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RESUMO

A microbiota intestinal produz vérios efeitos benéficos a saude, existindo um grande interesse na
modulacdo desta com o uso de probidticos. No presente trabalho, foi avaliado o potencial
probidtico de quatro espécies de bifidobactérias isoladas das fezes de criangas sadias e
identificadas por PCR Multiplex (Bifidobacterium longum 514 Bifidobacterium breve 110",

Bifidobacterium pseudolongum 119'* Bifidobacterium bifidum 162%4

). Foi estudada a
velocidade de crescimento, aerotolerincia, capacidade de produgdo de substancias antagonistas
contra patogenos, perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e hidrofobicidade. Com base nestes
pardmetros obtidos in vitro, B. longum 5'* apresentou melhor potencial para probidtico, pela
maior sensibilidade apresentada aos antimicrobianos, melhor velocidade de crescimento e pela
capacidade de produzir substincias antagonistas contra varios micro-organismos patogenicos.
Além disso, esta linhagem instalou-se rapidamente no trato gastrintestinal de camundongos
isentos de germes, atingindo niveis populacionais elevados nas fezes destes animais. O
tratamento com iogurtes contendo esta linhagem exerceu um efeito local, pela estimulacdo da
proliferacdo de células IgA+ no intestino delgado e grosso e, ainda, um efeito protetor frente ao
desafio com Salmonella enterica sorovar Typhimurium, promovendo uma taxa de 100% de
sobrevivéncia, nos animais que receberam iogurtes suplementados com o cultivo fresco, mesmo
com a perda da viabilidade e aumento da sensibilidade a resisténcia gastrica simulada. O
tratamento de animais com a bifidobactéria desvinculada de uma matriz alimentar também
exerceu uma estimulagdo na resposta humoral, pelos aumentos dos niveis de sIgA no conteudo
intestinal e IgM no soro, e uma estimulacio celular pelo aumento nos niveis de mRNA para ILS5 e
uma diminui¢do para Tnfa. Entretanto, ndo foi capaz de proteger contra a infec¢do por salmonela.
Observou-se uma pequena protecdo nos primeiros dias de infec¢do, mediante estimulacido da
producdo de sIgA apés trés dias de desafio, o que condiz com o discreto retardo no tempo de
morte dos animais tratados e com a avaliagc@o histopatolégica. Apds nove dias de infec¢do, com o
tratamento, os intestinos ficaram mais preservados e o figado apresentou discreta protecdo. Estes
resultados mostram que esta linhagem tem potencial para ser usada como probidtico; entretanto, €
necessdaria uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nos efeitos benéficos
demonstrados, para otimizacao do seu uso.

Palavras-chave: probiético, Bifidobacterium, iogurte, Salmonella
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ABSTRACT

The intestinal microbiota produces various beneficial health effects, and there is a growing
interest in its modulation using probiotics. In the present study, we evaluated the potential of four
species of probiotic bifidobacteria isolated from the feces of healthy children and identified for
PCR Multiplex (Bifidobacterium longum 514 Bifidobacterium breve 110", Bifidobacterium
bifidum 119'* and Bifidobacterium pseudolongum 162**). We studied the growth rate,
aerotolerance, antagonistic activity against pathogens, antimicrobial susceptibility profile and
hydrophobicity. Based on these parameters tested in vitro, B. longum 5'* showed the best
potential as candidate for probiotic use, presenting the greatest sensitivity to antimicrobials, the
best growth rate and a large ability to produce antagonistic substances against various pathogenic
microorganisms. Moreover, this strain colonized rapidly the gastrointestinal tract of germ-free
mice, reaching high population levels in the feces of these animals. Treatment with yoghurt
containing this strain had a local effect for the stimulation of IgA + cell proliferation in the small
and large intestines and a protective effect against challenge with Salmonella enterica ser.
Typhimurium, providing a 100% rate of survival in the animals fed yoghurt supplemented with
fresh culture, despite the loss of viability and increase in sensitivity to simulated gastric
resistance. Treatment of animals with pure culture of bifidobacteria also exerted a stimulation of
the humoral response by higher levels of sIgA in intestinal contents and of IgM in serum and
cellular stimulation by an increase in levels of mRNA for IL5 and reduction to Tnfa. However, it
was not able to totally protect against infection by Salmonella. There was a small initial
protection in the first days of infection, by stimulating the production of sIgA up to three days
post challenge, which agrees with the slight delay in the time of death of the animals treated and
the histopathological evaluation. After nine days of infection, the intestines and liver were better
preserved in mice treated with the bifidobacteria. These results show that B. longum 5'* has a
potential to be used as probiotic. However, a better understanding of the mechanisms involved in
the beneficial effects of this strain is necessary to optimize its use.

Keywords: probiotic, Bifidobacterium, yoghurt, Salmonella
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1. INTRODUCAO

1.1. Microbiota gastrintestinal de seres humanos: instala¢cio, composicao e funcoes

O trato gastrintestinal aloja um ecossistema complexo que associa componentes bidticos,
como a microbiota residente, € componentes abidticos, como o alimento ingerido. O termo
microbiota foi definido por SAVAGE (1977) como populagdo de micro-organismos presentes nas
superficies mucosas de um individuo. Seres humanos e outros animais nascem sem qualquer tipo
de micro-organismo associado; no entanto, esta situagdo € apenas transitoria. A colonizag¢do do
trato gastrintestinal ocorre imediatamente apOs o nascimento, sendo Os primeiros micro-
organismos a colonizar o intestino aqueles oriundos da mae e do ambiente que o circunda. O
potencial de o6xido-reducdo positivo no intestino do recém-nascido propicia a instalacdo de
micro-organismos anaerdbicos facultativos. O consumo de oxigé€nio por estes micro-organismos
altera gradualmente o ambiente intestinal, tornando-o mais reduzido, o que permite o crescimento
subsequente de anaerdbicos obrigatérios (PENDERS et al., 2006). Ap6és um a dois anos, nos
seres humanos, o trato gastrintestinal passa a abrigar uma comunidade microbiana similar a de
um adulto, que é extremamente densa e diversa, variando quantitativamente, qualitativamente e
metabolicamente em fun¢do da localizacdo transversal e longitudinal no trato digestivo, e da
idade do hospedeiro. Toda esta comunidade microbiana pode se localizar no limen, nas criptas
de Lieberkdhn, na superficie do epitélio intestinal ou inserida na camada de mucina (NICOLI &
VIEIRA, 2004; ECKBURG et al., 2005; EGERT et al., 2006; MARIAT et al., 2009; NAVA &
STAPPENBECK, 2011).

