesmo que no modelo de mucosite intestinal em especifico, ndo
tenha sido observado resultados animadores apds a administragao das linhagens, o
trabalho de prospeccao realizada no presente estudo fornece dados relacionados a
aspectos importantes acerca da eficacia e segurangca de diversas bactérias
potencialmente probidticas, abrindo uma série de possibilidade de utilizagcbes e

modelos a serem explorados.



89

7. PERSPECTIVAS

Diante dos dados obtidos no presente trabalho, pode-se tragcar um panorama

com perspectivas a curto prazo e a longo prazo, como segue:

1. Perspectivas a curto prazo:

Sequenciamento de todas as linhagens e montagem dos genomas;

Analise gendbmica acerca da sua seguranga e potencial benéfico, por meio da
predicdo de ilhas gendbmicas (GEI), fagos; proteinas secretadas e natureza da
resisténcia a antibidticos;

Testes in vivo para avaliar o potencial terapéutico das demais linhagens em
modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU,;

Avaliagcédo da capacidade de produzir e degradar aminas biogénicas.

2. Perspectivas a longo prazo:

Testar uma mistura com trés ou mais linhagens em outros modelos de doengas;
Avaliar o potencial das mesmas quanto as aplicagdes biotecnolégicas como
veiculos de entrega de vacina de DNA;

Avaliar o potencial das mesmas quanto a aplicagdo em alimentos funcionais

para auxiliar na nutri¢cao.
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APENDICE II: RESULTADOS REFERENTES A UFC DE CADA LINHAGEM APOS
INCUBAGAO OVERNIGHT A 37°C

Linhagem UFC Linhagem UFC
Lacticaseibacillus paracasei Lpal 1,1x10'% Lactiplantibacillus plantarum Lpl11 1,5x100
(Lactobacillus paracasei Lpa1) (Lactobacillus plantarum Lpl11)
Lactiplantibacillus plantarum Lpl2 1,3x10'® Lactocaseibacillus rhamnosus Lr12 3,0x100
(Lactobacillus plantarum Lpl2) (Lactobacillus rhamnosus Lr12)
Lactiplantibacillus plantarum Lpl3 2,4x10'°© Pediococcus acidilactici Pa13 1,6x101°
(Lactobacillus plantarum Lpl3)

Lactiplantibacillus plantarum Lpl4 3,8x10'© Lactiplantibacillus plantarum Lpl14 3,3x100
(Lactobacillus plantarum Lpl4) (Lactobacillus plantarum Lpl14)
Enterococcus durans Ed5 1,3x10'0  Enterococcus faecalis Efc15 1,1x1010
Enterococcus faecium Efi6 1,2x10"°  Lacticaseibacillus paracasei Lpa16 1,6x10'°
(Lactobacillus paracasei Lpa16)
Enterococcus faecalis Efa7 2,1x10'%  Lactiplantibacillus plantarum Lpl17 2,9x10'0
(Lactobacillus plantarum Lpl17)
Pediococcus acidilactici Pa8 2,7x10"  Lactiplantibacillus plantarum Lpl18 4,9x10'°
(Lactobacillus plantarum Lpl18)
Lactiplantibacillus plantarum Lpl9 1,7x10'© Lactiplantibacillus plantarum Lpl19 1,3x10'0
(Lactobacillus plantarum Lpl9) (Lactobacillus plantarum Lpl19)
Enterococcus faecium Efi10 1,9x10'°  Lactiplantibacillus plantarum Lpl20 1,7x100
(Lactobacillus plantarum Lpl20)
Lactobacillus crispatus Lc21 1,5x1010
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Lactobacillus crispatus Lc21
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APENDICE IV: RESISTENCIA AOS SAIS BILIARES
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APENDICE V: TESTE DE ANTAGONISMO
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Representacdo do resultado do teste de antagonismo, demonstrando o halo de inibi¢do (circulo
vermelho) formado ao redor de spots das bactérias testadas (seta amarela) ao serem desafiadas com

uma camada de agar contendo a linhagem reveladora (seta preta).
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ANEXOS

COELHO-ROCHA, Nina D. et al. Microencapsulation of lactic acid bacteria improves the
gastrointestinal delivery and in situ expression of recombinant fluorescent protein. Frontiers

in microbiology, v. 9, p. 2398, 2018.

Descrigao: artigo fruto do Trabalho de Conclusao de Curso em Ciéncias Biolégicas na UFMG
da aluna Nina Dias Coelho Rocha do Laboratério de Genética Celular e Molecular (LGCM) da
UFMG. Projeto o qual foi agraciado com prémios, dentre os quais o de melhor poster no IV
Simpdsio de Microbiologia da UFMG, “Relevancia Académica”, “Mengao Honrosa” e “Grande
Prémio Conceigéo Ribeiro Machado”, na XXVII Semana do Conhecimento de Iniciagéo
Cientifica da UFMG, em 2018. O trabalho é uma das bases para a presente dissertacdo de
mestrado por abordar estratégias biotecnoldgicas envolvendo bactérias laticas, as quais

podem ser implementadas para as bactérias do estudo.
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Abstract

DNA vaccines have been used as a promising strategy for delivery of immunogenic and
immunomodulatory molecules into the host cells. Although, there are some obstacles involving
the capability of the plasmid vector to reach the cell nucleus in great number to promote the
expected benefits. In order to improve the delivery and, consequently, increase the expression
levels of the target proteins carried by DNA vaceines, alternative methodologies have been
explored, including the use of non-pathogenic bacteria as delivery vectors to carry, deliver, and

protect the DNA from degradation, enhancing plasmid expression.



