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RESUMO

Salmonella Typhimurium ¢ um dos principais causadores de salmonelose nao-tifoide (SNT) em
humanos, um tipo de gastroenterite aguda que ocasiona dor abdominal, vomito, diarreia,
nausea, e com cerca de 93,8 milhdes de casos globais. O principal recurso terapéutico contra
SNT ¢ o uso de antibidticos, no entanto, o uso destes antimicrobianos contribui para o
surgimento de cepas multirresistentes. Neste contexto, o uso de microrganismos probidticos
para o desenvolvimento de terapias alternativas representa uma estratégia promissora devido a
suas propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes no trato gastrointestinal e capacidade de
inibicdo de microrganismos patogénicos. A partir de estudos prévios in vitro, nosso grupo de
pesquisa identificou dez linhagens de Lactiplantibacillus plantarum com potencial inibitorio
contra S. Typhimurium. Baseado nesses achados, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
enteroprotetor destas linhagens contra a infecgao por S. Typhimurium em modelo murino. Para
tanto, camundongos BALB/c receberam tratamento com cada uma das dez linhagens Lpb.
plantarum por 30 dias, sendo que no 10° dia os animais foram infectados com S. Typhimurium.
Nesta primeira etapa, foi avaliada somente a taxa de mortalidade, no qual foi observado que os
tratamentos com as linhagens Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19 apresentaram as maiores taxas de
sobrevivéncia: 70%, 80% e 20%, respectivamente. A partir destes resultados, estas linhagens
foram selecionadas para investigacdo de seus efeitos sobre os sinais clinicos, niveis de IgA
secretora, infiltrado inflamatorio, analise histopatologica e grau de translocagdo bacteriana. A
partir dos dados obtidos, ndo foi possivel observar nenhum efeito significativo nos parametros
avaliados, com excecao da linhagem Lpl 9 que preveniu a esplenomegalia e a linhagem Lpl 19
que reduziu a perda ponderal nos camundongos desafiados. Como andlises complementares
deste estudo, foi avaliada a atividade antimicrobiana de sete linhagens, por meio de ensaios in
vitro de adesdo (coagregagdo) e inibicdo por meio do sobrenadante. Os ensaios in vitro de
coagregacdo demonstraram a presenca de adesdo em cinco linhagens, Lpl 4, Lpl 9, Lpl 11, Lpl
14 e Lpl 20. Sendo a Lpl 9, a linhagem com maior taxa de coagregacdo (55%) e cujo o
sobrenadante apresentou melhor atividade de inibi¢do (53,6%) apds neutralizacao do pH . Os
resultados obtidos demonstraram, portanto, que linhagens de Lpb. plantarum possuem
propriedades microbicidas contra Salmonella sp., sendo que Lpl 9 e Lpl 4 foram as mais
promissoras no tratamento da salmonelose em modelo in vivo. Contudo, maiores investigagoes
sdo necessarias para elucidar os mecanismos probidticos usados por estas linhagens.

Palavras-chave: Salmonelose. Probiodticos. Antagonismo bacteriano. Mucosa intestinal.



ABSTRACT

Salmonella Typhimurium is one of the leading causes of non-typhoid salmonellosis (NTS) in
humans, a type of acute gastroenteritis that causes abdominal pain, vomiting, diarrhea, and
nausea, with about 93.8 million global cases. The main therapeutic arsenal against NTS is the
use of antibiotics; however, the use of these antimicrobials contributes to the emergence of
multidrug-resistant strains. In this context, the use of probiotic microorganisms for developing
alternative therapies represents a promising strategy due to their anti-inflammatory and
antioxidant properties in the gastrointestinal tract and ability to inhibit pathogenic
microorganisms. From previous in vitro studies, our research group identified ten strains of
Lactiplantibacillus plantarum with inhibitory potential against S. Typhimurium. Based on these
findings, the objective of this work was to evaluate the enteroprotective effect of these strains
against S. Typhimurium infection in a murine model. Therefore, BALB/c mice received
treatment with each of the ten Lpb. plantarum strains for 30 days, and on the 10th day, the
animals were infected with S. Typhimurium. In this first stage, only the mortality rate was
evaluated, in which it was observed that the treatments with the Lpl 4, Lpl 9, and Lpl 19 strains
presented the highest survival rates: 70%, 80%, and 20%, respectively. Based on these results,
these strains were selected to investigate their effects on clinical signs, secretory IgA levels,
inflammatory infiltrate, histopathological analysis, and degree of bacterial translocation. From
the data obtained, it was impossible to observe any significant effect on the parameters
evaluated, except the Lpl 9 strain that prevented splenomegaly and the Lpl 19 strain that reduced
weight loss in challenged mice. As a complementary analysis of this study, the antimicrobial
activity of seven strains was evaluated through in vitro adhesion (coaggregation) and inhibition
using the supernatant. The in vitro coaggregation assays demonstrated the presence of adhesion
in five strains, Lpl 4, Lpl 9, Lpl 11, Lpl 14, and Lpl 20. Lpl 9 is the strain with the highest rate
of coaggregation (55%) and whose supernatant showed better inhibition activity (53.6%) after
pH neutralization. Therefore, the results obtained showed, that strains of Lpb. plantarum has
microbicidal properties against Salmonella sp., and Lpl 9 and Lpl 4 were the most promising in
treating salmonellosis in an in vivo model. However, further investigations are required to
elucidate the probiotic mechanisms used by these strains.

Keywords: Salmonellosis. Probiotics. Bacterial antagonismo. Intestinal mucosa.
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1. INTRODUCAO

1.1. Género Salmonella

O género Salmonella é pertencente a familia Enterobacteriaceae constituido por
microrganismos Gram-negativos, em forma de bastonetes, metabolismo anaerobico
facultativos, motilidade por flagelo, ndo fermentadores de lactose, produtores de sulfeto de
hidrogénio, oxidase negativa e catalase positiva (ABULREESH, 2012). Dentro deste género ha
duas espécies, Salmonella bongori e Salmonella enterica, esta Ultima, divide-se em seis
subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae ¢ indica, além de conter um
total de 2659 sorovares (GALAN; BLISKA, 1996; WEI et al., 2007; ISSENHUTH-
JEANJEAN et al., 2014). A maioria dos soravares, cerca de 1586, sdo da espécie Salmonella
enterica subps. enterica (GRIMONT et al., 2007; ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014).

Em relacdo aos sorovares, alguns possuem hospedeiros naturais, geralmente animais,
que sdo assintomaticos, contudo todos os sorovares sdo patogénicos para humanos. As
linhagens de Salmonella sp. sio comumente encontradas no trato gastrointestinal (TGI) de
animais de fazenda e em humanos. Como reservatdrios menos usuais podemos citar répteis,
aves selvagens e até mesmo insetos. No que tange a fontes de contaminagdo alimentar por
Salmonella sp., os mais comuns sdo ovos, carne bovina, carne de aves, carne de porco, vegetais,
nozes, laticinios e 4gua (ANDINO; HANNING, 2015). A salmonelose para humanos pode ser
classificada em: a) febres entéricas: tifoide e paratifoide, causadas pelos soravares S. enterica
Typhi e S. enterica Paratyphi, respectivamente, e que levam, em um periodo de incubagao de 7
a 14 dias, a episddios de febre, cefaleia, bradicardia e manchas rosadas no peito, sendo
responsaveis por cerca de 200.000 mortes e mais de 22 milhdes de doentes a cada ano (OHL;
MILLER, 2001; BUCKLER; WALKER; BLACK, 2012; b) salmonelose nao-tifoide (SNT):
diferente das febres entéricas que estdo limitadas somente a humanos, outros animais podem
hospedar o mesmo patdgeno causador de SNT e sua incubagdo ¢ estimada em 6 a 12 horas.
Este tipo de infeccdo ¢ causada principalmente pelos sorovares: Enteritidis, Typhimurium e
Heidelberg, e entre os principais sintomas destacam-se nausea, vOmitos, diarreia nao

sanguinolenta, febre, calafrios, dor abdominal e mialgia (FEASEY et al., 2012).

1.1.1. Patogenicidade da Sa/monella Nao-Tifoide
1.1.1.1.Colonizagao e invasao
Salmonella enterica sorovar Typhimurium € conhecida por ser um patégeno intracelular
facultativo, o qual causa um quadro sistémico em camundongos infectados, similar a febre

tifoide (doenga causada por S. Typhi, em humanos).
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A principal forma de aquisi¢do de salmonelose ¢ pela via de contaminagao fecal-oral,
onde alimentos e 4gua contaminados sdo diretamente consumidos por hospedeiros susceptiveis
a desenvolver a doencga intestinal (FORD et al., 2016). Apos a introducao por via oral de S.
Typhimurium, a bactéria inicia um percurso pelo TGI sobrevivendo a acidez estomacal e agdo
dos sais biliares até chegar ao intestino, seu alvo de colonizagao, especificamente, o ileo distal
e colon proximal, onde invadird o epitélio intestinal para replicacdo e sobrevivéncia dentro das
células do hospedeiro (ZHANG et al., 2003; LONNERMARK et al., 2015).

Primeiramente, para obter sucesso na colonizagdo do hospedeiro, um importante fator ¢
a presenca das fimbrias (pili) que sdo as primeiras estruturas que entram em contato com o
epitélio intestinal, onde inimeras adesinas (exemplo, flagelinas, lipopolissacarideo), podem se
ligar a receptores das células do hospedeiro e promovem o aumento da sobrevivéncia da
bactéria, através do efeito de auto-agregacdo (COLLINSON et al., 1996; CHESSA et al.,2008).
Lipopolissacarideos (LPS), por exemplo, sdo moléculas que possuem um comportamento
atipico em S. enterica pois sdo estrategicamente liberadas gradualmente no momento de
colonizagdo e causam os sintomas iniciais da infec¢do devido a atividade pro-inflamatoria de
monocitos e macrdéfagos (NEEDHAM; TRENT, 2013; BENDER et al., 2013). Em
camundongos ocorrem outras observagdes intestinais como o aumento das placas de Peyer e
espessamento da mucosa do ileo, além de uma série de lesdes na por¢ao terminal no periodo de
trés a cinco dias. Esta enterite difusa pode apresentar um infiltrado caracterizado pela

predominancia de leucécitos mononucleares (SANTOS et al., 2001).

1.1.1.2. Rompimento da barreira

Em decorréncia da agdo dos fatores de viruléncia da Salmonella Typhimurium, citados
anteriormente, ocorre o rompimento da barreira epitelial intestinal. Para viabilizar a invasdo de
células do epitélio intestinal do hospedeiro, S. Typhimurium utiliza principalmente dois
sistemas de secre¢do do tipo III (T3SS), um grupo de proteinas de canal que sdo responsaveis
por entregar os efetores (moléculas de alta viruléncia) de Salmonella ao ambiente intracelular
dos enterocitos, promovendo a invasdo de enterdcitos, influxo neutrofilico, ocorréncia dos
episodios diarreicos (ZHANG et al., 2002) e auxiliando na permanéncia e replicacdo
intracelular bacteriana em fagocitos por formagao dos vactiolos contendo salmonela (SCV, do
inglés, Salmonella-containing vacuole) (GALAN; COLLMER, 1999; KNODLER; STEELE-
MORTIMER, 2003; SRIKUMAR et al., 2015).

Um dos mais bem descritos métodos de invasdo de Salmonella sp., € tipicamente a

invasao que ocorre pela via de células M. Estas capturam as células bacterianas e as entregam



20

a células apresentadoras de antigenos associadas as placas de Peyer pela regido do domo
subjacente. Posteriormente, o patdégeno ira evadir-se para a regido basolateral das placas de
Peyer, onde alcangara a 1amina propria, entrara em contato com células fagociticas e sera capaz
de liberar seus efetores utilizando o T3SS (REIS et al., 2003; HASE et al., 2009). Entretanto, o
modo e os mecanismos envolvidos na evasdo da placa de Peyer ndo estdo bem esclarecidos.
Outro método de invasdo ¢ por meio de células intestinais nao-fagociticas. Neste caso, a
Salmonella sp. provoca um rearranjo do citoesqueleto das células epiteliais, promovendo o
aparecimento de pseudopodes que englobam a bactéria. A indugdo de sua propria fagocitagao
por uma célula nao especializada ¢ devida as proteinas efetoras de Salmonella sp. inseridas na
célula hospedeira por meio de T3SS-1, como por exemplo as proteinas codificadas pela familia
de genes inv (do inglés, invasibility) (EHRBAR et al., 2001; TAKAYA t al., 2003). Além dos
exemplos citados anteriormente, a invasao por meio de células também pode ocorrer no ileo
terminal, onde células dendriticas diretamente alocados na lamina propria, projetam finas
extensdes membranares através do epitélio intestinal por meio da acdo de efetores codificados
por SPI-1, facilitando a passagem do patdgeno do limen para a lamina propria. Outro modo a
ser considerado para quebrar a barreira epitelial ¢ por alteracdo das juncdes celulares que
ocasiona a passagem bacteriana. Neste caso, a Salmonella sp. induz a ativagdo de proteinas da
familia Rho GTPases que atuam na reorganizacdo do citoesqueleto de actina e
consequentemente também alteram a localizagdo das proteinas envolvidas nas jungdes
compactas e aderentes, o que possibilita a invasdo bacteriana pelos espacos lateral e basolateral
em um processo conhecido como penetragdo paracelular (MEYERHOLZ et al., 2002;
CHIEPPA et al., 2006; NIESS et al., 2005; KOHLER et al., 2007; BUENO et al., 2010).

1.1.1.3.Permanéncia Intracelular

E essencial para a patogenicidade da Salmonella sp., a capacidade de sobrevivéncia no
ambiente intracelular dos seus hospedeiros, sendo que cepas incapazes de sobreviver neste
ambiente ndo sdo consideradas virulentas (BAKOWSKI; BRAUN; BRUMELL, 2008). Apds o
transporte da Salmonella para o interior das células eucaridticas, ha a formacdo de um
fagossomo contendo o patogeno. Logo, a presenga de uma bactéria no interior da célula deveria
ativar a resposta imune celular que tenta eliminar o conteudo do vacuolo por fusdo com o
lisossomo. Entretanto, a Sa/monella se utiliza do T3SS-2 para liberar efetores que alteram o
comportamento do vacuolo (ERIKSSON et al., 2003), ocasionando a evasdo do sistema de
degradacdo lisossomal (HOLDEN, 2002) e permitindo sua sobrevivéncia e consequentemente

sua replicacdo dentro destas estruturas alteradas, conhecidas como vactiolos contendo
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salmonela (SCV), em macrofagos alocados nos linfonodos mesentéricos - estes possibilitam o
acesso do patdégeno ao sistema reticulo-endotelial do organismo infectado (MONACK;
BOULEY; FALKOW, 2004; MONACK; MUELLER; FALKOW, 2004). Desta forma, como
ultima fase a Salmonella sp. alcanga o sistema linfatico e posteriormente o sistema circulatério,
onde se inicia uma breve bacteremia. Esta ¢ rapidamente controlada por macrofagos presentes
no figado e bago, contudo parte da Sal/monella ndo ¢ eliminada e comega a se replicar nestes
orgaos. Em o6rgdos de camundongos infectados por S. Typhimurium este crescimento
bacteriano pode chegar até¢ 1,5 log/dia, gerando hepato e esplenomegalia. Na fase final, se
estabelece um platd bacteriano que pode permanecer por uma ou varias semanas no organismo
do camundongo, dependendo da linhagem de salmonela e linhagem do camundongo, além da
presenca de macrofagos. Este evento deve durar até a agdo da resposta imune adquirida que
poderd eliminar eficientemente o patégeno e conferir um periodo sem reinfecgdes

(MASTROENI, 2002).