Uma vez instalada, a microbiota digestiva, junto com o seu hospedeiro, representa um dos
ecossistemas mais complexos e menos conhecidos e controlados. Nesse ecossistema, encontram-
se dois grupos microbianos: a microbiota autdctone, constituida de micro-organismos sempre
presentes em niveis populacionais estdveis em um nicho anatomico especifico e em uma
determinada época da vida; e a microbiota al6ctone, encontrada de maneira esporddica e
transitoria em qualquer local anatdomico. Estes ultimos, ndo sdo implantados em circunstancias
normais, sdo adquiridos via ingestdo de alimentos e bebidas, ou provenientes da pele ou de

membranas respiratdrias superiores (SAVAGE, 1977; NICOLI & VIEIRA, 2004).



A populacdo de micro-organismos no intestino é composta por 10'* unidades formadoras
de colonias (UFC), nimero dez vezes maior que o de células do hospedeiro (SAVAGE, 1977;
BERG, 1996). Embora nio seja conhecida a composicdo exata da microbiota, avancos na
pesquisa do microbioma humano permitiram ndo somente conhecer melhor esta composi¢do,
como também compreender melhor a funcionalidade microbiana no trato gastrintestinal
(ECKBURG et al, 2005; EGERT et al., 2006; DETHLEFSEN et al., 2007; CANI &
DELZENNE, 2011). Estes avancos, observados nos ultimos anos, advém da implantacdo de
técnicas de biologia molecular, permitindo a identificacdo de micro-organismos nao cultivédveis.
Atualmente, estima-se que no trato gastrintestinal estdo presentes cerca de 1000 espécies
microbianas, sendo o intestino grosso a por¢ao que contém a mais alta densidade e diversidade de
micro-organismos € o principal sitio de coloniza¢do microbiana, em seres humanos e outros
animais (BERG, 1996; EGERT et al., 2006; WALL et al., 2009).

Trés distintos niveis populacionais microbianos podem ser diferenciados nesta por¢do: (1)
a microbiota dominante (99% da populacdo; 10° a 10" UFC/g de conteiido); (2) a microbiota
sub-dominante (0,99% da populacdo, 10" a 10° UFC/g de contetido) e (3) a microbiota residual
(0,01% da populagdo, < 10’ UFC/g de contetido) (NICOLI & VIEIRA, 2004). A microbiota
dominante € constituida somente por bactérias anaerébias obrigatdrias pertencentes aos filos
Actinobacteria (bactérias Gram positivo com alto conteido G+C no genoma), Bacteroidetes
(bactérias Gram negativo) e Firmicutes (bactérias Gram positivo com baixo conteido G+C no
genoma). J4 a microbiota sub-dominante é predominantemente anaerdbia facultativa e, a residual,
representada por uma variedade de micro-organismos procaridticos e eucaridticos (NICOLI &
VIEIRA, 2004; EGERT et al., 2006; MARIAT et al., 2009).

Em geral, quanto mais numerosa € a populacdo de uma espécie bacteriana, mais estavel
ela € no seu nicho ecoldgico. Por isso, no nivel de género, as microbiotas digestivas dominantes e
sub-dominantes permanecem relativamente constantes e estdveis no tempo e de um individuo
para o outro. Ao contrdrio, a microbiota residual € bastante varidvel entre individuos e flutua
consideravelmente ao longo do tempo, no mesmo individuo. Contudo, apesar da estabilidade em
termo de géneros, as populacdes bacterianas dominantes e sub-dominantes apresentam variagdes
considerdveis quando sdo examinadas no nivel das espécies e linhagens (NICOLI & VIEIRA,

2004; DETHLEFSEN et al., 2007).



Pelo seu tamanho e atividade metabdlica, a microbiota intestinal €, muitas vezes,
considerada como um 6rgdo ou organismo, atuando nas superficies das mucosas do hospedeiro
(BERG, 1996; EGERT et al., 2006). O peso total da microbiota em um adulto humano ¢é
estimado em 1,2 Kg e a atividade metabdlica exercida por ela é compardvel com a do figado, que
€ o 6rgdo metabolicamente mais ativo do corpo humano (NICOLI & VIEIRA, 2004; EGERT et
al., 2006). E responsavel por trés fungdes importantes para a satide do hospedeiro: a resisténcia 2
colonizacdo (inibe a multiplicagdo de patdégenos aldctones e autdctones oportunistas), a
imunomodulagdo (permite uma resposta imune mais rdpida e adequada durante uma agressao
infecciosa) e contribuicdo nutricional (fornece vitaminas e substratos energéticos como dcidos
butirico, propidnico e acético) (NICOLI & VIEIRA, 2004; EGERT, et al., 2006; WALL et al.,
2009; STECHER & HARDT, 2011). Além disso, a presenca da microbiota intestinal exerce um
importante papel na manutencdo da estrutura da mucosa. Estudo em animais isentos de germes
mostrou que a presenca de uma microbiota normal aumenta a massa da mucosa e a drea da
superficie intestinal, além de aumentar a taxa de renovacdo das células epiteliais. Tais mudangas
estruturais, provavelmente, t€ém implicacdes na absorcdo de eletrdlitos, fluidos e nutrientes e
regeneracdo epitelial (FARTHING, 2004).

O sistema imune associado a mucosa intestinal é composto por células B e T, células
dendriticas, macréfagos e outros tipos celulares tnicos dentro do sistema como as células M,
células de Paneth, linfocitos intraepiteliais, além das células epiteliais que exercem um papel
importante na resposta imune inata da mucosa e constituem uma barreira fisica que divide o
limen da lamina propria. Estes tipos celulares estdo presentes de forma difusa no epitélio e na
lamina prépria da mucosa ou organizados em microambientes localizados, tais como as placas de
Peyer e os linfonodos mesentéricos. A comunicacio observada entre as células do sistema imune
da mucosa intestinal se deve aos distintos tipos celulares que secretam citocinas € quimiocinas, as
quais regulam a magnitude e natureza da resposta imune em funcdo do estimulo ativador
(FORCHIELLI & WALKER, 2005; MAGALHAES et al., 2007).

Uma vez que a mucosa do trato gastrintestinal é uma das maiores interfaces entre o
hospedeiro e o ambiente, é submetida continuamente a uma alta carga antigénica. Existe uma
tolerancia a microbiota normal e, embora continuamente exposta a essas bactérias comensais, a
mucosa intestinal exibe apenas uma inflama¢cdo minima em resposta aos componentes celulares

da microbiota, como por exemplo, o lipopolissaciride (LPS) de bactérias Gram negativo e



lipoproteinas e peptideoglicanos de bactérias Gram positivo. Devido a sistemas sofisticados de
deteccdo de antigenos, o sistema imune associado a mucosa distingue a microbiota normal dos
micro-organismos enterovirulentos, mediante moléculas compartilhadas por membros da
microbiota, como 0s motivos moleculares associados a micrébios. O sistema de defesa do
hospedeiro contra patégenos entéricos inclui imunidade adaptativa e imunidade inata. A resposta
imune adaptativa € observada quatro a sete dias apds a infeccdo, e esse mecanismo envolve a
geracdo de memoria imunoldgica e a expansdo de receptores com especificidade relevante. Em
contrapartida, a resposta imune inata € ativada nos primeiros dias ou até mesmo nas primeiras
horas para controlar a infec¢do via receptores de reconhecimento padrdo de estruturas
moleculares encontradas em véarios patdgenos, conhecidas como motivos moleculares associados
a patégenos, PAMP (pathogen-associated molecular pattern). Os receptores envolvidos neste
reconhecimento incluem os TLRs (Toll-like receptors) e as proteinas NOD (nucleotide-binding
oligomerization domain) (ADEREM & ULEVITCH, 2000; MEDZHITOV, 2001; FORCHIELLI
& WALKER, 2005; KELLY et al., 2007).

Apesar de a microbiota associada ao trato digestivo ser extremamente potente nas suas
funcgdes, € também fragil quando perturbada. Diversos fatores podem interferir no processo de
instalacdo da microbiota normal em recém-nascido (tipo de parto; hospitalizacio e
prematuridade; amamentacdo no seio ou por férmula; medidas de higiene excessivas e uso de
antimicrobianos) ou na sua manutencdo em adultos (uso de antimicrobianos; mudangas
alimentares drésticas e estresse), provocando, respectivamente, atraso na sua implantacdo ou
falha de suas fungdes (NICOLI & VIEIRA, 2000; PENDERS et al., 2005; PENDERS et al.,
2006; WALL et al., 2009). No caso particular de antibioticoterapia, esses distirbios dos
equilibrios populacionais e das fungdes protetoras da microbiota gastrintestinal sdo,
provavelmente, responsaveis pela ocorréncia de 15 a 40% dos episddios de diarréias associadas
ao uso de antibidticos. Além disso, a utilizagdo excessiva e inadequada de antibidticos esta,
também, associada a ocorréncia cada vez maior de multiresisténcia nos micro-organismos
patogénicos. Neste sentido, hd um esforco atual para o desenvolvimento de métodos alternativos
a serem utilizados na prevencdo e/ou no tratamento de infec¢des microbianas, como, por

exemplo, o uso dos probidticos.



1.2. Probioticos
1.2.1. Historico

A utiliza¢do de micro-organismos benéficos ao homem data de milhares de anos atrés. Os
beneficios da ingestdo de alimentos fermentados jd eram mencionados na versao Persa do Antigo
Testamento (Génesis 18:8), que relata que “Abrado atribuiu sua longevidade ao consumo de leite
azedo”. Posteriormente, Plinio, um historiador romano, recomendou o uso de produtos lacteos
fermentados para o tratamento de gastrenterites, em 76 a.C. (antes de Cristo) (SCHREZENMEIR
& DE VRESE, 2001).

O russo Elie Metchnikoff (1845-1916), ganhador do prémio Nobel de Fisiologia ou
Medicina por seu pioneirismo nas descricdes de fagocitose, foi o primeiro microbiologista a
sugerir o consumo de leite fermentado para modular a microbiota digestiva. De acordo com sua
teoria, metabdlitos toxicos produzidos pela microbiota intestinal poderiam ter um efeito adverso
sobre o hospedeiro. Algumas bactérias degradavam proteinas, causando putrefacio e a liberagao
de compostos, os quais, dependendo de suas concentracdes, tornavam-se toxicos para o
organismo. Para reduzir esta auto-intoxicacdo ele sugeriu manipular a microbiota intestinal, de
modo a substituir ou diminuir o nimero de bactérias putrefativas pela ingestdo de leites
fermentados com bactérias produtoras do dcido latico. Esta sugestdo era baseada na expectativa
de vida elevada, observada nos camponeses biuilgaros, grandes consumidores de produtos ldcteos
fermentados. A partir deste dado, ele supds que os lactobacilos eram importantes para a saude
humana e passou a defender o uso de alimentos fermentados (SHORTT, 1999; METCHNIKOFF,
2004; citado por VASILJEVIC & SHAH, 2008).

Outro pesquisador que forneceu importante contribuicao ao uso de probidticos foi Tissier.
Em 1906, ele recomendou a administracdo de bifidobactérias para modular a microbiota de
criancas com diarréia, postulando que estas bactérias poderiam competir com bactérias
indesejdveis no intestino, eliminando-as e tornando-se o micro-organismo intestinal dominante.
Essa recomendacdo foi decorrente de sua observagdo que a microbiota fecal de recém-nascidos
amamentados no seio apresentava mais bifidobactérias do que a microbiota fecal de criangas que
haviam recebido férmulas infantis (SHORTT, 1999; NICOLI & VIEIRA, 2000).

Posteriormente, vérios outros pesquisadores continuaram a busca por bactérias benéficas
para a saude humana, at€¢ que, em 1930, Minoru Shirota, que reconhecia a importancia da

medicina preventiva e modula¢do da microbiota gastrintestinal, isolou, no Japao, uma linhagem



de Lactobacillus capaz de sobreviver a passagem pelo trato gastrintestinal. Esta linhagem,
denominada Lactobacillus casei linhagem Shirota, foi usada para producdo do produto licteo
fermentado chamado Yakult, o qual é ainda comercializado. Do final da década de 30 até o final
da década de 50, devido as circunstancias mundiais (depressdo, guerras), houve pouca pesquisa
nesta drea. O interesse na microbiota intestinal humana ressurgiu no inicio dos anos 60, levando a

introdug¢do do conceito de probidticos (VASILJEVIC & SHAH, 2008).