1.1.2. Resposta Imune Protetora Contra Infecg¢ao Por S. Typhimurium

A eficiente colonizagdo intestinal da Sa/monella sp. gera diversas lesdes epiteliais e
intenso influxo de leucécitos monomorfonucleares (BARTHEL et al/, 2003). Nos estagios
iniciais de contato com o epitélio intestinal, o contato com particulas bacterianas, como o LPS,
inicia um processo inflamatorio nos tecido proximos, este processo resulta na expressdo de
citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-15, IL-6, IL-12 e IL-18 (BEHNSEN ef al.,
2015) e alta sinalizagdo por linfocitos T NK (do inglés, natural killer) produtor de IFN-y e
TNF-a, citocinas essenciais para recrutamento e ativacdo de macrofagos, assim como para a
indugdo de suas ferramentas bactericidas e agdo final de fagolisossomos (HUANG, 2021).
Geralmente, estes mecanismos eliminam grande quantidade da bactéria invasora. Contudo,
mecanismos de viruléncia presentes na Sa/monella sp., podem interferir na acdo destas células
imune (BROWNE; LESNICK; GUINEY, 2002). Outro ponto chave para a
resistencia/susceptibilidade a infec¢do de S. Typhimurium, ¢ a expressdo da proteina
transmembrana, codificada por Nramp! (do inglés, natural resistance-associated macrophage
protein 1), em macrofagos de camundongos. Os animais que ndo expressam esta proteina em
seus macrofagos sdo mais suscetiveis a infecgdes por Salmonella sp. (FRITSCHE et al., 2012)

Por outro lado, na resposta imune tardia, a ativagdo das células T € o principal
estimulador da liberagao do fator de ativagao de macréfagos IFN-y para controle da replicagao
bacteriana (MONACK; BOULEY; FALKOW, 2004), assim como também células T CD4+
estdo mais envolvidas neste processo que células CD8+ (LOPEZ-MEDINA et al., 2014). Neste
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seguimento, imunoglobulinas como IgA e I[gM podem impedir a invasdo tecidual da Sa/monella
sp. Experimentos demonstraram que um tratamento utilizando um hibridoma de IgA especifica
para Salmonella sp. foi capaz de impedir sua adesao a células epiteliais e células M (MICHETTI

et al., 1992; 1994; MITTRUCKER; KAUFMANN, 2000).

1.1.3. Tratamento

As recomendacdes para casos de salmonelose leve sdo manter a hidratagdo e evitar o
uso de medicamentos antibacterianos, pois esse uso poderia aumentar o tempo de permanéncia
do patogeno no organismo. Em casos mais severos da doenga, como manifestacao de febre
muito alta, intensa diarreia ou indicativo de infecgdes sistémicas o principal arsenal terapéutico
disponivel ¢ a antibioticoterapia, com o uso de fluoroquinolonas ou cefalosporinas de terceira
geracdo. Entretanto o uso destas drogas tem provocado o aparecimento de cepas
multirresistentes a antimicrobianos (a exemplo da variante ST313 S. Typhimurium resistente a
fluoroquinolonas), casos de disbiose, agravamento de episddios diarreicos e prolongamento da
colonizagao do patdégeno no TGI, reduzindo dessa forma a eficacia do tratamento convencional
(RAJASHEKARA et al., 2000; CRUMP et al, 2015; LEEKITCHAROENPHON et al., 2016;
ALMEIDA et al., 2017; SU et al., 2018; WILLIAMSON et al., 2018; BAWN et al., 2020).

Diante desses desafios, a pesquisa de novas alternativas como futuros tratamentos, tais
como linhagens probidticas de Bactérias Acido Lacticas, representa uma estratégia promissora

no combate a SNT.

1.2.Bactérias Lacticas

As bactérias acido lacticas (BAL) sdo um grupo heterogéneo de bactérias Gram-
positivas, em forma de bastonetes ou cocos, ndo esporulantes, catalase negativo, fastidiosas,
microaerdfilas ou anaerdbicas facultativas, geralmente mesofilas, sem motilidade, com alta
tolerancia a baixo pH e que tem o lactato como principal produto decorrente da fermentacao de
carboidratos (CARR; CHILL; MAIDA, 2002; PESSIONE, 2012; VON WRIGHT;
AXELSSON, 2019). Seus principais representantes sdo dos géneros Lactobacillus
(reclassificado em 2020), Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus e Weissela (MOKOENA et al., 2017; KONIG; FROHLICH, 2017;
ZHENG et al., 2020). Estes microrganismos podem ser isolados de diversos ambientes,
incluindo vegetais em estado conservado e em decomposicdo, tubérculos como batata e
beterraba, sucos, cereais, vinho e outras bebidas fermentadas, assim como em produtos de

origem animal, principalmente laticinios, carnes e peixes fermentados. Estes microrganismos
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podem também ser estar presentes em silagem, esgotos e cavidades de animais e humanos,
incluindos as mucosas gastrointestinal e vaginal (DJADOUNI; KIHAL, 2012; LIU et al., 2014).

Uma caracteristica importante desse grupo ¢ que muitas linhagens demonstram efeitos
benéficos, sendo portanto caracterizadas como probidticos (VIJAYA KUMAR;
VIJAYENDRA; REDDY, 2015), que ¢ um termo usado para definir todo o micro-organismo
vivo que confere beneficios a saude do hospedeiro quando administrado em quantidades
adequadas (HILL et al., 2014). Varios estudos correlacionam o grupo das BAL, principalmente
espécies de Lactobacillus, a diversos efeitos benéficos no TGI humano. Esses efeitos sao
decorrentes de inimeros mecanismos de agdo, principalmente da (i) atividade antimicrobiana
de seus metabolitos e peptideos contra enteropatdgenos, (ii) fortalecimento da barreira epitelial
de mucosas e (iii) estimulagdo de respostas imunes anti-inflamatérias. (KANDLER, 1983;
SOOMRO; MASUD; ANWAAR, 2002; FOLIGNE et al., 2013; COTTER; ROSS; HILL,
2013).

1.2.1. Atividade antimicrobiana

A acdo antimicrobiana das BAL, por meio de acidos organicos, acidos de graxos de
cadeia curta, bacteriocinas e espécies reativas de oxigénio, dentre outros (DE VUYST; LEROY,
2007) (Figura 1) apontam para seu uso como um promissor candidato terapéutico no tratamento
de desordens inflamatorias e infecciosas do TGI, como gastroenterites causadas por
enteropatogenos como Salmonella Typhimurium e Clostridium difficile, e doencas
inflamatoérias intestinais, como a Doenca de Crohn e a colite ulcerativa, nas quais patdogenos
oportunistas podem atuar como agentes complicadores (PILLAIL; NELSON, 2008; CASTILLO
et al., 2013; ACURCIO et al., 2017; JAKUBCZYK; LESZCZYNSKA; GORSKA. 2020).

Os efeitos antimicrobianos dessas bactérias sdo decorrentes da produgdo de alguns
compostos inibitorios produzidos por elas, como acidos organicos (lactato) e 4cidos graxos de
cadeia curta (SCFAs, do inglés, “Short-chain fatty acids’) (acetato), que acidificam o pH no
limen intestinal e podem interferir nas fungdes celulares de outros microrganismos (KIVANC;
YILMAZ, 2011), como visto na prospeccao de 15 bactérias, pertencentes ao geénero
Bifidobacterium e - o antigo género - Lactobacillus, produtoras de diferentes dcidos organicos
que apresentaram atividade antimicrobiana in vitro contra as espécies Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus € Clostridium
difficile (TEJERO-SARINENA et al., 2012). Em adi¢do, um estudo comprovou que SCFAs da

microbiota intestinal estdo associados com os receptores GPR43 para regulacdao da expressao
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de peptideos antimicrobianos (AMP) Regllly e B-defensinas produzidos por células epiteliais
intestinais (ZHAO et al., 2018).

Também devido a produgdo de peptideos com agdo antibacteriana, conhecidos como
bacteriocinas, um grupo heterogéneo de peptideos antimicrobianos que atuam via formagao de
poros na membrana citoplasmatica das bactérias alvos, o que aumenta o fluxo de ions
transmembranares, ocasionando, assim, uma queda no pH intracelular e levando a célula a

morte (WIEDEMANN et al., 2006).
As bacteriocinas sdo classificadas em 4 principais classes:

(1) classe I ou lantibioticos, devido a alteragdo pos-tradu¢do com adi¢do de lantionina
ou b-metil lantionina: sdo pequenos peptideos de cerca de 5 kDa e seu principal representante

€ anisina A;

(i1) classe II ou ndo-lantibidticos (ndo contém lantionina), sao pequenos (<10 kDa),
termoestaveis, bastante abundantes no ambiente. Ademais, podem ser dividos em 4 subgrupos:
classe Ila (semelhante a pediocinas), possuem alta especificidade contra Listeria
monocytogenes (DRIDER et al., 2006), classe IIb (bacteriocinas complexas, formadas por 2
componentes), classe Ilc (bacteriocinas circulares) e o ultimo subgrupo sdo do tipo ndo

modificada, linear e ndo “pediocina-like”;

(ii1) classe III, que sdo grandes peptideos (>10kDa), termoestaveis e subdivididos em 2
grupos: grupo Illa, enzimas bacterioliticas (bacteriolisinas) e seu principal representante ¢ a
Lisostafina e grupo IlIb, bacteriocinas ndo liticas, sendo seu principal representante ¢

helveticina J isolado de Lb. helveticus

(iv) classe IV ou bacteriocinas ciclicas. Este ultimo grupo possui peptideos que sofrem
modificagdes pos-traducionais para formacao de uma ligacao “head-tail”, o que lhes confere a
circularidade estrutural, seu principal integrante ¢ a enteriocina AS-48 (MAQUEDA et al.,

2004; COTTER; HILL; ROSS, 2005; ALVAREZ-SIEIRO et al., 2016

Outro modo de a¢do microbicida dos probioticos das BAL ¢ através da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés, reactive oxygen species), como o peroxido de
hidrogénio. A secrecao de peroxido de hidrogénio pode gerar um estresse oxidativo causando
danos a diferentes tipos de biomoléculas como acidos nucléicos, lipidios e proteinas de
patogenos. Deste modo, Kullisaar e colaboradores (2002), observaram que duas linhagens de
Limosilactobacillus fermentum possuiam uma acdo eficaz microbicida pela agdo do peroxido

de hidrogénio e também resisténcia a estresse oxidativo, similar aquela observada em



25

enteropatogenos. Corroborando com os resultados anteriores, a Llb. fermentum CS12-1 mostrou
alta concentragdo de peroxido de hidrogénio (3.5 mM) e capacidade de inibi¢do in vitro da
Escherichia coli K88, uma cepa enterotoxigénica causadora de diarreia em leitdes (KANG et

al., 2005).

Outro mecanismo antimicrobiano pertencente ao grupo das BAL ¢ a capacidade de
excluir patégenos competitivamente, através da disputa por sitios e fontes nutricionais, o que
representa um importante mecanismo de prote¢ao do TGI. A ocupagdo de sitios de ligagao ¢
possivel, especificamente devido as interacdes com biomoléculas da parede celular bacteriana
e aderéncia a células epiteliais (LEBEER e al., 2008). A exemplo, alguns Lactobacillus spp.
conseguem se ligar a manose, para competir com o sitio de ligacdo de E. coli através de
proteinas de fimbria tipo 1 (OSSET et al., 2001). Da mesma forma, Mack e colaboradores
(2003) demonstraram in vitro, um dos mecanismos moleculares que possibilita a
Lactiplantibacillus plantarum 299v se fixar a superficie epitelial intestinal e afetar a ligagao de
bactérias exogenas. Por meio da utilizacdo de uma linhagem mutante de Lpb. plantarum 299v
para o gene (Msa), que codifica a adesina dependente de manose, foi observado que a linhagem
mutante possuia dez vezes menos aderéncia a células epiteliais HT-29 e incapacidade de inibir
a ligacdo de uma cepa enteropatogénica de E. coli a essas cé€lulas epiteliais, quando comparada
com o comportamento de sua linhagem selvagem. Semelhantemente, outro estudo sugeriu o
mecanismo molecular envolvido na exclusdo competitiva de E. faecium E1165 (bactéria
resistente a vancomicina ¢ responsavel por vdrias infecgdes nosocomiais) por
Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG). Através de analises gendmicas, foi observado alta
similaridade entre o pili gene cluster 3 (PGC3) de E. faecium e o cluster de gene de pili SpaCBA
Lcb. rhamnosus GG, ambos envolvidos na aderéncia ao muco intestinal. Além disso, ensaios
in vitro comprovaram que anticorpos anti-SpaCBA, ou especificamente contra a subunidade
proteica SpaC, sdo capazes de se ligarem a antigenos de ambas as espécies estudadas. A
observagao desta resposta imunlolégica cruzada sugere, que o pilli de Leb. rhamnosus GG seja
capaz de bloquear o patdogeno ao se ligar primeiramente ao muco intestinal (TYTGAT et al.,

2016).

Outro fator que pode atuar na protecao contra patdgenos, ¢ a habilidade de coagregacao
de algumas linhagens probidticas, ou seja, a ligacdo direta a outras bactérias, possibilitando sua
exclusdo, por exemplo, durante a passagem pelo TGI (COLLADO; MERILUOTO;
SALMINEN, 2008). Por exemplo, em Lactobacillus johnsonii Lal (NCC 533) foi identificada
uma proteina de superficie (GroEL) que era responsavel pela aderéncia do probidtico a

Helicobacter pylori, uma dos principais agentes etiologicos de diarreias infecciosas
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(BERGONZELLI et al., 2006). De mesma natureza, o gene cpf que codifica uma proteina de
superficie pertencente a Loigolactobacillus coryniformis DSM20001T, comprovou-se esta
envolvido na agregacao deste bacilo a enteropatogenos como E. coli K88, Campylobacter coli
e Campylobacter jejuni (SCHACHTSIEK; HAMMES; HERTEL, 2004). Da mesma forma,
através de ensaios de coagregacdo, Gomez e colaboradores (2016) descreveram as propriedades
probioticas de bactérias lacticas bacteriocinogénicas Lactococcus lactis VB69, L. lactis VB4,
Latilactobacillus sakei MBSal e Latilactobacillus curvatus MBSa3 e nao bacteriogénicas L.
lactis 368, Lactobacillus helveticus 354, Lacticaseibacillus casei 40 € Weissela viridescens 113
quanto a capacidade de impedir a formacao de biofilmes das seguintes bactérias patogénicas L.

monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 e S. Typhimurium.