1.2.2. Definicoes

O termo probidtico deriva-se do grego e significa “a favor da vida”, sendo o antdbnimo do
termo antibidtico. Foi primeiramente empregado por LILLEY & STILLWELL (1965) para
descrever substancias secretadas por um micro-organismo que estimulam o crescimento de outro
micro-organismo. Posteriormente, FULLER (1989) modificou este conceito, introduzindo nova
definicdo para probidticos, que seria “suplemento alimentar constituido de micro-organismos
vivos que afeta beneficamente o animal hospedeiro gragcas a melhoria no balanco microbiano
intestinal”. No entanto, para incluir as amplas aplica¢cdes e dados cientificos que mostram a ag¢ao
benéfica de micro-organismos ndo vidveis ou de seus componentes, SALMINEN e colaboradores
(1999) definiram probidticos como preparacdes de micro-organismos, ou seus constituintes, que
tém efeito benéfico sobre a saude e o bem estar do hospedeiro. Apesar de algumas defini¢oes de
probidticos focarem a importincia de sua viabilidade, alguns trabalhos sugerem que micro-
organismos ndo-vidveis ou seus componentes podem exercer algum efeito benéfico
(OUWEHAND & SALMINEN, 1998; PENNER et al., 2005; ADAMS, 2010).

Embora muitas outras defini¢des de probidticos tenham sido publicadas nos ultimos anos,
a definicdo atualmente aceita internacionalmente € da Organizagdo Mundial de Saidde e da
Organizacdo de Agricultura e Alimentos, que define probidticos como “micro-organismos vivos
que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficio a sadde do

hospedeiro” (FAO/WHO, 2002).

1.2.3. Micro-organismos utilizados como probiéticos

Os micro-organismos mais frequentemente utilizados nas preparagdes probidticas sao as
bactérias produtoras de 4cido latico (BAL), as quais sdo encontradas em altos niveis no intestino

do homem e de animais sauddveis e sdo consideradas pela Food and Drug Administration (FDA)



como aquelas Geralmente Reconhecidas como Seguras (GRAS). Fazem parte deste grupo
algumas espécies dos géneros Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus e Streptococcus. Além dessas, outros micro-organismos probioticos estudados, tanto
experimentalmente quanto clinicamente, incluem as bifidobactérias, propionibactérias,
Escherichia coli Nissle 1917, Bacillus cereus var. toyoi, e as leveduras Saccharomyces boulardii
e Saccharomyces cerevisiae, sendo esta ultima usada somente na medicina veterindria
(COLLINS et al., 1998; COPPOLA & TURNES, 2004; SENOK et al., 2005). O potencial
probidtico desses micro-organismos pode diferir mesmo entre diferentes linhagens de uma
mesma espécie (MATTO et al., 2004; DOGI et al., 2008; LOPEZ et al., 2010).

Atualmente, os produtos compostos por probidticos integram trés grandes grupos
comerciais: alimentos infantis, preparagdes farmacéuticas e produtos lacteos. Este ultimo, € o
grupo mais representativo, constituido por iogurtes, leites fermentados, sorvetes e queijos, nos
quais se utilizam frequentemente culturas iniciadoras e bifidobactérias (ou lactobacilos) como

aditivo ou suplemento (TIMMERMAN et al., 2004; SAAD, 2006).

1.2.4. Critérios de selecio e caracteristicas desejaveis de um probidtico

Para que um micro-organismo seja selecionado e utilizado na preparacdo de produtos
probidticos ele precisa possuir algumas caracteristicas importantes. Inimeros critérios t€ém sido
sugeridos por vdrios autores; dentre aqueles que sdo de senso comum envolvem aspectos de
seguranca (origem do micro-organismo, patogenicidade e infectividade, fatores de viruléncia e
susceptibilidade a antimicrobianos); tecnoldgicos (caracteristicas de producdo, propriedades
organolépticas, resisténcia ao processamento e estocagem, resisténcia a fagos e estabilidade
genética); funcionais (resisténcia as condi¢cdes adversas do trato gastrintestinal, aderéncia ao
muco e células epiteliais) e benéficos ao hospedeiro (atividade antagonista contra micro-
organismos patogénicos, imunomodulac¢do, efeito hipocolesterolémico, efeito no metabolismo da
lactose e propriedades antimutagénicas e anticarcinogé€nicas). A comprovacdo de efeitos
benéficos € feita somente por estudos clinicos independentes, duplo-mascarado, randomizado e
controlado com placebo (FAO/WHO, 2002; VASILJEVIC & SHAH, 2008).

Alguns autores ressaltam a importancia da especificidade do hospedeiro, ou seja, uma
linhagem probidtica para uso em seres humanos deve ser isolada de seres humanos. Afirma-se

que o probidtico ird desempenhar melhor seu efeito benéfico quando estiver em ambiente similar



aquele do qual foi isolado, visto que é hospedeiro-especifico (SAARELA et al., 2000).
Entretanto, a levedura S. boulardii, mesmo ndo sendo de origem humana ou animal, é
reconhecida como probidtico e empregada na industria farmacéutica desde 1960. Esta levedura
tem a capacidade de eliminar ou reduzir os efeitos de diferentes tipos de diarréias e infecgdes
intestinais, neutralizando diferentes tipos de toxinas, como as produzidas por Clostridium difficile
(CZERUCKA et al., 2007).

Outra caracteristica desejavel para um probidtico, muitas vezes relevante para alguns
autores, € a capacidade de aderéncia ao epitélio intestinal. A adesdo as células epiteliais € o
primeiro passo da colonizagdo (mesmo que tempordria) de um micro-organismo, modula o
sistema imune intestinal (devido ao contato do probidtico com o tecido linféide associado ao
intestino) e pode impedir a adesdo de patogenos. Por isto, tém sido propostos ensaios avaliando
propriedades de adesdo usando células intestinais humanas para selecionar bactérias probioticas
(SALMINEN et al., 1998; LIONG, 2007; VASILEVIC & SHAH, 2008; GUGLIELMETTI et al.,
2009). Entretanto, ndo se conhecem probidticos capazes de se instalar no trato digestivo do
adulto, mesmo apds sua ingestdo prolongada, uma vez que a microbiota residente, ainda que
desequilibrada, impede essa colonizagdo. Portanto, a ingestdo didria de um probidtico em
quantidade adequada é indispensdvel para manter niveis artificialmente elevados do micro-
organismo no ecossistema digestivo, permitindo que ele desenvolva o efeito benéfico desejado
(MARTINS et al., 2005). Para que isso ocorra, além de permanecer vidvel durante sua passagem
pelo sistema gastrintestinal, o nivel populacional do probidtico deve ser suficientemente elevado
para ter um impacto no local onde se espera que desenvolva a sua funcdo. Em ecologia
microbiana, considera-se que um micro-organismo poderd agir no ecossistema onde ele se
encontra somente quando presente em populacio igual ou superior a 107 células vidveis/g do
conteido. A concentragdo em células vidveis do probidtico deve ser, portanto, ajustada na
preparacdo inicial levando-se em conta a capacidade de sobrevida do micro-organismo sem se
multiplicar no tubo digestivo e o efeito de diluicdo intestinal de maneira a atingir, no minimo, 10’
células/g do conteddo intestinal. Considera-se, portanto, que a concentracao em células vivas do
probidtico no produto a ser ingerido deve estar, pelo menos, de 10% a 10° UFC/g (NICOLI &
VIEIRA, 2000).