Por outro lado, a insercdo de bactérias exdgenas na comunidade bacteriana comensal,
tais como os probidticos, pode afetar consequentemente a biodisponibilidade de nutrientes,
acarretando o desfavorecimento do crescimento e fixagdo de patdgenos. Em 2013, Deriu e
colaboradores observaram que a linhagem Escherichia coli Nissle 1917 interferia na captacao
de ferro por S. Typhimurium no ambiente intestinal com inflamagao aguda (colite induzida por
DSS) ou crénica (infecgdo persistente) de camundongos. Dessa forma, a E. coli Nissle 1917 se
mostrou capaz de competir pelo nutriente ferro em intestinos inflamados, transpor a ac¢do da
proteina antimicrobiana lipocalina 2, que previne sequestro de ferro por bactérias, e reduzir a
colonizacdo e posterior fixacdo da S. Typhimurium. Adicionalmente, no ambiente intestinal,
muitas bactérias da microbiota modulam a disponibilidade de oxigénio, tornando-o escasso, o
que pode ser um fator que desacelera o crescimento de varios patdgenos aerobicos (ALTIER,

2005)
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Figura 1: Compostos antimicrobianos do grupo BAL: Apresentacdo de alguns dos principais mecanismos
envolvidos na agdo antimicrobiana de bactérias do grupo BAL, no inglés, “LAB”, representadas como:
bacteriocinas; diacetil; enzimas; perdxido de hidrogénio; compostos antifingicos; alcoois; exopolissacarideos;

acidos organicos. Fonte: adaptado de Daba e Elkhateeb (2020)

1.2.2. Género Lactiplantibacillus

Em 1901, Beijerinck propo6s a criagdo do género Lactobacillus contendo 262 espécies
(até¢ margo de 2020), pertencente ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales,
familia Lactobacillaceae e grupo familiar mais proximo Leuconostocaceae. Atualmente, o
género Lactobacillus passou por uma reclassificacdo sendo dividido em 25 géneros (sendo
destes 23 novos géneros) composto por: Lactobacillus e Paralactobacillus — ja existentes -,
Holzapfelia, Amylolactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus,
Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus, Schleiferilactobacillus, Loigolactobacilus,
Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus,
Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Limosilactobacillus,
Fructilactobacillus, Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus,

Secundilactobacillus e Lentilactobacillus e as familias Leuconostocaceae € Lactobacillaceae
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formaram uma unica familia denominada Lactobacillaceae. Portanto, a nomenclatura utilizada
para os microrganismos deste trabalho serd Lactiplantibacillus plantarum (Lpb. plantarum)

(LUDWIG et al., 2009; ZHENG et al., 2020), seguindo a nova reclassificacdo taxonomica.

A nova reclassificagdo do género Lactiplantibacillus compreende 17 espécies: Lpb.
argentoratensis, Lpb daoliensis, Lpb. daowaiensis, Lpb. dongliensis, Lpb. fabifermentans, Lpb.
garii, Lpb. herbarum, Lpb. modestisalitolerans, Lpb. mudanjiangensis, Lpb. nangangensis,
Lpb. paraplantarum, Lpb. pentosus, Lpb. pingfangensis, Lpb. plajomi, Lpb. plantarum, Lpb.
songbeiensis e Lpb. xiangfangensis (PARTE et al., 2020; ZHENG et al., 2020).

Dentre estas espécies, a mais explorada por seu potencial probidtico € a Lpb. plantarum
sendo utilizadas em diversos modelos in vivo e diferentes patologias. Lpb. plantarum é uma
espécie Gram-positiva, em forma de bastdo (bacilo), sem motilidade, ndo forma esporos,
microaerofilica e possui temperatura de crescimento entre 20 a 45°C (mesofilica). Geralmente
possui atividade de catalase negativa, mas algumas linhagens, em condi¢des especificas,
possuem atividade de catalase ou pseudocatalase contendo manganés (ZHENG et al., 2020).
Quanto a sua parede celular, é rica em acidos do tipo glicerolteicoico (em algumas cepas, o tipo
de 4cido teicoico pode variar) e o acido do tipo mesodiaminopimélico (DAP), como tipo de
peptidioglicano mais comum. Devido a presenca de cassetes de genes para metabolismo de
carboidratos, esta espécie também estd inclusa no grupo de microrganismos
heterofermentativos facultativos oferecendo vantagem adaptativa em variados ambiente

(BEHERA; RAY; ZDOLEC, 2018).

Frequentemente, a espécie Lpb. plantarum ¢ isolada de produtos fermentados tais como
vegetais, carnes, laticinios e cereais. Por outro lado, algumas cepas foram encontradas
associadas a microbiota de insetos e de vertebrados. No caso de humanos, esta espécie ja foi
localizada no trato gastrointestinal, pele, microbiota vaginal e cavidade oral (MARTINO et al.,

2016; STORELLI et al., 2018).

1.2.3. Aplica¢do de Lbp. plantarum como Probidtico

Os isolados de Lpb. plantarum sao fortes candidatos para um possivel uso terapéutico
em diferentes condi¢des patologicas, devido muitas linhagens apresentarem efeitos benéficos
ao hospedeiro, incluindo seus efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes, bem como sua

capacidade de inibir microrganismos patogénicos (HAYEK; IBRAHIM, 2013; KARAMI et al.,
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2017; SILVA; SILVA; RIBEIRO, 2018; ZHENG et al., 2020; BRANDI et al., 2020; LEE;
KIM, 2020). Este comportamento foi observado na linhagem Lpb. plantarum 299v ao estimular
in vitro, o aumento de IL-10 em células isoladas de colon humano inflamado como resposta
atenuante a inflamacdo (PATHMAKANTHAN et al, 2004). A capacidade de inibicao foi
observada em ensaios, in vitro e in vivo, envolvendo a bactéria multirresistente e
enteroagregativa E. coli ATCC 25922, onde demonstrou-se que Lpb. plantarum MTCC 1407
reduz a contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) do patdégeno e melhorou a
arquitetura do epitélio intestinal (KUMAR et al., 2016). Em outro estudo envolvendo 10
sujeitos saudaveis ingerindo um probiotico por 7 dias, foi observado efeitos promissores da
Lpb. plantarum TIFN101 sobre a barreira do intestino delgado com a modulagdo de vias de
transcri¢do de genes envolvidos na adesdo célula-célula e expressdo de genes envolvidos na
manuten¢do da arquitetura intestinal, como MUC 2 (MUJAGIC et al., 2017). Adicionalmente,
um outro estudo demonstrou que frangos recém nascidos tratados com Lpb. plantarum LLTC-
113 e infectados com S. Typhimurium apresentaram auséncia de rompimento da barreira
intestinal, diminui¢do da transloca¢do para o bago e figado e diminui¢do da presenga de
marcadores inflamatérios como mieloperoxidase (MPO), LITAF, IL-1B e IL-6 no soro dos

animais (WANG et al,. 2018)

Em um trabalho anterior realizado por nosso grupo de pesquisa, 21 linhagens
bacterianas isoladas de diferentes fontes foram identificadas e caracterizadas quanto as suas
propriedades probiodticas no Laboratorio de Genética Celular e Molecular (LGCM) da
Universidade Federal de Minas Gerais. As identificacOes das bactérias foram feitas por meio
de MALDI-TOF-Biotyper, indicando que todas as linhagens pertenciam ao grupo BAL. Entre
estas, 10 linhagens pertenciam a espécie Lactiplantibacillus plantarum. Ensaios in vitro
avaliaram propriedades benéficas (imunomodulagdo, tolerancia ao estresse acido e biliar,
inibicdo de patdogenos) e aspectos de seguranca (antibiograma, atividade hemolitica e
mucolitica) dessas linhagens (COELHO-ROCHA et al., 2022). Os resultados obtidos
demonstraram que algumas linhagens mostraram perfil de resisténcia a gentamicina,
estreptomicina e vancomicina e foram sensiveis a clindamicina, eritromicina, ampicilina e
cloranfenicol. Nos experimentos complementares de seguranga, para degradacao de mucina e
hemolise, nenhuma linhagem mostrou-se capaz de degradar mucina ou apresentou atividade -

hemolitica demonstrando assim auséncia das principais caracteristicas de bactérias patogénicas.

Além disso, ao serem avaliadas quanto sua a sobrevivéncia em diferentes condicdes de
estresse, geralmente encontradas no TGI, as linhagens apresentaram resisténcia significativa ao

suco gastrico e sais biliares, e foram capazes de melhorar os danos histopatoldgicos e
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inflamatorios induzidos pelo quimioterdpico S-Fluorouracil em camundongos BALB/c via
reducdo da expressdo génica de citocinas inflamatérias IL6 e IL1b e aumento da expressao
génica de IL10, indicando fortemente sua aplicabilidade como uma linhagem com efeitos
imunomodulatoérios. Redu¢ao do infiltrado de neutréfilos e eosindfilos na mucosa intestinal foi
também observado. Outro resultado de grande relevancia, foi a presenga de atividade
antimicrobiana in vitro das linhagens contra seis patdogenos intestinais, E. coli, Salmonella
Typhi, S. Typhimurium, Shigella sonnei, Listeria monocytogenes e Enterococcus faecalis,
sugerindo que estas linhagens possuiam grande potencial probidtico para tratamento de

gastroenterites. (COELHO-ROCHA et al., 2022).
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2. JUSTIFICATIVA

Os problemas gerados por Salmonella sp. afetam véarios setores da sociedade, desde a
producao industrial de alimentos até o setor de saude. Isto gera perda de investimento,
diminui¢do de importacdo e exportagdes, desperdicio de insumos, aumento do nimero de
internagdes, crescimento da taxa de mortalidade da populacao e risco de prevaléncia de cepas
multirresistentes a antibioticos. Em contrapartida, varios estudos descrevem a acdo de
probioticos do género Lactobacillus contra varias enterobactérias patogénicas, como
Salmonella sp., sendo possivel observar aumento da resposta imune na mucosa intestinal.
Diante do exposto, o uso de probioticos, além de ser uma alternativa promissora, poderia
diminuir o uso e prescri¢do de antibiodticos, assim como diminuir o risco de sele¢do de cepas
resistentes. Isto poderia se traduzir em uma futura candidata a um possivel terapéutico contra
salmonelose que poderia prevenir complicagdes clinicas, como danos hepaticos, efeitos pro-
inflamatoérios do sistema imune e desnutri¢ao severa ocasionada pela diarreia.

Em um trabalho anterior do nosso grupo, observamos que dez linhagens de Lpb.
plantarum 1isoladas de diferentes nichos apresentaram efeito inibitoério in vitro contra S.
Typhimurium, sugerindo um grande potencial contra a Salmonella Typhimurium (COELHO-
ROCHA et al., 2022). A partir desses achados, este trabalho propos investigar o efeitos dessas
linhagens in vivo em modelo de infec¢do ocasionada pela bactéria patogénica Salmonella

Typhimurium.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito enteroprotetor de dez linhagens de Lactiplantibacillus planturum contra

a infeccdo experimental por Salmonella enterica sorovar Typhimurium em modelo murino.

3.2. Objetivos Especificos
e Avaliar a atividade antibacteriana do sobrenadante in vifro das linhagens de Lpb.
plantarum contra S. Typhimurium ATCC 14028;

e Avaliar o efeito protetor das linhagens de Lpb. plantarum em modelo de salmonelose

induzida por S. Typhimurium ATCC 14028 em modelo murino;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Linhagens bacterianas e condi¢oes de crescimento

Todas as linhagens de Lactiplantibacillus plantarum foram previamente identificadas
pelo método de Gram e técnica de espectrometria de massa MALDI-TOF (do inglés, Matrix
Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight Mass Spectrometry) (COELHO-ROCHA
et al., 2022). Exceto a Lpl 20 que foi cedida pelo LANMDA: Laboratorio Nacional de
Nutrigendémica y Microbiomica Digestiva Animal da CONACyT, todas as linhagens foram
cedidas pelo LAMASP: Laboratério de Microbiologia Aplicada e Saude Publica da UFES. Por
sua vez, Salmonella Typhimurium ATCC 14028 foi cedida pelo Laboratorio de Agentes
Bioterapéuticos (LABi0), Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biologicas

(ICB), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) (Tabela 1).

Tabela 1. Origem das linhagens de Lpb. plantarum utilizadas

Origem ID ID (original) Procedéncia
Manteiga artesanal- Feira de Santana - BA (feira livre) Lpl 2 MTO01 LAMASP
Mandioca - Feira de Santana - BA (feira livre) Lpl3 PUBI16 LAMASP
Caldo de cana — Feira de Santana - BA (ambulante) Lpl 4 CC09 LAMASP
Leite de vaca — Fazenda em Ruy Barbosa — BA Lpl9 LV.cr LAMASP
Beterraba - Feira de Santana- BA (feira livre) Lpl 11 BET21 LAMASP
Abacaxi — Feira de Santana- BA (feira livre) Lpl 14 ABX10.1 LAMASP
Leite de vaca — Feira de Santana- BA Lpl 17 LV13 LAMASP
Fezes de bebé de 3 dias — Feira de Santana- BA Lpl 18 H15 LAMASP
Fezes de bezerro- Fazenda em Ruy Barbosa- BA Lpl 19 B4.23 LAMASP
Bebida tradicional pulque- Morélia, México Lpl 20 aM LANMDA

Neste estudo, as dez linhagens de Lpb. plantarum foram preservadas a -80°C em
estoques contendo 15% glicerol (v/v) e utilizamos 10 pL para ativa-las em culturas contendo 2
mL de meio caldo de Man, Rogosa & Sharpe (MRS) (Difco). As linhagens foram crescidas em
estufa bacteriologica a 37°C, em microaerofilia e sem agitacdo por cerca de 16 horas e
crescimento final de 10!! UFC/mL.

Salmonella Typhimurim ATCC 14028 foi mantida a -80°C em solugdo com glicerol a
20% (v/v), e utilizamos 10 pL para ativa-la em 1 mL de meio liquido Luria-Bertani (LB) (10 g
de triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 g de NaCl, q.sp.1 L de dgua destilada). A bactéria foi

crescida em estufa bacterioldgica a 37°C, sem agitacdo e em aerobiose por cerca de 16 horas.
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4.2 Avaliacao in vitro de atividade antibacteriana de Lpb. plantarum

4.2.1 Ensaio de Coagregacao

A habilidade de adesao das linhagens de Lpb. plantarum a superficie de S. Typhimurium
foi avaliada através do ensaio in vitro de coagregacdo, segundo a metodologia descrita por
Gomez e colaboradores (2016), com modificagdes.

Primeiramente, culturas de cada linhagem de Lpb. plantarum e de S. Typhimurium
ATCC 14028 foram crescidas separadamente até atingirem a concentracdo de 10® UFC/mL
(segundo suas respectivas curvas de crescimento), em seguida, as células foram centrifugadas
por 5 minutos a 10.000 RPM, ¢ o sobrenadante foi descartado. Apds a centrifugacao, as células
foram lavadas por duas vezes com PBS 0,1M e ressuspensas na mesma solucao.

Em seguida, em um tubo de vidro, foram adicionados 3 mL de suspensdo de S.
Typhimurium ¢ o mesmo volume de suspensdo de uma linhagem de Lpb. plantarum. Como
controle, foi usado um tubo contendo o volume final de 6 mL somente de S. Typhimurium.
Posteriormente, os tubos foram incubados em temperatura ambiente por 3 horas. Ao final da
incubacdo, 100 pL do sobrenadante de cada tubo foi retirado e diluido (1:10) em PBS 0,1M e a
mesma quantidade foi plaqueada em meio sélido MacConkey (Microgen, New Delhi, India) e
logo apoés, as placas foram colocadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas, para
contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) de S. Typhimurium. Também em cada
tubo, uma al¢a microbioldgica foi introduzida até o fundo do tubo no intuito de coletar uma
aliquota da bactéria decantada, o material coletado foi usado para confec¢do de laminas para
coloragdo de Gram e posterior microscopia (Nikon Eclipse E200MV, objetiva de 100x).

Adicionalmente, de cada suspensdo inicial descrita acima, foram misturados
quantidades equivalentes (500 puL) de Lpb. plantarum e S. Typhimurium (4mix), assim como,
1000 pL somente de S. Typhimurium (A4s7) e a mesma quantidade de Lpb. plantarum (Alb),
foram separadamente colocados para controle. Em seguida, a densidade optica a 600nm de Ast
e Alb foram aferidas no tempo 0 do experimento. Apos isso, Amix foi incubado por 24 horas,
sem agitagdo, a temperatura ambiente e no fim deste periodo, foi medida sua densidade optica
a 600nm (tempo 24 do experimento).