1.2.5. Mecanismos de acao

Os mecanismos de acdo propostos para explicar os efeitos benéficos dos probidticos sdo,
basicamente, os mesmos atribuidos a microbiota intestinal, os quais incluem:

Producao de substancias inibidoras de micro-organismos patogénicos: Os micro-
organismos produzem algumas substancias que inibem o crescimento de varios patdgenos, como
os d4cidos organicos, bacteriocinas, substancias bacteriocin-like, substancias similares a
antibidticos e peroxido de hidrogénio (produzido em ambientes aerdbios) (YILDRIM &
JOHNSON, 1998; NARDI et al, 2005; RASTALL et al, 2005; LIONG, 2007,
CHEIKHYOUSSEEF et al., 2008).

Competicao por nutrientes e sitios de adesdo: Varios micro-organismos usados como
probidticos competem por sitios de adesdo na superficie do epitélio intestinal e por nutrientes,
inibindo, deste modo, a fixacd@o e a alimentacdo de patogenos (BERNET et al., 1994; NICOLI &
VIEIRA, 2000; RASTALL et al., 2005; LIONG, 2007).

Inibicao da producio ou acdo de toxinas: Alguns probidticos t€ém a propriedade de
inibir a a¢do de micro-organismos patogé€nicos, inibindo a producdo ou a acdo de toxinas
produzidas pelos patdégenos, impedindo, assim, a sua atuac¢do no epitélio intestinal (CZERUCZA
et al., 2007; BRANDAO et al., 1998; FUKUDA et al., 2011).

Modulacio do sistema imune: Evidéncias sugerem que a modulacdo (estimula¢do ou
supressao) da resposta imune especifica e ndo-especifica pode ser outro mecanismo pelo qual os
probidticos protegem o hospedeiro contra as desordens gastrintestinais, infec¢des respiratorias e
doencas alérgicas (PERDIGON et al., 1995; NEUMANN et al., 1998; PODOPRIGORA et al.,
1999; RASTALL et al., 2005; DOGI et al., 2008; AURELI et al., 2011).

1.2.6. O género Bifidobacterium

1.2.6.1. Caracteristicas taxonomicas, metabdlicas e ecoldgicas

As bifidobactérias foram originalmente isoladas e descritas no periodo de 1899-1900 por
Henry Tissier, que observou uma bactéria abundante em forma de Y nas fezes de criangas que se
alimentavam de leite materno, mas niao naquelas que se alimentavam de férmulas. Essa bactéria
foi anteriormente denominada Bacillus bifidus (TISSIER, 1900; citado por LEAHY et al., 2005),

devido a sua morfologia bifurcada. Contudo, sua localizacao taxondmica sofreu vérias alteragdes,
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sendo denominada também Bacteroides, Nocardia, Lactobacillus e Corynebacterium, antes de
ser reconhecida como um género a parte, em 1974 (VASILJEVIC & SHAH, 2008). O género
pertence ao Filo Actinobacteria, Classe Actinobacteria, Ordem Bifidobacteriales e Familia
Bifidobacteriaceae, sendo representado atualmente por 37 espécies, as quais foram isoladas
principalmente do trato digestivo de mamiferos (LEAHRY et al., 2005; TURRONI et al., 2011).

As bifidobactérias sdo descritas como micro-organismos anaerobios obrigatérios, embora
algumas linhagens possam tolerar o oxigénio. Sdo bactérias imodveis, catalase negativa, Gram
positivo, heterofermentativas, ndo formadoras de esporos, em forma de bastonetes curvos,
caracterizados, frequentemente, por uma bifurcagdo em forma de Y. Linhagens isoladas de fezes
frescas apresentam formas que variam desde ramificadas, a formas bifurcadas de Y e V. Contudo,
em meios de culturas ndo favoraveis, as bifidobactérias podem se apresentar pleomorficas. A
maioria das bifidobactérias isoladas de seres humanos cresce a temperatura 6tima de 36-38°C.
Sao 4cido tolerantes, e o pH 6timo para seu crescimento estd entre 6,5-7,0. As bifidobactérias sao
micro-organismos sacaroliticos e todas as linhagens caracterizadas possuem a habilidade de
fermentar glicose, galactose e frutose, com produgdo, principalmente, de dcido acético e acido
latico (LEAHY et al., 2005; CRONIN et al., 2011).

Devido a sua capacidade metabdlica, estas bactérias sdo frequentemente incluidas no
grupo das bactérias do 4cido ldtico, apesar de serem distintas, devido a diferencas no seu
conteudo de G-C, que varia entre 55% a 67% (VASILJEVIC & SHAH, 2008). Além disso, as
bifidobactérias produzem a partir do metabolismo de 2 moles de glicose, tanto o 4cido acético
quanto o acido latico por uma via incomum, que resulta em uma propor¢do tedrica de 3:2 para
acetato/lactato, como metabolitos primarios. Produzem também a enzima frutose-6-fosfato
fosfoquetolase (F6PPK), que quebra frutose-6-fosfato em acetil-1-fosfato e eritrose-4-fosfato.
Esta enzima € utilizada como uma ferramenta na identificacdo do género; entretanto, ndo permite
a distin¢do no nivel de espécie (SHIN et al., 2000; FANDI et al., 2001; VENTURA et al., 2004).

As bactérias desse género sdo habitantes naturais do trato gastrintestinal de seres humanos
e de outros animais de sangue quente, o que pode ser explicado pelo sequenciamento do genoma
de Bifidobacterium longum NCC2705, demonstrando uma alta adaptacdo ao trato digestivo
humano em termos de metabolismo, capacidade de adesdo e atividade imunomodulatéria
(SCHELL et al., 2002). As bifidobactérias representam a maioria da populagdo bacteriana

intestinal total em recém-nascidos sauddveis que se alimentam de leite materno; entretanto, sua
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populacdo diminui no intestino humano adulto, embora se mantenha relativamente estavel,
representando 3% da microbiota fecal (HARMSEN er al, 2000; CRONIN et al., 2011;
TURRONI et al., 2011).

Trabalhos recentes isolaram também bifidobactérias do leite materno, sugerindo que o
leite humano pode ser um simbidtico natural contendo as bactérias benéficas (bifidobactérias) e o
seu substrato (fator bifidus) para promover a saude da crianca. As espécies de bifidobactérias
encontradas foram: B. adolescentis, B. animalis, B. breve, B. bifidum, B. catenulatum e B. longum
(GUEIMOND et al., 2007; MARTIN et al., 2009; SOLIS et al., 2010; ARBOLEYA et al., 2011;
ZACARIAS et al., 2011). No leite humano, estdo presentes também os chamados fatores bifidus,
oligossacarideos do leite humano, HMOs (human milk oligossacarides). Algumas
bifidobactérias, em particular as primeiras colonizadoras do intestino, sdo capazes de degradar
estes HMOs. Neste contexto, bifidobactérias tipicas isoladas de criancas, como B. infantis e B.
bifidum possuem diferentes capacidades de fermentar HMOs, enquanto que bifidobactérias
associadas ao adulto geralmente ndo o utilizam como substrato fermentdvel. O sequenciamento
do genoma de B. longum subsp. infantis ATCC 15697 explica a capacidade desta linhagem de
consumir HMOs mediante um grupo de genes especificos que codifica glicosidases e
transportadores de carboidratos necessdrios para a importacdo e metabolismo deles (SELA et al.,

2008; SELA et al., 2011; TURRONI et al., 2011).

1.2.6.2. Efeitos benéficos

O uso de probidticos tem como objetivo compensar falhas ou reforcar a atividade do
ecossistema microbiano gastrintestinal ja existente, porém em desequilibrio ou com previsao de
desequilibrio (tratamento com antibidticos). A terapia com probidticos tem atraido grande
interesse na pesquisa de doencas infecciosas, inflamatorias e alérgicas.

A maioria dos ensaios clinicos envolvendo probidticos tem como finalidade a prevengdo e
tratamento de doencas intestinais, em adultos e criangas. BALs e bifidobactérias t€ém mostrado
um efeito protetor contra as doencas diarréicas, como a infec¢do por rotavirus. SAAVEDRA e
colaboradores (1994) demonstraram que a combinacdo de B. bifidum e Streptococcus
thermophilus reduz o risco de infeccdo por rotavirus em criangas. Outros estudos relatam a
eficdcia dos probidticos no tratamento e prevencdo da diarréia associada a antibidtico. Assim,

Bifidobacterium lactis, em combina¢do com S. thermophilus, mostraram-se capazes de reduzir a
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incidéncia e duragdo de diarréia associada a antibitico (CORREA et al., 2005). Um dos
principais problemas no tratamento com antibidticos € o desbalanco da microbiota intestinal,
permitindo a manifestacdo de patogenos intestinais, como C. difficile. Um ensaio clinico
conduzido por PLUMMER e colaboradores (2004) mostra que a terapia com L. acidophilus e B.
bifidum pode reduzir a incidéncia de diarréia associada a antibidtico, pela neutralizagdo das
toxinas de Clostridium. A “diarréia do viajante” atinge metade dos visitantes de dreas de risco
com condi¢des precdrias de higiene. Embora seja, na maioria das vezes, autolimitada, causa
desconforto para as pessoas acometidas. Um estudo mostrou que a combinacdo de linhagens
probidticas, contendo B. bifidum, L. acidophilus, L. bulgaricus e S. thermophilus, reduziu
significativamente, em 28%, a frequéncia da diarréia do viajante (LEAHY et al., 2005). Alguns
estudos in vitro e in vivo em camundongos mostram uma protecdo conferida pelos probidticos
frente a outras infecgdes intestinais. SILVA e colaboradores (1999) e (2004) obtiveram sucesso
na protecao da infec¢do por Salmonella Typhimurium, em camundongos, pelo tratamento com B.
longum. Trabalhos similares foram feitos pelo mesmo grupo de pesquisa, utilizando o mesmo
modelo de infeccdo, obtendo resultados promissores para B. animalis subsp. lactis (MARTINS et
al., 2010). Um recente estudo desenvolvido por FUKUDA e colaboradores (2011) mostrou
também um efeito protetor de bifidobactérias na infec¢do por E. coli O157:H7. Estes autores
atribuem a esta protecdo observada, a producdo de acetato, a qual acentuou mecanismos de
defesa mediados pelas células epiteliais, inibindo desta maneira, a transloca¢do da toxina do
enteropatdgeno do limen intestinal para a corrente sanguinea.

Talvez o maior sucesso obtido, no tratamento de doencgas inflamatdrias intestinais (doenga
de Crohn, bolsite e colite ulcerativa), com bactérias probidticas, seja com o probidtico VSL#3,
que consiste numa combinacdo de quatro espécies de lactobacilos, trés espécies de bifidobactérias
e S. thermophilus. Para avaliar o efeito do probidtico na manutencao do periodo de remissdo de
bolsite, GIONCHETTI e colaboradores (2000) realizaram um ensaio clinico com pacientes com
bolsite cronica e foi observada uma redu¢@o no nimero de recidivas nos pacientes tratados com
probidtico, quando comparados com pacientes que receberam placebo. Além disso, depois que a
terapia com o probidtico foi encerrada, todos os pacientes desenvolveram bolsite recorrente
dentro de trés meses. Em 2003, o mesmo grupo de pesquisadores, demonstrou que o probidtico
também pode prevenir a doenca se a terapia oral for iniciada imediatamente apds a cirurgia de

colocagdo de bolsa ileo-anal anastomética (GIONCHETTI et al., 2003). Recentemente,



13

GUGLIELMETTI e colaboradores (2011), em um estudo clinico randomizado, duplo-mascarado,
controlado com placebo, avaliaram a eficédcia de B. bifidum MIMBb75 no tratamento da sindrome
do intestino irritdvel. A administracdo da bifidobactéria trouxe melhoria nos sintomas;
dor/desconforto, distensdo/inchaco e desordens digestivas, melhorando também a qualidade de
vida.