Para expressar a porcentagem de coagregagao do experimento, foi utilizada a equagao

de Handley e colaboradores (1987):

(Ast -; Alb — Amix)
(Ast + Alb)

x100

% coagregacio = >
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Onde Ast e Alb representam as densidades Opticas separadamente de S. Typhimurium e
Lpb. plantarum, respectivamente, no momento da incubagdo e Amix representa a densidade

optica da mistura entre as duas espécies bacterianas apos 24 horas.

4.2.2. Ensaio de atividade Antibacteriana do Sobrenadante de Lpb. plantarum
Verificamos nesse ensaio o potencial de inibi¢do antibacteriana presente no
sobrenadante de culturas de Lpb. plantarum livre de células, segundo a técnica descrita por Hiitt

e colaboradores (2006).

Para tanto, linhagens de Lpb. plantarum foram crescidas em 30 mL de MRS durante
18 horas a 37°C. Por outro lado, S. Typhimurium foi também crescida em 5 mL de meio LB.
Em seguida, para se obter um sobrenadante livre de células, as culturas de Lpb. plantarum foram
centrifugadas a rotacdo de 8000 rpm, por 15 minutos a 4°C. Em sequéncia, duas aliquotas de
15 mL de cada cultura foram coletadas. Uma aliquota foi mantida o pH (entre 3 e 4). Enquanto,
a outra aliquota foi neutralizada para o pH 7 com adi¢do de solugdo de NaOH 1M (Vetec, Rio
de Janeiro, Brasil). Em seguida, ambas as aliquotas foram filtradas em poros de 0,22 um (Kasvi,
Sao José dos Pinhais, Brasil). Na etapa final, 200 puL da cultura overnight de S. Typhimurium
foi inoculada em 1 mL de cada sobrenadante (filtrado e neutralizado ou nao neutralizado) das
linhagem de Lpb. plantarum. Esses inoculos foram alocados em estufa bacterioldgica a 37°C,
sem agitacdo, por 24h. Apos este periodo todas as culturas tiveram sua densidade optica aferida

(600 nm). Para controle, foi inoculado 200 pL de S. Typhimurium em meio MRS estéril.

Para o célculo da porcentagem de inibigdo, utilizamos a seguinte equagao:

o (DOcontrole — DOteste)
% inibicdo = DOcontrole x100

4.3 Avaliacao do efeito enteroprotetor das linhagens de Lpb. plantarum na infeccao por

S. Typhimurium

4.3.1 Animais

Camundongos BALB/c machos, com 3 semanas de idade foram obtidos do Centro de
Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais e foram mantidos em mini-isoladores modelo ALE.MIL.01.03 (Alesco, Sao Paulo,
Brasil) no biotério do Departamento de Genética, Ecologia e Evolu¢ao/ICB/UFMG, em um
ciclo diurno/noturno de 12 horas, com aeracdo, umidade (60 - 80%) e temperatura (25+2°C)

controlados.
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Os animais receberam vermifugo por dois dias ad libitum e foram aclimatados durante 7 dias
apods vermifugacdo. Durante todo o periodo experimental os animais receberam ragao comercial
solida (Nuvital, Nuvilab, Parand, Brasil), no entanto, agua filtrada ad libitum foi consumida

somente durante o periodo de aclimatacao.

4.3.2. Ensaio de mortalidade

Para averiguar o papel protetor das linhagens de Lpb. plantarum na redugdo da
mortalidade ocasionada pela infeccdo por Salmonella Typhimurium, utilizamos 11 grupos,
descritos como 10 grupos tratamento e um grupo controle (n=10). Estes grupos foram
nomeados seguindo o seguinte esquema: grupo Controle, onde os animais foram infectados,
mas nao receberam tratamento com as linhagens de Lpb. plantarum, e os demais grupos foram
nomeados conforme a linhagem de Lpb. plantarum usado para tratamento, conforme a Tabela
2. Para isso, as 10 linhagens foram crescidas em 50 mL de meio MRS durante 18 h. Apds este
periodo, as culturas (10'! UFC/mL) foram centrifugadas, lavadas 3 vezes com PBS 0,1M e
ressuspensas em 50 mL de PBS 0,1 M para administracdo aos animais via continuous feeding
durante 30 dias. No décimo dia de experimenta¢ao os animais foram infectados com 100 pL de

S. Typhimurium (10 UFC), previamente ressuspendida em PBS 0,1M.

Tabela 2. Grupos experimentais para o ensaio de mortalidade

Grupo Tratamento Desafio
Controle Sem tratamento S. Typhimurium
LPL 2 Lpb. plantarum Lpl 2 S. Typhimurium
LPL 3 Lpb. plantarum Lpl 3 S. Typhimurium
LPL 4 Lpb. plantarum Lpl 4 S. Typhimurium
LPL9 Lpb. plantarum Lpl 9 S. Typhimurium
LPL 11 Lpb. plantarum Lpl 11 S. Typhimurium
LPL 14 Lpb. plantarum Lpl 14 S. Typhimurium
LPL 17 Lpb. plantarum Lpl 17 S. Typhimurium
LPL 18 Lpb. plantarum Lpl 18 S. Typhimurium
LPL 19 Lpb. plantarum 1Lpl 19 S. Typhimurium
LPL 20 Lpb. plantarum Lpl 20 S. Typhimurium

Durante todo o periodo experimental, os animais foram acompanhados quanto a

mortalidade. Como ilustrado na figura 2A.
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A)
Administracao de Lpb. plantarum 10** UFC/mL
DIA 1 DIA 10 DIA 30
1 ] I.
I | '
Inicio do Infecgdo por S. Eutanasia
experimento Typhimurium
B)
Administragio de Lpb. plantarum 10** UFC/mL
DIA 1 DIA 10 DIA 16
l ] -
I | !
Inicio do Infecgdo por S, Eutanasia
experimento Typhimurium

Figura 2. Protocolo experimental de infeccdo por Salmonella Typhimurium e tratamento com
Lactiplantibacillus plantarum em modelo murino. A) Ensaio de mortalidade: os grupos experimentais receberam
doses diarias de uma tnica linhagem de Lpb. plantarum (10" UFC/mL) ou PBS 0,1 M, via continuous feeding,
durante 30 dias. Ao décimo dia, foram desafiados com dose tinica de S. Typhimurium (10° UFC) via gavage. No
30° dia de experimento os animais foram eutanasiados com sobredose anestésica e deslocamento cervical. B)
Ensaio de enteroprote¢do: os grupos experimentais receberam doses diarias de uma tUnica linhagem de Lpb.
plantarum (10" UFC/mL) ou PBS 0,1 M, via continous feeding, durante 16 dias. Ao decimo dia, foram desafiados
com dose tUnica de S. Typhimurium (10¢ UFC), via gavage. No 16° dia de experimento os animais foram
eutanasiados com sobredose anestésica e deslocamento cervical.

A partir dos resultados do ensaio in vivo de mortalidade, as linhagens que apresentaram
melhor efeito na prevencdo da mortalidade foram selecionadas para serem testadas em
experimento in vivo quanto a sua eficdcia nos seguintes parametros: sinais clinicos (peso,
consumo hidrico, consumo de racdo e comportamento), dosagem de IgA secretora (sIgA),
infiltrado de células polimorfonucleares (neutrofilos e eosinofilos), andlise histopatologica,
translocacdo bacteriana, indice de massa de orgdos. Assim como, estas linhagens foram
direcionadas para ensaios in vitro complementares que ocorreram concomitantemente as
analises in vivo.

Desta forma, para avaliar os pardmetros enteroprotetores, cada grupo experimental (n=6)
foi previamente tratado por continuous feeding com uma Unica linhagem de Lpb. plantarum,
durante 10 dias, sob o mesmo regime utilizado no ensaio de mortalidade. No décimo dia, os
grupos foram infectados com S. Typhimurium utilizando a mesma dose utilizada no ensaio de
mortalidade e, posteriormente, foram eutanasiados, seis dias apos a infeccdo, para coleta de

amostras biologicas conforme nosso protocolo de analises. O esquema experimental pode ser
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visualizado na figura 2B. Por fim, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical,
sendo este procedimento antecedido por anestesia geral com solugdo de cetamina/xilazina (30
mg de xilazina/kg e 300 mg de cetamina/kg). As condi¢des experimentais utilizadas no presente
trabalho foram realizadas de acordo com as diretrizes aprovadas pelo Comité de Etica no Uso

de Animais (CEUA) da UFMG, protocolo 55/2022 (anexo I).

4.3.3. Sinais clinicos e sintomas de distresse

Os animais foram acompanhados durante todo o periodo experimental quanto ao
consumo de rac¢ao (50g), consumo hidrico (50 mL) e peso ponderal. Os dados de consumo
foram avaliados por diferenca entre a quantidade ofertada e quantidade encontrada apds 24
horas.

Para inferir a presenca de sintomas de distresse, utilizamos trés critérios principais:
estado de pelagem ericada do animal, mudancas no temperamento e resisténcia a movimentagao
que foram avaliados diariamente por seis dias apds a infec¢do. Para obtermos o score final de
cada parametro, calculamos a somatoria de cada animal em cada parametro ao final do periodo,

segundo a pontuacao contida na tabela 3, adaptada e com modificacdes de Atiq e colaboradores

(2019).
Tabela 3. Pontuaciio de sintomas de distresse.
Sintomas 0 1 2 3
Piloeregao na Piloerecdo na regiao Piloerecdo em todo
Pelagem Pélo brilhante regido do ¢ & ¢
do pescogo e ventral 0 corpo
pescoco
Temperamento . Marcas de estresse nos ~ Marcas de estresse e
Temperamento Agitado .
normal olhos, nariz ou patas postura curvada
. , Auséncia de
. ~ Comportamento Mantem em um Movimento apos . ,
Movimentagdo . . . ~ movimento apos
exploratdrio lado da gaiola manipula¢io

manuseio

4.3.4. Analise histologica e morfométrica

Apos a eutanadsia, secdes intestinais correspondente ao ileo e colon dos animais foram
coletadas e lavadas com PBS 0,1M para retirada respectivamente de residuos fecais e sangue.
Posteriormente, as amostras intestinais foram enroladas em formato de rocambole, no sentido
proximal-distal e transferidas para solugdo de formol 10% tamponado. Em seguida, as amostras
foram encaminhadas para fixacdo em parafina e realizagdo de cortes histoldgicos. As laminas
foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) para andlise histopatologica.

ApOs a obtencao das laminas coradas, as mesmas foram analisadas por um patologista

através de classificacdo histopatologica descrita por Pradhan et al. (2019), com algumas
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modificac¢des. Posteriormente, para cada lamina, 20 campos histoldgicos foram capturados com
o auxilio de um microscopio 6ptico (Olympus BX41; objetiva 40x) acoplado ao sistema de
aquisicdo de imagens (Software Spot Basic versao 3.4.5) e as imagens foram analisadas através
do software ImageJ (versdo 1.51j8), de forma a se medir a altura de vilosidades e a profundidade

de cripta.

4.3.5. Avalia¢ao do infiltrado inflamatorio

A extensao do infiltrado celular por neutréfilos e eosindfilos no coélon e ileo foi
mensurada por meio da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e peroxidase
eosinofilica (EPO), conforme descrito por Coutinho et al. (2021). Para isso, fragmentos do ileo
e colon dos animais foram removidos e congelados a -80°C. Apds o descongelamento, o tecido
foi homogeneizado em solucdo tampao com pH 4, na propor¢do de 100 mg de tecido em 1,9
mL de tampao e, em seguida, foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C e o precipitado
foi submetido a lise hipotdnica, por adigdo de 500 uL de salina 0,2%, seguido pela adi¢ao de
500 pL de salina 1,6%, suplementada com glicose 5%. Apds nova centrifugacao, o precipitado
foi ressuspendido em solucdo tampdao NaHPO4 0,05M (pH 5,4) contendo brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) 0,5% (Sigma) e homogeneizado. Em sequéncia, as amostras
sofreram trés ciclos de congelamento/descongelamento, foram novamente centrifugadas e o
sobrenadante foi recolhido para o ensaio enzimatico da MPO usando tetrametilbenzidina
(TMB) (1,6 mM) (Sigma) e H2O> (0,5 mM) como substrato e calculo de densidade optica (DO)
a 450 nm.

Na determinacdo de EPO, cada 100 mg de tecido foi homogeneizado com 1,9 mL de
PBS 5X (pH 7,2) e centrifugado a 10.000 RPM por 10 minutos e o sobrenadante desprezado.
O pellet foi submetido a lise hipotonica por adicao de 500 puL de salina 0,2%, seguido pela
adi¢do de 500 pL de salina 1,6%, suplementada com glicose 5%. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas sob as mesmas condi¢Oes utilizadas anteriormente e o sobrenadante foi
desprezado. O pellet foi ressuspendido em 1,9 mL de PBS (pH 7,4), contendo HTAB 0,5%.
Entdo, as amostras seguiram trés ciclos de congelamento e descongelamento e depois foram
centrifugadas e o sobrenadante colhido para ensaio enzimadtico. Por fim, 75 pL de amostra foi
incubada, por 30 minutos, com 75 pL de 1,5 mM de o-fenilenodiamina (OPD) em tampao Tris-
HCl1 com H202. Ao final de 30 minutos de incubagao a 20°C, a reagdo ¢ paralisada com H2SO4
e a leitura ocorre a 492nm.

Os resultados de MPO e EPO foram expressos por unidade arbitraria baseada na

absorbancia do ensaio enzimatico.
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4.3.6. Dosagem de IgA secretora (sIgA)

A determinagdo do nivel de sIgA no fluido intestinal foi realizada pelo método de
ELISA, conforme descrito por Martins e colaboradores (2009). Apos a eutanasia dos animais,
o intestino delgado foi removido pelo corte nas jungdes gastroduodenal e ileocecal. O contetdo
foi retirado, pesado e lavado com PBS 0,1 M, suplementado com inibidores de protease (1 uM
de aprotinina; 25 uM de leupeptina; 1 uM de pepstatina e 1 mM de PMSF), na proporcao de
2,0 mL de PBS suplementado para cada 500 mg do contetdo. Em seguida, o conteudo foi
centrifugado a 5.000 x g, por 30 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e congelado a -
80°C. Para a determinagdo de sIgA foi utilizado o anticorpo anti-IgA (M-8769, Sigma) de
camundongo (desenvolvido em cabra) para o revestimento das microplacas anticorpo. Estes
anticorpos foram conjugados a peroxidases anti-IgA de camundongo (A-4789, Sigma). A
concentracdo de sIgA total foi determinada utilizando uma curva padrdo de IgA purificado
(0106-01, Southern Biotechnology Associates, Birmingham, USA). As leituras foram
realizadas, a 492 nm, em um leitor de microplacas (Epoch) e a concentragdo de sIgA foi

determinada na unidade de pg/g de fluido intestinal, baseada na curva padrao.

4.3.7. Translocagao de Salmonella Typhimurium

Em condigoes estéreis, o figado do animal foi retirado ¢ um fragmento de cerca de 1,2
g foi transferido para um microtubo, onde foi macerado e homogeneizado em PBS 0.1 M. Apos
a completa homogeneizacao, foi realizada uma dilui¢do seriada do macerado e em seguida, 100
uL dessas diluicdes foram semeadas em placas de Agar MacConkey para contagem de unidades

formadoras de colonia (UFC).

4.3.8. Indice Massa de Orgios (I0)

Para o calculo de indice de massa de orgdos, utilizamos a metodologia descrita por
Aniagu e colaboradores (2005). O peso do bago e do figado dos animais foram aferidos, e seus
respectivos indices foram mensurados em relacdo ao peso corporal do animal, seguindo a
seguinte formula:

Peso do 6rgio

% Indice de 6rgio = ( )*¥100

Peso do animal
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4.4 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism versao
8 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, E.U.A.). Desta forma, utilizamos
o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e para verificar o grau de significancia entre os dados
dos grupos experimentais, executamos os testes paramétricos, One-Way ANOVA e pos teste
de Tukey, para dados com distribui¢do normal. Nos conjuntos de dados sem distribuicao
conhecida, utilizamos o teste de Kruskal-Wallis e p6s teste de Dunns. Foi considerada diferenca

significativa aquela com um p-value < 0,05.
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5. RESULTADOS

Neste trabalho, foram investigados os efeitos de 10 linhagens de Lpb. plantarum,
utilizando conjuntamente ensaios in vitro de atividade antibacteriana e em modelo in vivo de
infec¢@o por S. Typhimurium. Apesar da énfase deste trabalho estar nos efeitos observados in
vivo, para melhor caracterizar os mecanismos de inibi¢ao a S. Typhimurium observada em um
estudo prévio in vitro nas linhagens de Lpb. plantarum aqui utilizadas, decidimos incluir dois
ensaios in vitro complementares, para avaliar a natureza do fendmeno inibitorio pelas cepas de
Lactiplantibacillus spp. O primeiro ensaio avaliou a capacidade de coagregacao das células do
grupo BAL ao patogeno e o segundo ensaio, envolveu mecanismos de inibi¢do contidos no

sobrenadante de culturas livres de células.

5.1 Ensaio de Coagregacao de Lpb. plantarum com S. Typhimurium

A primeira andlise avaliou sete linhagens: Lpl 4; Lpl 9; Lpl 11; Lpl 14: Lpl 18; Lpl 19
e Lpl 20 quanto a presenga de coagregacao por meio de contagem de unidades formadoras de
colonia em meio MacConkey. Desta forma, as linhagens: Lpl 4, Lpl 9, Lpl 11, Lpl 14 e Lpl 20
apresentaram reducdo significativa na contagem de UFC em relacdo a amostra controle
(contendo somente Salmonella sp.), nao sendo observado o mesmo fend6meno apenas nas
linhagens, Lpl 18 e Lpl 19. Estes resultados podem ser observados na figura 3 (A — G). Em
adicao aos resultados do plaqueamento, a figura 4 (A — E) ilustra fotomicrografias dos
experimentos com as linhagens Lpl 4, Lpl 9, Lpl 11, Lpl 20, Lpl 14.

Na segunda etapa, foi investigada a porcentagem de coagregagdo com base nos valores
de DO dos cultivos apds 24 horas de incubacdo das linhagens Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19. Nosso
resultado mostra que a linhagem Lpl 9 apresentou a maior porcentagem de coagregacao, cerca
de 55% e a linhagem Lpl 19 apresentou a menor porcentagem, cerca de 40%, como apresentado

na figura 3, subitem H:
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Figura 3. Ensaios de Coagregacao: Ensaio de coagregacdo por plaqueamento em meio MacConkey. Figuras de
A a G ilustram linhagens diferentes. Contagem de UFC/mL de co-culturas de S. Typhimurium (ST) e diferentes
linhagens de Lpb. plantarum (Lpl 4, Lpl 9, Lpl 11, Lpl 14, Lpl 18, Lpl 19 e Lpl 20), apds 3 horas, a temperatura
ambiente, em PBS. Figura H: Ensaio de porcentagem de coagregagdo por leitura de densidade 6ptica (DO), apos
24 horas, a temperatura ambiente: figura H). Nivel de significancia: *p<0,05 ¢ **p<0,01.
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Figura 4. Fotomicrografias do ensaio de coagregacao: Adesao de diferentes linhagens (Lpl 4, Lpl 9, Lpl 11, Lpl
14 e Lpl 20) de Lpb. plantarum a bactéria S. Typhimurium, apds 3 horas, a temperatura ambiente, em PBS.
Coloracdo de Gram e ampliagdo de 1000x. Figuras de A) a E) ilustram linhagens diferentes de Lpb. plantarum Lpl
4,Lpl 9, Lpl 11, Lpl 20 e Lpl 14, respectivamente.
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5.2. Ensaio de Atividade Antibacteriana do Sobrenadante de cultivo de linhagens de Lpb.
plantarum

Nos ensaios de atividade antimicrobiana utilizando sobrenadante livre de células com
pH neutralizado e ndo neutralizado, utilizamos as linhagens Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19. Na figura 5,
observamos que apo6s a neutralizaciao do sobrenadante, ainda ¢ possivel observarmos a atividade
inibitoria contra S. Typhimurium, além disso, esta reducdo mostrou-se significativa no grau de
inibicao das linhagens Lpl 19 e Lpl 4, apos a neutralizagdo dos sobrenadantes. Por outro lado,
a reducdo da porcentagem de inibi¢do da linhagem Lpl 9 ndo se mostrou significativa nestas

mesmas condigdes.

1009 — —

80

% INIBIGAO

60

40
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Figura 5. Ensaio de atividade antibacteriana do sobrenadante de Lpb. plantarum contra Salmonella
Typhimurium: porcentagem de inibicdo em comparativo com grupo de sobrenadantes neutralizados para pH 7
(Lpl 19 pH 7, Lpl 9 pH 7 e Lpl 4 pH 7) e ndo neutralizados (Lpl 19, Lpl 9 e Lpl 4), apds 24h, a 37°C. Nivel de
significancia: *p>0,05.

5.3. Ensaio de Mortalidade

No ensaio de mortalidade utilizando as dez linhagens de Lpb. plantarum, observamos
que os grupos tratados com Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19 alcangaram taxas de sobrevivéncia de 70%,
80% e 20% respectivamente. E o grupo tratado com Lpl 19 foi o que mais tardiamente iniciou
a taxa de oObitos (ap6s 11 dias). Diferentemente das outras linhagens que apresentaram taxas de

sobrevivéncia abaixo de 20%, como representado na figura 6:
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Figura 6. Avaliacdo do ensaio de mortalidade: representacao da porcentagem de sobrevivéncia, por um periodo
de 30 dias, dos grupos de camundongos BALB/c tratados com diferentes linhagens de Lpb. plantarum (Lpl 2, Lpl
3,Lpl4, Lpl9, Lpl 11, Lpl 14, Lpl 17, Lpl 18, Lpl 19, Lpl 20) ou sem tratamento (Controle) e infectados por
administracdo intragéstrica de Sa/monella Typhimurium. A seta indica o dia do desafio (10° dia) no esquema
experimental.
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5.4. Sinais clinicos e sintomas de distresse

Durante seis dias apos o desafio, os camundongos foram observados quanto seus sinais
clinicos e comportamento, este ultimo seguindo um escore de sintomas de distresse, como
apresentado na tabela 3. Em nossas analises, nenhum dos grupos experimentais infectados
apresentou diferenca estatistica para os trés sintomas pesquisados, durante o periodo

observacional, como presente na figura 7.
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Figura 7. Efeitos do tratamento com diferentes linhagens de Lpb. plantarum no aparecimento de sintomas
de distresse causados pela infeccdo experimental de S. Typhimurium em camundongos: cada critério foi
observado diariamente (seis dias) entre os grupos experimentais e as pontuag¢des atribuidas para cada critério
variaram entre 0 — 3. Representagdo dos grupos experimentais ndo desafiados: PBS, Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19 e grupos
experimentais desafiados: ST, Lpl 4 + ST, Lpl 9 + ST e Lpl 19 + ST. Ns = sem diferenca significativa.

O peso de cada animal foi computado e agrupado em seu respectivo grupo experimental
para obtermos a variagdo ponderal. Nesta analise, somente Lpl 19 preveniu a perda de peso do
grupo infectado, nos outros grupos nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos

desafiados ou entre os grupos ndo desafiados, representado na figura 8.
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Figura 8. Avaliagdo da variacio ponderal: Efeitos do tratamento com diferentes linhagens de Lpb. plantarum
na variagdo ponderal de camundongos infectados por S. Typhimurium. Representagdo dos grupos experimentais
ndo desafiados: PBS, Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19 e grupos experimentais desafiados: ST, Lpl 4 + ST, Lpl 9 + ST e Lpl
19 + ST. Resultado expresso em gramas (g). Ns = sem diferenga significativa. Nivel de significancia: (****) p <
0.0001.

Nossas andlises quanto a variagdo no consumo de ragdo demonstraram que todos os
grupos desafiados apresentaram reducao significativa no consumo de racdo diaria, como visto
na figura 9. Por sua vez, a andlise de consumo hidrico também indicou redugdo significativa
nos grupos desafiados, como € possivel observar na figura 9. Ademais, em ambos os ensaios, 0
consumo de Lpb. plantarum ndo provocou nenhuma variagao significativa nos consumos dos

grupos nao desafiados.
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Figura 9. Avaliacdo do consumo alimentar e hidrico antes e ap6s o desafio: Comparativo dos efeitos do
tratamento com diferentes linhagens de Lpb. plantarum, antes e apos o desafio por infec¢do experimental de S.
Typhimurium em camundongos: A) consumo médio de racdo, em gramas. B) consumo médio hidrico, em mL.
Representagdo dos grupos experimentais ndo desafiados: PBS, Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19 e grupos experimentais
desafiados: ST, Lpl 4 + ST, Lpl 9 + ST e Lpl 19 + ST. Nivel de significancia: (**) p < 0.01, (***) p <0.001 e
(****) p <0.0001.
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5.5. Analise histologica e morfometria

As andlises histologicas foram realizadas em duas se¢des distintas do intestino, célon e
ileo. Os resultados apresentados na figura 10, indicam a auséncia de diferenga estatistica entre
0s grupos experimentais quanto ao score histologico aplicado para as regioes do colon e ileo.
Além disso, o comprimento das vilosidades também foi alvo de andlise. As medidas das

vilosidades dos grupos desafiados ndo diferiram estatisticamente entre si, como ilustrado na

figura 11.
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Figura 10. Analise de score histopatolégico: Comparativo das pontuagdes obtidas por cada grupo experimental
apos o tratamento com diferentes linhagens de Lpb. plantarum e desafio por infecgdo de S. Typhimurium em
camundongos, em A) pontuagdo obtida por andlise da regido do colon e em B) pontuagdo obtida por analise da
regido do ileo. Representagdo dos grupos experimentais ndo desafiados: PBS, Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19 e grupos
experimentais desafiados: ST, Lpl 4 + ST, Lpl 9 + ST e Lpl 19 + ST.
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Figura 11. Analises de comprimento de vilosidades: Comparativo das medidas (um) por grupo experimental,
apos o tratamento com diferentes linhagens de Lpb. plantarum e desafio por infecgdo de S. Typhimurium em
camundongos. Representagdo dos grupos experimentais ndo desafiados: PBS, Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19 e grupos
experimentais desafiados: ST, Lpl 4 + ST, Lpl 9 + ST ¢ Lpl 19 + ST.

5.6. Avaliacao do infiltrado inflamatorio
A avaliagdo da presenga de infiltrado inflamatdrio foi realizado por meio da avaliagao

das atividades das enzimas mieloperoxidase (MPO) e peroxidase eosinofilica (EPO) que foram
medidas no colon e o ileo. Na figura 12, apresentamos as atividades de MPO e EPO,
respectivamente, no colon e ileo, onde ndo constam diferengas estatisticas entre os grupos

desafiados sob tratamento e o controle positivo (ST).
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Figura 12. Presenca de infiltrado inflamatério em amostras de tecido de camundongos infectados por S.
Typhimurium: A) e B): atividade enzimatica de mieloperoxidase (MPO) e mieloperoxidase ecosinofilica (EPO)
na regido do colon. C) e D): atividade enzimatica de mieloperoxidase (MPO) e micloperoxidase eosinofilica (EPO)
na regido do ileo. Diluigdo utilizada nas amostras: 3x. Representa¢do dos grupos experimentais nao desafiados:
PBS, Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19 e grupos experimentais desafiados: ST, Lpl 4 + ST, Lpl 9 + ST e Lpl 19 + ST. Os
resultados estdo expressos em unidades arbitrarias (UA) por 100mg de tecido. Ns: sem diferenca estatistica.

5.7. Dosagem de IgA secretora (sIgA)

Neste ensaio, foi quantificado o contetido de sIgA intestinal. Nossas andlises nao
indicaram diferenca significativa entre os grupos tratados com Lpb. plantarum e o grupo nao

tratado (ST), como ilustrado na figura 13.
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Figura 13. Niveis de imunoglubulina A secretéria no fluido intestinal: Representagdo grafica da concentragéo
de sIgA intestinal em camundongos tratados com linhagens de Lpb. plantarum (exceto grupo PBS) e infectados
com S. Typhimurium. Os resultados estdo expressos em pug de sIgA por grama de fluido intestinal. Representagéo
dos grupos experimentais nao desafiados: PBS, Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19 e grupos experimentais desafiados: ST, Lpl
4+ ST, Lpl 9 + ST e Lpl 19 + ST. Ns: sem diferenca estatistica.

5.8. Translocac¢ao bacteriana

No experimento de translocagao, foi avaliada a quantidade de S. Typhimurium presente
no figado dos camundongos dos grupos experimentais em tratamento ¢ o controle. Nesta
analise, como se pode observar na figura 14, nao foi observada redugdo na translocacao

bacteriana que apresentasse significancia estatistica.
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Figura 14. Taxa de translocacio de Salmonella Typhimurium. Quantitativo de translocacdo bacteriana no
figado de camundongos BALB/c infectados com S. Typhimurium (ST) e tratados com linhagens de Lpb. plantarum
(Lpl4+ ST, Lpl 9+ ST e Lpl 19 + ST). Resultados expressos em unidade formadora de colonia (UFC) por mililitro
(mL). Ns: sem diferenca estatistica.
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5.9. Indice Massa de ()rgﬁos T0)
As analises de massa dos 6rgaos figado e baco estao representados na figura 15 (A e B).

E possivel observar que o grupo infectado e tratado com Lpl 9 apresentou diferenca estatistica
em relagdo ao grupo controle ST, quanto a massa do bago. O mesmo comportamento nio foi
detectado na analise da massa do figado. Neste sentido, a figura 15 (C — D) apresenta os
resultados do indice de massa de orgaos do figado e bago, onde ndo foi possivel observar
diferenca significativa entre o grupo ST e os grupos desafiados e tratados com linhagens de

Lpb. plantarum.
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Figura 15. Taxa de inflamacao visceral. A) — B) representacdo da massa do bago e figado de camundongos
infectados por S. Typhimurium e tratados com linhagens de Lpb. plantarum. C) — D) representacdo do céalculo de
indice de 6rgdo para o baco e figado de camundongos infectados por S. Typhimurium e tratados com linhagens de
Lpb. plantarum. Resultados expressos em grama ou unidade arbitraria. Nivel de significAncia: *p<0,05.
Representagao dos grupos experimentais ndo desafiados: PBS, Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19 e grupos experimentais
desafiados: ST, Lpl 4 + ST, Lpl 9 + ST e Lpl 19 + ST. Ns: sem diferenga estatistica.
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6. DISCUSSAO

A investigacdo de linhagens de Lpb. plantarum como alternativa terapéutica contra
gastroenterites causadas por Sal/monella Typhimurium é muito promissora pois, além de
pertencer a microbiota comensal humana, esta espécie de lactobacilos estimula a ativagao
imunologica e traz beneficios ao TGI, além de possuir cepas utilizadas como ingrediente na
preparagdo de alimentos inseridos no mercado (BOVE et al., 2012). Em nosso trabalho,
investigamos dez linhagens de Lpb. plantarum que previamente apresentaram forte indicio de
um potencial probidtico ao serem avaliadas in vitro, no estudo de Coelho—Rocha e
colaboradores (2022), incluindo seu perfil de tolerar as condi¢des de estresse do TGI, perfil

de seguranca, e sua atividade inibitdria in vitro contra o patdogeno Salmonella Typhimurium.