Para uma diminui¢do da exposicdo do hospedeiro a agentes carcindgenos, 0 mecanismo
de acdo de probidticos ocorre, possivelmente, por: detoxificacdo de carcindgenos ingeridos;
alteracdo do ambiente intestinal, diminuindo a populagdo e/ou atividade metabdlica de bactérias
que podem gerar componentes carcinogénicos; produ¢do de compostos (4cido butirico) que
podem modular a apoptose das células tumorais; produ¢do de compostos que inibem o
crescimento de células tumorais e estimulagdo do sistema imune que age contra a proliferacao de
células tumorais (PARVEZ et al., 2006). Alguns trabalhos mostram que algumas linhagens de L.
acidophilus e Bifidobacterium spp. s@o capazes de reduzir os niveis de enzimas como [-
gluconidase, azoredutase e nitroredutase, as quais convertem procarcinégenos em carcindgenos.
Alguns autores atribuem a diminui¢c@o da atividade enzimética, a produgdo de acidos graxos de
cadeia curta pelos probidticos. Entretanto, sdo necessdrios mais estudos mostrando a atividade
antimutagénica e anticarcinogénica dos probidticos, para uma possivel aplicacdo na prevengao ou
tratamento do cancer de coélon (VASILJIEVIC & SHAH, 2008).

Popularmente, pacientes tém creditado a melhora da constipacdo intestinal ao uso de
alimentos contendo probidticos. Entretanto, até o momento, ndo hd evidéncias suficientes
comprovando a eficdcia dos probidticos na constipagdo intestinal. Um trabalho desenvolvido por
GUERRA e colaboradores (2011), em parceria com nosso laboratdrio, avaliou a eficdcia de B.
longum 5'"" na constipagdo intestinal cronica em criangas e adolescentes. Foi observado um efeito
positivo em relacdo a consisténcia das fezes, frequéncia evacuatoria, dor para evacuar e dor
abdominal com a suplementacdo da bifidobactéria. Entretanto, um aumento da frequéncia
evacuatoria e diminui¢do da dor abdominal e dor para evacuar também foi observado para o
grupo placebo que recebeu iogurte sem adi¢@o de bifidobactérias, mesmo em intensidade inferior.
Uma hipétese para explicar este resultado é uma possivel influéncia benéfica das bactérias
fermentadoras do iogurte (S. thermophilus e L. bulgaricus) na constipagdo. Existe até mesmo

uma discussdo sobre a inclusdo dessas bactérias no grupo dos probidticos. Como o efeito do
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iogurte sozinho foi aumentado pela adi¢do do probidtico, este resultado encoraja a realizagdao de
novos ensaios clinicos nesta érea.

A administracdo de bifidobactérias pode ser benéfica também para a prevencdo ou
tratamento de vdrias outras doencas como: doengas atopicas, imunossupressdo, hiperlipidemia, e
infec¢des por Helicobacter pylori (GOTTELAND et al., 2006; VASILJEVIC & SHAH, 2008;
HASAN AL-SHERAIJI et al., 2012).

1.2.6.3. Uso em produtos lacteos fermentados

O interesse por produtos lacteos fermentados tem aumentado e alguns iogurtes
suplementados com bactérias probidticas tém sido desenvolvidos. O isolamento e a
caracterizacdo de probidticos que possam ser veiculados por formulagdes alimentares para o
consumo humano tem sido alvo de estudo de diversos grupos de pesquisa aplicada no Brasil e no
exterior. Em 1994, o mercado global de probiéticos movimentou 6,6 bilhdes de ddlares, liderado
pelo Japdo, responsdvel por mais de 50% desse total. Em 2007 e 2008, a movimentagdo foi de 13
e 15 bilhdes de ddlares, respectivamente. Atualmente, o mercado estd em cerca de 20 bilhdes de
dolares, com previsdo de superar 22 bilhdes em 2013. Dentre os fatores que t€ém estimulado esse
mercado sdo citados: preocupagdo do consumidor com a manutencdo da saide e prevencdo de
doengas, e acimulo de evidéncias dos beneficios dos alimentos probidticos, respaldadas em
estudos cientificos (FERREIRA, 2012).

Os micro-organismos utilizados em fermentacdo de alimentos provocam modificacoes
benéficas, geralmente melhorando o sabor, a textura e, muitas vezes, acumulando vitaminas (B6,
B12, niacina e dcido félico), além dos dcidos organicos, que vao aumentar a vida de prateleira
desses produtos. Atuam parcialmente sobre um ou mais dos componentes basicos dos alimentos:
hidratos de carbono (sacaroliticos), proteinas (proteoliticos) e gorduras (lipoliticos). Devido a
essa incapacidade de oxidar totalmente estes componentes alimentares, substancias como o0s
dcidos organicos e etanol mais energia sao produzidas e acumuladas, modificando, desta forma, o
sabor, as caracteristicas reoldgicas do substrato, além de terem efeito de conservagdo, impedindo
o desenvolvimento de outros micro-organismos, que, caso crescessem, poderiam deteriorar o
produto, tornando-o imprdprio para o consumo. Quanto a produgdo de energia, as bactérias do
dcido latico necessitam de grande quantidade de carboidratos para obtencdo de energia suficiente

para biossintese e multiplicacio, resultando em um actimulo de dcido latico e outros subprodutos.
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Quando hd producdo quase que exclusivamente de 4cido ldtico, sdo denominadas de
homofermentativas, enquanto que as heterofermentivas produzem, além de acido latico, outros
compostos, como o CO, e, dcido acético e/ou etanol, em quantidades aprecidveis (FERREIRA,
2005).

Os cultivos protosimbidticos de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii susbp. bulgaricus sdo os responsdveis pelo processo fermentativo
durante a obten¢do do iogurte. Além destes, pode-se acompanhar, de forma complementar, outras
bactérias acido-lacticas que, por sua atividade, contribuem para a determinagdo das caracteristicas
do produto final. Entretanto, € exigida viabilidade, atividade e concentracdo de, no minimo, 10’
UFC/g, dos micro-organismos dos cultivos, no produto final e durante seu prazo de validade
(BRASIL, 2007). O crescimento associado das culturas do iogurte resulta em menor tempo de
coagulacdo do leite, maior producdo de 4cido latico e um maior desenvolvimento de aroma.