Desta forma, buscamos avaliar a presenca de efeitos enteroprotetores destas linhagens
de Lpb. plantarum contra a infec¢do experimental por S. Typhimurium em modelo murino.
Segundo nosso planejamento, iniciamos paralelamente os ensaios in vitro de coagregagao e in
vivo de mortalidade. Contudo, a medida que obtivemos os resultados do experimento in vivo de
mortalidade, estes nos sugeriram as trés melhores linhagens (Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19) a serem
utilizadas nos ensaios posteriores in vivo, para investigacdo de marcadores envolvidos em
respostas protetoras, quanto para ensaios complementares in vifro para caracterizagdo dos

efeitos inibitorios das linhagens.

A habilidade de coagregacdo confere aos organismos probidticos um contato direto com
outros microrganismos. Este contato pode atuar como um mecanismo defensivo ao possibilitar
a conten¢do de patdgenos e evitar sua adesdo a superficie do epitélio intestinal ou prevenindo
sua colonizacdo. Por vezes, este efeito também proporciona um aumento da eficicia de
moléculas antimicrobianas secretadas pelas proprias bactérias probiodticas ou alocadas como
proteinas de superficie celular JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014; ARENA et al., 2018;
LI et al.,2020). Além disso, mesmo sendo uma habilidade presente em diversas bactérias acido
lacticas, apresenta propriedades tempo-dependente e linhagem especifica, como visto em
estudos em linhagens Lactobacillus em ensaios de coagregacdo com linhagens patogénicas S.
aureus, K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, S. Typhi e Shigella spp.
(PRABHURAJESHWAR; CHANDRAKANTH, 2017).

Deste modo, em nosso estudo observamos o efeito da adesdo probidtico-patdgeno,
estimada através de ensaios de contagem UFC, apds trés horas de co-incubacdo. Resultados

similares foram obtidos em outros trabalhos, mas que, no entanto, comtemplaram um intervalo
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de 24 horas (GARCIA-CAYUELA et al., 2014; MOTEY et al., 2021). Essa diferenca temporal
sugere que, em nosso estudo, as cinco linhagens Lpl 4, Lpl 9, Lpl 11, Lpl 14 e Lpl 20 possuem
alta afinidade adesiva por S. Typhimurium que pode conferir maior rapidez ao processo de
formagdo de coagregados. Diferentemente, Lpl 19 e Lpl 18 ndo puderam reproduzir o mesmo
comportamento. Outros estudos demonstram o potencial de adesdo de cinco isolados de BAL,
dos géneros Limosilactobacillus, Ligilactobacillus e Enterococcus, aos patogenos E. coli
enteropatogénica, S. aureus e S. Typhimurium, apos 24 horas, onde foi observado um crescente
aumento do percentual de coagregacao ao decorrer do tempo e todas as linhagens testadas
obtiveram mais 50% de adesdo a S. Typhimurium (LI ef al., 2020). Nossos resultados também
podem ser corroborados pelo trabalho de Gandomi e colaboradores (2019) que avaliaram o
potencial de coagregagdo de cinco linhagens de Lpb. plantarum, isolados de queijo de ovelha.
Destas, duas linhagens apresentaram altas taxas de adesdo em S. Typhimurium, 49,04% e
29,55%, enquanto que uma linhagem apresentou a menor taxa de adesdo, 1,46%. Contudo, esta
mesma linhagem foi capaz de gerar altas proporcdes de coagregagao em outros patdgenos como
E. coli e L. monocytogenes. Dessa forma pode-se supor que cada linhagem de Lpb. plantarum
pode possuir um perfil de adesdo varidvel que depende possivelmente do seu background

genético.

Adicionalmente, em nosso estudo, foi utilizado um segundo método de andlise de
coagregacao, baseado no valor de DO para suportar os efeitos observados, mas ap6s o periodo
de 24 horas. Neste contexto observamos resultados similares, tanto para as linhagens Lpl 4 e
Lpl 9 que obtiveram as maiores porcentagens de coagregacao, quanto para Lpl 19 que manteve
a menor porcentagem ao final. Como esperado, estas observagdes também indicam a existéncia
de variacdo no potencial de adesdo entre as diferentes linhagens de Lbp. plantarum abordadas
neste trabalho. Em hipotese, os efeitos das linhagens de Lpb. plantarum poderiam ter correlagao
com a agdo de bacteriocinas, pois a presenca de agregacdo aumenta a concentragdo de
antimicrobianos secretados pelas bactérias laticas (KAEWNOPPARAT et al, 2013). A
presenca de compostos antimicrobianos ja havia sido sugerido pelos estudos prévios de Coelho-
Rocha e colaboradores (2022) que observaram halos de inibi¢do no agar contendo S.
Typhimurium, formado pelas mesmas linhagens de Lactiplantibacillus sp. Neste sentido,
maiores investigacdes sobre a identificagdo de genes de bacteriocinas nos genomas destas
linhagens foram iniciadas pelo nosso grupo de pesquisa e se encontram em andamento. No
entanto, visando compreender os efeitos inibitorios dos componentes secretados pelas linhagens
de Lpb. plantarum, realizamos um ensaio de inibi¢do in vifro do sobrenadante das culturas

contra S. Typhimurium. Para tanto, as linhagens Lpl 4, Lpl 9 e Lpl 19 foram selecionadas, uma
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vez que se mostraram mais promissoras no ensaio in vivo de mortalidade. Além disso, para
eliminar a acidificagdo do meio de cultura como causa do efeito inibitorio, os sobrenadantes
livre de células bacterianas tiveram seu o pH ajustado para 7 (neutro). Nesta perspectiva,
somente as linhagens Lpl 4 e Lpl 19 apresentaram reducdo significativa na porcentagem de
inibicdo, quando seus sobrenadantes foram neutralizados. Contudo, mesmo apds a
neutralizacdo do sobrenadante, todas as trés linhagens mantiveram uma porcentagem de
inibi¢do acima de 40%. Este comportamento pH-dependente foi similar ao observado por De
Jesus e colaboradores (2021), que ao testar in vitro o sobrenadante de Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis CIDCA 133 contra S. Typhimurium, observou que a porcentagem inibitdria do

sobrenadante com pH nao neutralizado (84%), decaiu para 34% quando neutralizado.

Embora o pH tenha sido uma variavel controlada neste experimento, outros fatores
também podem influenciar nos efeitos inibitorios do sobrenadante de linhagens candidatas a
probidticos, como por exemplo a temperatura. Neste sentido, um estudo relata que o
sobrenadante de Lch. rhamnosus EMCC 1105 se mostrou eficaz contra Clostridium
perfringens, quando testado no método de difusdo em éagar, e da mesma forma, conservou suas
propriedades antimicrobianas a baixas temperaturas, pois conseguiu eliminar o enteropatégeno
C. perfringens isolado de carnes de ave refrigeradas, apds quatro dias de incubagdo (HAMAD

et al.,2020).

Em relagdo aos resultados do ensaio in vivo em modelo murino de infec¢do por S.
Typhimurium, observamos um aumento da sobrevivéncia dos animais tratados com as
linhagens Lpl 4 (70%) e Lpl 9 (80%). Estes resultados confirmam a capacidade de tais linhagens
de conterem a infecgdo e, portanto, podem ser apontadas como as candidatas mais promissoras
para o desenvolvimento de uma abordagem terapéutica para o controle da salmonelose.
Também observamos que Lpl 19, apesar de proteger somente cerca de 20% dos animais
infectados, curiosamente, os camundongos que receberam esta linhagem vieram mais
tardiamente a Obito, ou seja, a mortalidade deste grupo iniciou-se somente 11 dias apds a
inoculagdo do patdgeno. Devido ao comportamento promissor de Lpl 4 e Lpl 9, e o efeito
singular causado pela Lpl 19, selecionamos estas trés linhagens para os ensaios in vivo
seguintes, nos quais buscamos avaliar os sintomas clinicos da gastroenterite e marcadores
moleculares envolvidos em mecanismos de enteroprote¢do. Porém, devido a manifestacao
heterogénea inesperada e a reducdo do niimero amostral por conta da mortalidade durante o
curso da infec¢@o nos animais, nao foi possivel concluirmos com exatidao os resultados. Exceto

em relacdo aos resultados obtidos para a Lpl 9 que preveniu a esplenomegalia dos animais
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infectados e também a agdo de Lpl 19 que reduziu significativamente a variagdo ponderal dos

camundongos.

Estes resultados se assemelham ao trabalho de Acurcio e colaboradores (2017) que
utilizou leite fermentado pela linhagem Lbp. plantarum B7, em camundongos BALB/c
infectados por S. Typhimurium, e observou menor perda de peso e reducdo da taxa de
mortalidade. Estes efeitos foram ainda associados a atividade antimicrobiana in vitro do
sobrenadante assim como no nosso estudo. Além disso, a linhagem B7 também diminui as
lesdes histoldgicas, translocagdo bacteriana no figado e bago e modulou os niveis de mRNA de

citocinas pro-inflamatoérias (IFN- y e IL-6).

Quanto ao estimulo na produgdo de sIgA, ndo observamos diferengas significativas em
nosso estudo apds o tratamento com as linhagens bacterianas. A auséncia de efeitos sobre a
atividade dessa imunoglobulina também ja foi relatada anteriormente em outro trabalho, no
qual foram utilizadas as linhagens Lcb. casei CRL 431 e Lcb. paracasei CNCM 1-1518, onde
suas respectivas fragdes da parede celular bacteriana, também nao tiveram efeito, ao serem
testados em BALB/c sensibilizados por S. Typhimurium. Entretanto, ainda foram capazes de
diminuir a translocagdo bacteriana para o figado e bago e foram capazes estimular a resposta

imune celular mediada por células Thl (LEMME-DUMIT et al., 2021).

Em favor de nossas observagdes, camundongos BALB/c tratados com bebida lactea
fermentada por Lactococcus lactis subsp. cremoris R-704, em outro estudo, apresentaram taxa
de sobrevivéncia similar ao visto com Lpl 4 (70%), e este resultado foi associado redu¢do de
translocagdo bacteriana de 80% e atenuacdo de lesdes histoldgicas. Entretanto, assim como em
nossos tratamentos, nao houve reducao das atividades de MPO, EPO, no ileo, figado e bago, e
slgA (CORDEIRO et al., 2019). Podemos supor por este estudo que algumas linhagens
potencialmente probiodticas podem conter a patogénese de uma infeccdo mesmo sem apresentar

efeitos imunomoduladores.

Esta protecdo in vivo conferida pelas bactérias lacticas probioticas contra a infec¢ao por
S. Typhimurium, poderia estar relacionada com a capacidade de aderéncia de probioticos ao
patdgeno, habilidade presente nas linhagens Lpl 4, Lpl 9, Lpl 11, Lpl 14 e Lpl 20. Em prol dos
resultados observados nestas linhagens, Martins e colaboradores (2013) sugeriram que a
capacidade de adesdo do probiotico Saccharomyces boulardii a S. Typhimurium conferia a
camundongos germ-free Swiss infectados, taxa de sobrevivéncia de 70% (igual ao visto no

ensaio com Lpl 4), menor variacdo ponderal (efeito similar ao reproduzido por Lpl 19) e efeitos
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adicionais de preservagdo da histologia do figado e reducdo de citocinas pré-inflamatorias, I1-

6, KC e TNF — a, presente no célon.

Assim como o estudo anterior, os efeitos protetores de Lentilactobacillus diolivorans
1Z, isolado de kefir, foram avaliados em camundongos Swiss germ-free e do tipo BALB/c
infectados por S. Typhimurium. Os principais resultados indicaram, a semelhanga do nosso
estudo com Lactiplantibaccilus sp., taxa de sobrevivéncia de 70%, redugdo da contagem fecal
de S. Typhimurium em germ-free, menor dano histoldgico no ileo, baixo nivel de translocagao
hepatica, imunomodulacdo com diminuicdo de expressdao de /FN- y e TNF no ileo e aumento
da citocina regulatéria TGF — 5 e anti-inflamatéria IL-10 no figado (ABATEMARCO JUNIOR
et al., 2018). Estes estudos indicam a seguranca e baixo potencial de viruléncia de bactérias
lacticas mesmo em contato com animais gnotobidticos. Neste contexto, resultados semelhantes

também foram obtidos nos estudos de Acurcio e colaboradores (2020).

Recentemente, em outro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, Coelho-Rocha
e colaboradores (2022) avaliaram nove linhagens de Lpb. plantarum (das dez presentes neste
estudo) em modelo murino de mucosite induzida por 5-fluorouracil, no qual foi demonstrando
a capacidade anti-inflamatoria das linhagens. Portanto, isto refor¢a nossas conclusdes sobre o
grande potencial probidtico de Lbp. plantarum, em especial as linhagens investigadas no

presente estudo.

Diante dos experimentos realizados neste estudo, in vitro, foram identificadas cinco
linhagens de Lpb. plantarum com capacidade de coagregacdo com Sa/monella Typhimurium e
trés linhagens apresentaram atividade antimicrobiana presente no sobrenadante, contudo,
observamos que a altera¢ao do pH afeta a atividade antimicrobiana do sobrenadante de algumas
dessas linhagens.. In vivo, duas linhagens foram capazes de aumentar a taxa de sobrevivéncia
para 70% e 80%, além da presenca de efeitos positivos sobre a variagdo ponderal e auséncia de
esplenomegalia. Em comparativo, estas habilidades corroboram com os achados de estudos
envolvendo bactérias do grupo BAL e especificamente, utilizando linhagens da espécie Lpb.
plantarum que indicam um possivel potencial terapéutico e necessidade de maiores

investigagdes envolvendo a espécie Lactiplantibacillus plantarum.
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7. CONCLUSOES

O tratamento experimental utilizando linhagens de Lactiplantibacillus plantarum em
camundongos infectados por Salmonella Typhimurium demonstrou indicadores de
enteroprote¢do. Observamos altos indices de sobrevivéncia ao utilizarmos as linhagens Lpl 4
(70%) e Lpl 9 (80%) e além disso, confirmamos que cinco linhagens possuem atividade
antimicrobiana in vitro. Estes resultados reforgam um possivel potencial terapéutico futuro
destas linhagens, contudo, ¢ preciso entender melhor os mecanismos de agao e quais condig¢des

interferem no desempenho probidtico de cada linhagem.
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8. PERSPECTIVAS

Executar ensaio in vivo para avaliar os parametros, utilizados na segunda etapa, um n
amostral maior (n=10);

Avaliar a histologia do figado dos animais desafiados;

Adicionar o estudo da expressao génica e ELISA de citocinas pro e anti-inflamatorias
no colon, ileo e figado;

Dosagem de NAG (n-acetilglucosaminidase), marcador de atividade de macréfagos, no
colon e ileo;

Realizar ensaio in vitro de coagregac¢ao com as linhagens Lpl 2, Lpl 3 e Lpl 17;

Realizar ensaio in vitro de atividade antibacteriana do sobrenadante com as linhagens
Lpl 2, Lpl 3, Lpl 11, Lpl 14, Lpl 17, Lpl 18 e Lpl 20 com incubagdo de 24 ¢ 48 horas;

Realizar ensaio in vitro de autoagregacdo com as dez linhagens de Lp!l. plantarum;



65

REFERENCIAS

ABATEMARCO JUNIOR, Mario et al. Protective effect of Lactobacillus diolivorans 1Z,
isolated from Brazilian kefir, against Salmonella enterica serovar typhimurium in experimental
murine models. Frontiers in microbiology, v. 9, p. 2856, 2018.

ABULREESH, Hussein H. Salmonellae in the environment. InTech, 2012.

ACURCIO, Leonardo Borges et al. Protective effects of milk fermented by Lactobacillus
plantarum B7 from Brazilian artisanal cheese on a Salmonella enterica serovar Typhimurium
infection in BALB/c mice. Journal of Functional Foods, v. 33, p. 436-445, 2017.

ACURCIO, Leonardo Borges et al. Milk fermented by Lactobacillus paracasei NCC 2461
(ST11) modulates the immune response and microbiota to exert its protective effects against

Salmonella Typhimurium infection in mice. Probiotics and Antimicrobial Proteins, v. 12, n. 4,
p. 1398-1408, 2020.

ALTIER, Craig. Genetic and environmental control of Salmonella invasion. Journal of
microbiology, v. 43, n. spcl, p. 85-92, 2005.

ALMEIDA, Fernanda et al. Multilocus sequence typing of Salmonella Typhimurium reveals
the presence of the highly invasive ST313 in Brazil. Infection, Genetics and Evolution, p. 41-
44,2017.

ALVAREZ-SIEIRO, Patricia et al. Bacteriocins of lactic acid bacteria: extending the
family. Applied microbiology and biotechnology, v. 100, n. 7, p. 2939-2951, 2016.

ANDINO, A.; HANNING, I. Salmonella enterica: survival, colonization, and virulence
differences among serovars. The Scientific World Journal, v. 2015, 2015.

ANIAGU, Stanley O. et al. Toxicity studies in rats fed nature cure bitters. African Journal of
Biotechnology, v. 4, n. 1, p. 72-78, 2005.

ARENA, Mattia Pia et al. Immunobiosis and probiosis: antimicrobial activity of lactic acid
bacteria with a focus on their antiviral and antifungal properties. Applied microbiology and
biotechnology, v. 102, n. 23, p. 9949-9958, 2018.

ATIQ, Ayesha et al. Diadzein ameliorates 5-fluorouracil-induced intestinal mucositis by

suppressing oxidative stress and inflammatory mediators in rodents. European journal of
pharmacology, v. 843, p. 292-306, 2019.

BAKOWSKI, Malina A.; BRAUN, Virginie; BRUMELL, John H. Salmonella-containing
vacuoles: directing traffic and nesting to grow. Traffic, v. 9, n. 12, p. 2022-2031, 2008.

BARTHEL, Manja et al. Pretreatment of mice with streptomycin provides a Salmonella enterica
serovar Typhimurium colitis model that allows analysis of both pathogen and host. Infection
and immunity, v. 71, n. 5, p. 2839-2858, 2003.

BAWN, Matt et al. Evolution of Salmonella enterica serotype Typhimurium driven by
anthropogenic selection and niche adaptation. PLoS genetics, v. 16, n. 6, p. 1008850, 2020.

BEHERA, Sudhanshu S.; RAY, Ramesh C.; ZDOLEC, Nevijo. Lactobacillus plantarum with
functional properties: an approach to increase safety and shelf-life of fermented foods. BioMed
Research International, v. 2018, 2018.

BEHNSEN, Judith et al. Exploiting host immunity: the Salmonella paradigm. Trends in
immunology, v. 36, n. 2, p. 112-120, 2015.



66

BERGONZELLI, Gabriela E. et al. GroEL of Lactobacillus johnsonii Lal (NCC 533) is cell
surface associated: potential role in interactions with the host and the gastric pathogen
Helicobacter pylori. Infection and immunity, v. 74, n. 1, p. 425-434, 2006.

BOVE, Pasquale et al. Probiotic features of Lactobacillus plantarum mutant strains. Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 96, n. 2, p. 431-441, 2012.

BRANDI, Jessica et al. Exploring the wound healing, anti-inflammatory, anti-pathogenic and
proteomic effects of lactic acid bacteria on keratinocytes. Scientific reports, v. 10, n. 1, p. 1-14,
2020.

BROWNE, Sara H.; LESNICK, Marc L.; GUINEY, Donald G. Genetic requirements for
Salmonella-induced cytopathology in human monocyte-derived macrophages. Infection and
immunity, v. 70, n. 12, p. 7126-7135, 2002.

BUCKLE, Geoffrey C.; WALKER, Christa L. Fischer; BLACK, Robert E. Typhoid fever and
paratyphoid fever: systematic review to estimate global morbidity and mortality for 2010.
Journal of global health, v. 2, n. 1, 2012.

BUENO, Susan M. et al. Salmonella pathogenicity island 1 differentially modulates bacterial
entry to dendritic and non-phagocytic cells. Immunology, v. 130, n. 2, p. 273-287, 2010.

CARR, Frank J.; CHILL, Don; MAIDA, Nino. The lactic acid bacteria: a literature survey.
Critical reviews in microbiology, v. 28, n. 4, p. 281-370, 2002.

CASTILLO, Natalia Alejandra et al. Comparative study of the protective capacity against S
almonella infection between probiotic and nonprobiotic lactobacilli. Journal of Applied
Microbiology, v. 114, n. 3, p. 861-876, 2013.

CHESSA, Daniela et al. Binding specificity of Salmonella plasmid-encoded fimbriae assessed
by glycomics. Journal of Biological Chemistry, v. 283, n. 13, p. 8118-8124, 2008.

CHIEPPA, Marcello et al. Dynamic imaging of dendritic cell extension into the small bowel
lumen in response to epithelial cell TLR engagement. The Journal of experimental medicine,
v. 203, n. 13, p. 2841-2852, 2006.

COELHO-ROCHA, Nina Dias et al. Novel probiotic Brazilian strains of Lactiplantibacillus
plantarum protect intestinal mucositis in experimental mice. 2022.

COLLADO, Maria Carmen; MERILUOTO, Jussi; SALMINEN, Seppo. Adhesion and
aggregation properties of probiotic and pathogen strains. European food research and
technology, v. 226, n. 5, p. 1065-1073, 2008.

CORDEIRO, M. A. et al. Fermented whey dairy beverage offers protection against Salmonella
enterica ssp. enterica serovar Typhimurium infection in mice. Journal of dairy science, v. 102,
n. 8, p. 6756-6765, 2019.

COTTER, Paul D.; HILL, Colin; ROSS, R. Paul. Bacteriocins: developing innate immunity for
food. Nature Reviews Microbiology, v. 3, n. 10, p. 777-788, 2005.

COTTER, Paul D.; ROSS, R. Paul; HILL, Colin. Bacteriocins—a viable alternative to
antibiotics?. Nature Reviews Microbiology, v. 11, n. 2, p. 95-105, 2013.

COUTINHO, Joana OPA et al. Antarctic Strain of Rhodotorula mucilaginosa UFMGCB 18,377
Attenuates Mucositis Induced by 5-Fluorouracil in Mice. Probiotics and Antimicrobial
Proteins, p. 1-15, 2021.



67

CRUMP, John A. et al. Epidemiology, clinical presentation, laboratory diagnosis, antimicrobial
resistance, and antimicrobial management of invasive Salmonella infections. Clinical
microbiology reviews, v. 28, n. 4, p. 901-937, 2015.

DABA, Ghoson M.; ELKHATEEB, Waill A. Bacteriocins of lactic acid bacteria as
biotechnological tools in food and pharmaceuticals: Current applications and future prospects.
Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 28, p. 101750, 2020.

DE JESUS, Luis Claudio Lima et al. Probiogenomics of lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis
cidca 133: In silico, in vitro, and in vivo approaches. Microorganisms, v. 9, n. 4, p. 829, 2021.

DE VUYST, Luc; LEROY, Frédéric. Bacteriocins from lactic acid bacteria: production,
purification, and food applications. Microbial Physiology, v. 13, n. 4, p. 194-199, 2007.

DJADOUNI, Fatima; KIHAL, Mebrouk. Antimicrobial activity of lactic acid bacteria and the
spectrum of their biopeptides against spoiling germs in foods. Brazilian Archives of Biology
and Technology, v. 55, n. 3, p. 435-444, 2012.

DRIDER, Djamel et al. The continuing story of class Ila bacteriocins. Microbiology and
molecular biology reviews, v. 70, n. 2, p. 564-582, 2006.

DERIU, Elisa et al. Probiotic bacteria reduce salmonella typhimurium intestinal colonization
by competing for iron. Cell host & microbe, v. 14, n. 1, p. 26-37, 2013.

EHRBAR, K. et al. Characterization of effector proteins translocated via the SPI1 type III
secretion system of Salmonella typhimurium. International Journal of Medical Microbiology,
v. 291, n. 6-7, p. 479485, jan. 2001.

ERIKSSON, Sofia et al. Unravelling the biology of macrophage infection by gene expression
profiling of intracellular Salmonella enterica. Molecular microbiology, v. 47, n. 1, p. 103-118,
2003.

FEASEY, Nicholas A. et al. Invasive non-typhoidal salmonella disease: an emerging and
neglected tropical disease in Africa. The Lancet, v. 379, n. 9835, p. 2489-2499, 2012.

FORD, Laura et al. Increasing incidence of Salmonella in Australia, 2000-2013. PLoS one, v.
11, n. 10, p. e0163989, 2016.

FRITSCHE, Gernot et al. Slc11al (Nrampl) impairs growth of Salmonella enterica serovar
typhimurium in macrophages via stimulation of lipocalin-2 expression. Journal of leukocyte
biology, v. 92, n. 2, p. 353-359, 2012.

GALAN, Jorge E.; BLISKA, James B. Cross-talk between bacterial pathogens and their host
cells. Annual review of cell and developmental biology, v. 12, n. 1, p. 221-255, 1996.

GALAN,J orge E.; COLLMER, Alan. Type III secretion machines: bacterial devices for protein
delivery into host cells. Science, v. 284, n. 5418, p. 1322-1328, 1999.

GANDOMI, Hassan et al. Auto and co-aggregation, hydrophobicity and adhesion properties of
Lactobacillus plantarum strains isolated from Siahmazgi traditional cheese. 2019.

GARCIA-CAYUELA, Tomas et al. Adhesion abilities of dairy Lactobacillus plantarum strains
showing an aggregation phenotype. Food Research International, v. 57, p. 44-50, 2014.

GOMEZ, Natacha C. et al. Use of potential probiotic lactic acid bacteria (LAB) biofilms for
the control of Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium, and Escherichia coli O157:
H7 biofilms formation. Frontiers in microbiology, p. 863, 2016.



68

GRIMONT, Patrick AD et al. Antigenic formulae of the Salmonella serovars. WHO
collaborating centre for reference and research on Salmonella, v. 9, p. 1-166, 2007.

HAMAD, Gamal M. et al. Commercial probiotic cell-free supernatants for inhibition of
Clostridium perfringens poultry meat infection in Egypt. Anaerobe, v. 62, p. 102181, 2020.

HANDLEY, Pauline S. et al. A comparison of the adhesion, coaggregation and cell-surface
hydrophobicity properties of fibrillar and fimbriate strains of Streptococcus
salivarius. Microbiology, v. 133, n. 11, p. 3207-3217, 1987.

HASE, Koji et al. Uptake through glycoprotein 2 of FimH+ bacteria by M cells initiates
mucosal immune response. Nature, v. 462, n. 7270, p. 226-230, 2009.

HILL, Colin et al. Expert consensus document: The International Scientific Association for
Probiotics and Prebiotics consensus statement on the scope and appropriate use of the term
probiotic. Nature reviews Gastroenterology & hepatology, 2014.

HOLDEN, David W. Trafficking of the Salmonella vacuole in macrophages. Traffic, v. 3, n. 3,
p. 161-169, 2002.

HORMAECHE, C. E. The in vivo division and death rates of Salmonella typhimurium in the
spleens of naturally resistant and susceptible mice measured by the superinfecting phage
technique of Meynell. Immunology, v. 41, n. 4, p. 973, 1980.

HUANG, Fu-Chen. The Interleukins Orchestrate Mucosal Immune Responses to Salmonella
Infection in the Intestine. Cells, v. 10, n. 12, p. 3492, 2021.

ISSENHUTH-JEANJEAN, Sylvie et al. Supplement 2008-2010 (no. 48) to the white—
Kauffmann—Le minor scheme. Research in microbiology, v. 165, n. 7, p. 526-530, 2014.

JAKUBCZYK, Dominika; LESZCZYNSKA, Katarzyna; GORSKA, Sabina. The effectiveness
of probiotics in the treatment of inflammatory bowel disease (IBD)—a critical review.
Nutrients, v. 12, n. 7, p. 1973, 2020.

JERONYMO-CENEVIVA, Ana Beatriz et al. Probiotic properties of lactic acid bacteria
1solated from water-buffalo mozzarella cheese. Probiotics and antimicrobial proteins, v. 6, n. 3,
p. 141-156, 2014.

KANDLER, Otto. Carbohydrate metabolism in lactic acid bacteria. Antonie van Leeuwenhoek,
v. 49, n. 3, p. 209-224, 1983.

KANG, Dae-Kyung et al. Identification and characterization of hydrogen peroxide-generating
Lactobacillus fermentum CS12-1. Asian-australasian journal of animal sciences, v. 18, n. 1, p.
90-95, 2005.

KARAMI, Sahar et al. Isolation and identification of probiotic Lactobacillus from local dairy
and evaluating their antagonistic effect on pathogens. International journal of pharmaceutical
investigation, v. 7, n. 3, p. 137, 2017.

KIVANC, M.; YILMAZ, M. Isolation and identification of lactic acid bacteria from boza, and
their microbial activity against several reporter strains. Turk J Biol, v. 35, p. 313-324, 2011.

KNODLER, Leigh A.; STEELE-MORTIMER, Olivia. Taking possession: biogenesis of the
Salmonella-containing vacuole. Traffic, v. 4, n. 9, p. 587-599, 2003.

KOHLER, H. et al. Erratum: Salmonella enterica serovar Typhimurium regulates intercellular
junction proteins and facilitates transepithelial neutrophil and bacterial passage (American
Journal of Physiology Gastrointestinal and Liver Physiology (2007) 293,(G178-G187.



69

American Journal of Physiology-Gastrointestinal and Liver Physiology, v. 293, n. 5, p. G1099,
2007.

KONIG, Helmut; FROHLICH, Jiirgen. Lactic acid bacteria. In: Biology of Microorganisms on
Grapes, in Must and in Wine. Springer, Cham, 2017. p. 3-41.

KULLISAAR, Tiiu et al. Two antioxidative lactobacilli strains as promising probiotics.
International journal of food microbiology, v. 72, n. 3, p. 215-224, 2002.

KUMAR, Manesh et al. Antimicrobial effects of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus
acidophilus against multidrug-resistant enteroaggregative Escherichia coli. International
journal of antimicrobial agents, v. 48, n. 3, p. 265-270, 2016.

LALEMAN, Isabelle; TEUGHELS, Wim. Probiotics in the dental practice: a review.
Quintessence Int, v. 46, n. 3, p. 255-64, 2015.

LEBEER, Sarah; VANDERLEYDEN, Jos; DE KEERSMAECKER, Sigrid CJ. Genes and
molecules of lactobacilli supporting probiotic action. Microbiology and Molecular Biology
Reviews, v. 72, n. 4, p. 728-764, 2008.

LEE, Chul Sang; KIM, Sae Hun. Anti-inflammatory and anti-osteoporotic potential of
Lactobacillus plantarum A4l and L. fermentum SRK414 as probiotics. Probiotics and
antimicrobial proteins, v. 12, n. 2, p. 623-634, 2020.

LEEKITCHAROENPHON, Pimlapas et al. Global genomic epidemiology of Salmonella
enterica serovar Typhimurium DT104. Applied and environmental microbiology, v. 82, n. 8, p.
2516-2526, 2016.

LEMME-DUMIT, José Maria et al. Probiotic Bacteria and their cell walls induce Thl-type
immunity against Salmonella typhimurium challenge. Frontiers in Immunology, p. 1770, 2021.

LI, Miao et al. Characterization of lactic acid bacteria isolated from the gastrointestinal tract of
a wild boar as potential probiotics. Frontiers in veterinary science, v. 7, p. 49, 2020.

LOPEZ-MEDINA, Marcela et al. Salmonella modulates B cell biology to evade CD8+ T cell-
mediated immune responses. Frontiers in immunology, v. 5, p. 586, 2014.

LIU, Wenjun et al. Biodiversity of lactic acid bacteria. In: Lactic acid bacteria. Springer,
Dordrecht, 2014. p. 103-203.

LONNERMARK, Elisabet et al. Effects of probiotic intake and gender on nontyphoid
Salmonella infection. Journal of Clinical Gastroenterology, v. 49, n. 2, p. 116-123, 2015.

LUDWIG, Wolfgang et al. Revised road map to the phylum Firmicutes. Bergey’s manual of
systematic bacteriology, v. 2, n. 3, p. 1-8, 2009.

MACK, David R. et al. Extracellular MUC3 mucin secretion follows adherence of
Lactobacillus strains to intestinal epithelial cells in vitro. Gut, v. 52, n. 6, p. 827-833, 2003.

MAQUEDA, Mercedes et al. Peptide AS-48: prototype of a new class of cyclic
bacteriocins. Current Protein and Peptide Science, v. 5, n. 5, p. 399-416, 2004.

MARTINS, F. S.; SILVA, A. A.; VIEIRA, A. T.; BARBOSA, F. H. F.; ARANTES, R. M. E.;
TEIXEIRA, M. M.; NICOLI, J. R. Comparative study of Bifidobacterium animalis, Escherichia
coli, Lactobacillus casei and Saccharomyces boulardii probiotic properties. Archives of
Microbiology, v. 191, p. 623-630, 2009.



70

MARTINS, Flaviano S. et al. Inhibition of tissue inflammation and bacterial translocation as
one of the protective mechanisms of Saccharomyces boulardii against Salmonella infection in
mice. Microbes and infection, v. 15, n. 4, p. 270-279, 2013.

MARTINO, Maria Elena et al. Nomadic lifestyle of Lactobacillus plantarum revealed by

comparative genomics of 54 strains isolated from different habitats. Environmental
microbiology, v. 18, n. 12, p. 4974-4989, 2016.

MASTROENI, Pietro. Immunity to systemic Salmonella infections. Current molecular
medicine, v. 2, n. 4, p. 393-406, 2002.

MEYERHOLZ, David K. et al. Early epithelial invasion by Salmonella enterica serovar
Typhimurium DT104 in the swine ileum. Veterinary pathology, v. 39, n. 6, p. 712-720, 2002.

MICHETTI, P. et al. Monoclonal secretory immunoglobulin A protects mice against oral
challenge with the invasive pathogen Salmonella typhimurium. Infection and immunity, v. 60,
n. 5, p. 1786-1792, 1992.

MICHETT]I, Pierre et al. Monoclonal immunoglobulin A prevents adherence and invasion of
polarized epithelial cell monolayers by Salmonella typhimurium. Gastroenterology, v. 107, n.
4, p. 915-923, 1994.

MITTRUCKER, Hans-Willi; KAUFMANN, Stefan HE. Immune response to infection with
Salmonella typhimurium in mice. Journal of leukocyte biology, v. 67, n. 4, p. 457-463, 2000.

MOKOENA, M.P. Lactic Acid Bacteria and Their Bacteriocins: Classification, Biosynthesis
andApplications against Uropathogens: A Mini-Review. Molecules, v. 22, n. 8, p. 1-13, 2017.

MONACK, Denise M.; BOULEY, Donna M.; FALKOW, Stanley. Salmonella typhimurium
persists within macrophages in the mesenteric lymph nodes of chronically infected Nramp1+/+

mice and can be reactivated by IFNy neutralization. The Journal of experimental medicine, v.
199, n. 2, p. 231-241, 2004.

MONACK, Denise M.; MUELLER, Anne; FALKOW, Stanley. Persistent bacterial infections:
the interface of the pathogen and the host immune system. Nature Reviews Microbiology, v. 2,
n. 9, p. 747-765, 2004.

MOTEY, Grace Adzo et al. In vitro properties of potential probiotic lactic acid bacteria
originating from Ghanaian indigenous fermented milk products. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, v. 37, n. 3, p. 1-13, 2021.

MUJAGIC, Zlatan et al. The effects of Lactobacillus plantarum on small intestinal barrier
function and mucosal gene transcription; a randomized double-blind placebo controlled trial.
Scientific reports, v. 7,n. 1, p. 1-11, 2017.

NIESS, Jan Hendrik et al. CX3CR1-mediated dendritic cell access to the intestinal lumen and
bacterial clearance. Science, v. 307, n. 5707, p. 254-258, 2005.

OSSET, Jordi et al. Assessment of the capacity of Lactobacillus to inhibit the growth of
uropathogens and block their adhesion to vaginal epithelial cells. The Journal of infectious
diseases, v. 183, n. 3, p. 485-491, 2001.

PATHMAKANTHAN, Shri et al. Lactobacillus plantarum 299: beneficial in vitro
immunomodulation in cells extracted from inflamed human colon. Journal of gastroenterology
and hepatology, v. 19, n. 2, p. 166-173, 2004.



71

PARTE, Aidan C. et al. List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN)
moves to the DSMZ. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v.
70,n. 11, p. 5607, 2020.

PESSIONE, Enrica. Lactic acid bacteria contribution to gut microbiota complexity: lights and
shadows. Frontiers in cellular and infection microbiology, v. 2, p. 86, 2012.

PILLAI, Anjana; NELSON, Richard L. Probiotics for treatment of Clostridium difficile-
associated colitis in adults. Cochrane Database of Systematic Reviews, n. 1, 2008.

PRADHAN, Biswaranjan et al. Probiotics L. acidophilus and B. clausii modulate gut
microbiota in Thl-and Th2-biased mice to ameliorate Salmonella typhimurium-induced
diarrhea. Probiotics and antimicrobial proteins, v. 11, n. 3, p. 887-904, 2019.

PRABHURAJESHWAR, Chidre; CHANDRAKANTH, Revanasiddappa Kelmani. Probiotic
potential of Lactobacilli with antagonistic activity against pathogenic strains: An in vitro
validation for the production of inhibitory substances. Biomedical journal, v. 40, n. 5, p. 270-
283, 2017.

OHL, Michael E.; MILLER, Samuel I. Salmonella: a model for bacterial pathogenesis. Annual
review of medicine, v. 52, n. 1, p. 259-274, 2001.

REIS, Bruno P. et al. The attenuated sopB mutant of Salmonella enterica serovar Typhimurium
has the same tissue distribution and host chemokine response as the wild type in bovine Peyer’s
patches. Veterinary microbiology, v. 97, n. 3-4, p. 269-277, 2003.

SANTOS, Renato L. et al. Animal models of Salmonella infections: enteritis versus typhoid
fever. Microbes and infection, v. 3, n. 14-15, p. 1335-1344, 2001.

SCHACHTSIEK, Martina; HAMMES, Walter P.; HERTEL, Christian. Characterization of
Lactobacillus coryniformis DSM 20001T surface protein Cpf mediating coaggregation with

and aggregation among pathogens. Applied and Environmental Microbiology, v. 70, n. 12, p.
7078-7085, 2004.

SILVA, Célia CG; SILVA, Sofia PM; RIBEIRO, Susana C. Application of bacteriocins and
protective cultures in dairy food preservation. Frontiers in microbiology, v. 9, p. 594, 2018.

SRIKUMAR, Shabarinath et al. RNA-seq brings new insights to the intra-macrophage
transcriptome of Salmonella Typhimurium. PLoS pathogens, v. 11, n. 11, p. €1005262, 2015.

STORELLI, Gilles et al. Drosophila perpetuates nutritional mutualism by promoting the fitness
of its intestinal symbiont Lactobacillus plantarum. Cell metabolism, v. 27, n. 2, p. 362-377. €8,
2018.

SOOMRO, A. H.; MASUD, T.; ANWAAR, Kiran. Role of lactic acid bacteria (LAB) in food
preservation and human health-a review. Pakistan Journal of Nutrition, v. 1, n. 1, p. 20-24,
2002.

SU, Jin-Hui et al. Distribution and antimicrobial resistance of Salmonella isolated from pigs
with diarrhea in China. Microorganisms, v. 6, n. 4, p. 117, 2018.

TAKAYA, Akiko et al. Lon, a stress-induced ATP-dependent protease, is critically important
for systemic Salmonella enterica serovar Typhimurium infection of mice. Infection and
Immunity, v. 71, n. 2, p. 690-696, 2003.

TEJERO-SARINENA, Sandra et al. In vitro evaluation of the antimicrobial activity of a range
of probiotics against pathogens: evidence for the effects of organic acids. Anaerobe, v. 18, n. 5,
p. 530-538, 2012.



72

TYTGAT, Hanne LP et al. Lactobacillus rhamnosus GG outcompetes Enterococcus faccium
via mucus-binding pili: evidence for a novel and heterospecific probiotic mechanism. Applied
and environmental microbiology, v. 82, n. 19, p. 5756-5762, 2016.

VIJAYA KUMAR, Bathal; VIJAYENDRA, Sistla Venkata Naga; REDDY, Obulam Vijaya
Sarathi. Trends in dairy and non-dairy probiotic products-a review. Journal of food science and
technology, v. 52, n. 10, p. 6112-6124, 2015.

VON WRIGHT, Atte; AXELSSON, Lars. Lactic acid bacteria: an introduction. In: Lactic acid
bacteria. CRC Press, 2019. p. 1-16.

WANG, Lihong et al. Lactobacillus plantarum restores intestinal permeability disrupted by
Salmonella infection in newly-hatched chicks. Scientific Reports, v. 8, n. 1, p. 1-10, 2018.

WEIL, Ming Q. et al. Facultative or obligate anaerobic bacteria have the potential for
multimodality therapy of solid tumours. European journal of cancer, v. 43, n. 3, p. 490-496,
2007.

WIEDEMANN, Imke et al. Lipid II-based antimicrobial activity of the lantibiotic plantaricin
C. Applied and Environmental Microbiology, v. 72, n. 4, p. 2809-2814, 2006.

WILLIAMSON, Deborah A. et al. Increasing antimicrobial resistance in nontyphoidal
Salmonella isolates in Australia from 1979 to 2015. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
v.62,n. 2, p.e02012-17, 2018.

ZHANG, Shuping et al. The Salmonella enterica serotype typhimurium effector proteins SipA,
SopA, SopB, SopD, and SopE2 act in concert to induce diarrhea in calves. Infection and
immunity, v. 70, n. 7, p. 3843-3855, 2002.

ZHANG, Shuping et al. Molecular pathogenesis of Salmonella enterica serotype Typhimurium-
induced diarrhea. Infection and immunity, v. 71, n. 1, p. 1-12, 2003.

ZHAOQO, Ye et al. GPR43 mediates microbiota metabolite SCFA regulation of antimicrobial
peptide expression in intestinal epithelial cells via activation of mTOR and STAT3. Mucosal
immunology, v. 11, n. 3, p. 752-762, 2018.

ZHENG, Jinshui et al. A taxonomic note on the genus Lactobacillus: Description of 23 novel
genera, emended description of the genus Lactobacillus Beijerinck 1901, and union of
Lactobacillaceae and Leuconostocaceae. 2020.



ANEXO A - Comissio De Etica No Uso De Animais (CEUA)

B
éﬁ\\’-’,‘? UNIVERSIDADE FEDERAL DE MIMAS GERAIS
15

¥
!’.'} e e v, ‘r';
&

‘-}_"" ..«-'::r_'i-" CELA
ST COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
UFMG
Prezadola):

Esta & uma mensagem automatica do sistama Salicite CEUA que indica mudanga na situac3o de uma solicitagdo.

Protecolo CEWA: 55,2022

Titule do projeto: Avaliagio do efeito enteroprotetor de linhagens de Lactiplantibacillus plantarum em modela murino de
infecdo indurida por Salmonella Typhimuriom.

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsawvel: Vasco Ariston de Canvalho Azevedo

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Bialogia Geral

Situagdo atual: Decis3o Final - Aprovado

Aprovado na reunido ordinaria on-line do dia 23,005,/2022. Validade: 23/05,/2022 a 22/05/2027.
Bela Horizonte, 23,/05,/2022.

Atenciosamente,

Sistema Salicite CEUA UFMG
https-//aplicativas.ufmz.brfsalicite cauwa/

Universidade Fedaral de Minas Gerais
Awenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 22 Andar, 5ala 2005
31270-201 — Belo Horizonts, MG — Brasil

www . ufmg.br/bioetica/caua - cetea@prog.ufme.br

73



74

ANEXO B - Classificacao Histopatolégica Adaptada De Pradhan E Colaboradores

(2019)
Categoria Critério Definicao Valor do
Score
Infiltrado de | Gravidade Densidade leucocitaria na area de infiltracio da lamina prépria em figuras
células histopatologicas avaliadas.
inflamatérias
Normal: <5% 0
Minima: <10% 1
Leve: 10-25%; neutrofilos dispersos 2
Moderada: 26-50% 3
Acentuado: >51%:; infiltrado denso 4
Extensdo Expansao da infiltragio leucocitaria:
Normal 0
Mucosa 1
Mucosal and Submucosa 2
Mucosal, Submucosa e transmural 3
Alteragoes Hiperplasia Aumento no nimero de células epiteliais em criptas longitudinais em rela¢iio ao
Epiteliais numero de células epiteliais basais por cripta; visivel como alongamento de cripta
Normal: <5% 0
Minima: <25% 1
Leve: 21-35% 20u3l
Moderada: 36-50% 3ou4d
Acentuado: >50% 4 ous
Perda de | Reduc¢ido do niimero de células caliciformes em relagdo ao nimero de células
células caliciformes de linha de base por cripta:
caliciformes
Normal: <5% 0
Minima: <20% 1ou2
Leve: 21-35% 20u3l
Moderada: 36-50% 3ou4d
Acentuada: >50% 4
Criptite Neutrofilos entre as células epiteliais da cripta 20ul
Sem Neutrofilos entre as células epiteliais da cripta 0
Abcessos de Neutroéfilos no limen da cripta 3as
cripta
Sem Neutrofilos no limen da cripta 0
Erosiao Perda de epitélio superficial la4
Sem Perda de epitélio superficial 0
Arquitetura Ulceragio Defeito epitelial alcancando além da muscular da mucosa 3as
da mucosa
Sem ulceracgao 0
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Tecido de | Reparacio do tecido conjuntivo com novos capilares, circundados por 4 ous
granulacio fibroblastos fusiformes, miofibroblastos, macrofagos, neutrofilos e
células mononucleares, bem como detritos celulares; pseudopoélipos:
areas vilosas hipertrofiadas projetando-se no liimen
Sem granulacio 0
Criptas Criptas ndo paralelas, didmetros de cripta varidveis, bifurcacio e 4 ous
irregulares criptas ramificadas
Cripta Regular 0
Perda de Mucosa sem criptas 4 ous
cripta
Sem perda de criptas 0
Achatamento Sem perda no comprimento das Vilosidades, propor¢io de 0
Viloso comprimento de Vilosidade para cripta de 4: 1 ou mais
Leve: proporcao de comprimento de vilosidade para cripta 1a3
de2:1a3:1
Moderada: propor¢io de comprimento de vilosidade para 2a4
criptadel:1a2:1
Atrofia vilosa 3as
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