Logo apéds a inoculacdo da cultura iniciadora, S. thermophilus apresenta crescimento mais
rapido que L. bulgaricus, pela capacidade de metabolizar a lactose a pH mais neutro, além de ser
favorecido pelo potencial redox inicial. Com o seu crescimento, dcido latico e férmico sdo
acumulados no meio, abaixando parcialmente o pH; o potencial redox € reduzido, pelo consumo
de oxigénio dissolvido e, em alguns casos, ocorre liberacio de CO,. Todos estes fatores
estimulam a proliferacdo dos lactobacilos, resultando em uma maior acidifica¢do e liberagcao de
pequenos peptideos e aminodcidos, como treonina, histidina e valina, que estimulam o
crescimento de S. thermophilus. Ao longo do processo fermentativo, cada vez mais dcido ldtico €
acumulado no meio, até um ponto que passa a inibir S. thermophilus. Quando o pH alcanca
valores préximos de 4,6, ocorre coagulacdo do leite, encerrando-se a fermentacao no pH de 4,5.
No inicio do processo fermentativo, tem-se, portanto, uma simbiose e, no final, uma antibiose
(FERREIRA, 2005; ANGELOV et al., 2009).

Dentre os metabdlitos que contribuem para o sabor, estrutura e consisténcia do iogurte,
tém-se o 4cido latico, acetaldeido e diacetil. O acetaldeido € o composto mais importante no
sabor do iogurte, sendo produzido, principalmente, pelo L. bulgaricus. Dependendo da linhagem
e concentracdo de lactobacilos utilizados na produ¢do de iogurtes, pode ocorrer o fendmeno de
pos-acidificacdo, que consiste na producdo de dcido latico durante o periodo de estocagem
(SHAH, 2000; FERREIRA, 2005; ANGELOV et al.,, 2009). Atualmente, as industrias tém

utilizado culturas iniciadoras que contenham um maior nimero de estreptococos que de
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lactobacilos, uma vez que terd efeito decisivo no sabor e nas caracteristicas reolégicas do produto
final.

A adi¢do de probidticos em um alimento ou bebida o caracteriza como funcional.
Segundo ROBERFROID (2002) um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado
que o mesmo pode afetar beneficamente uma ou mais fun¢des alvo no corpo, além de possuir os
adequados efeitos nutricionais, de maneira que seja tanto relevante para o bem-estar e a satude
quanto para a reducdo do risco de uma doenca. Grande parte das pesquisas em termos de
alimentos funcionais encontra-se voltada para leites fermentados e iogurtes, seguidos de leite em
po destinado a recém-nascidos, sendo os dois primeiros, os principais produtos comercializados
no mundo, contendo culturas probidticas. Outros produtos lacteos disponiveis no comércio, em
menor escala, incluem sobremesas a base de leite, sorvetes e queijos (SAAD, 2006).

Para a utilizacdo de culturas probidticas na tecnologia de fabricacdo de produtos
alimenticios, devem ser empregadas culturas com base no seu desempenho tecnolégico. E
importante que mantenham a viabilidade ao serem manipuladas e incorporadas, sem alterar as
caracteristicas intrinsecas do produto. Além disso, da perspectiva do fornecedor, a linhagem
probidtica deve apresentar qualidade tecnoldgica para produgdo em larga escala, ou seja, uma vez
concentrada resistir ao congelamento ou secagem (liofilizacdo ou spray drying) (ZACARIAS et
al., 2011).

Alguns fatores podem influenciar a viabilidade e funcionalidade de probidticos em
alimentos fermentados, dentre os quais: linhagem, prética de inoculacdo (adi¢do do probidtico
pode ser feita antes ou ap0ds a fermentagdo), acidez final do produto, oxigénio dissolvido, tipo de
embalagem, caracteristicas do processo de elaboracdo (tempo/temperatura de fermentacdo),
interacdo entre 0S micro-organismos presentes, composi¢do quimica do produto (disponibilidade
de nutrientes), concentracdo do inéculo do cultivo iniciador e da linhagem probidtica, presenga
ou auséncia de inibidores ou estimuladores do crescimento e condi¢cdes de armazenamento
(SHAH, 2000; LOURENS-HATTINGH & VILJOEN, 2001; VINDEROLA et al., 2002;
VASILJEVIC & SHAH, 2008). Entre as bifidobactérias, algumas linhagens sdo mais adequadas
para aplicacdes industriais que outras. A boa tolerincia ao estresse dcido e oxidativo torna B.
animalis subsp. lactis a espécie mais comumente incorporada aos produtos licteos, capaz de
manter altos niveis de células vidveis durante a estocagem (SANCHEZ et al., 2010; CRONIN et
al., 2011).
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Os prebidticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis que afetam beneficamente o
hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou de um limitado
nimero de bactérias no coélon que tem o potencial de beneficiar a saude (GIBSON &
ROBERFROID, 1995). Para que uma substincia possa ser definida como tal, deve cumprir os
seguintes requisitos: ser de origem vegetal; formar parte de um conjunto heterogéneo de
moléculas complexas; ndo ser digerida por enzimas digestivas, ser parcialmente fermentada por
um grupo de bactérias e ser osmoticamente ativa (MORAES & COLLA, 2006). Um produto em
que estdo combinados um probidtico e um prebidtico € denominado de simbidtico. A interacao
entre eles in vivo pode ser favorecida por uma adaptagdo do probidtico ao substrato prebiodtico
anteriormente ao consumo. Isto pode, em alguns casos, resultar em uma vantagem competitiva
para o probidtico, se ele for consumido juntamente com o prebidtico. Os prebidticos mais
comumente utilizados como fatores bifidogénicos s@o a inulina e os fruto-oligossacarideos
(FOS). Eles tém sido extensivamente utilizados em alimentos lacteos por melhorar a
sobrevivéncia de bifidobactérias durante a vida de prateleira, uma vez que estas bactérias

apresentam sensibilidade ao oxigénio e baixa tolerancia ao dcido (FERREIRA, 2012).

1.2.7. Legislacao de probiédticos

Uma questdo ainda nio conclusa pela literatura é a quantidade e frequéncia de consumo
de probidticos necessdrios para assegurar os beneficios a eles atribuidos. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece que, para um produto probidtico apresentar a alegacio
de que promove a saude, a quantidade minima vidvel da cultura deve estar situada na faixa de
10*-10° UFC na recomendacdo didria do produto pronto para o consumo, conforme indica¢do do
fabricante. Valores menores sdo aceitos, desde que se comprove sua eficicia. A documentacio
referente a comprovacdo da eficdcia deve incluir: laudo de andlise do produto que comprove a
quantidade minima vidvel do micro-organismo até o final do prazo de validade e teste de
resisténcia da cultura utilizada no produto a acidez géstrica e sais biliares. A quantidade do
probidtico em UFC contida na recomendacdo didria do produto pronto para consumo deve ser
declarada no rétulo, préoximo a alegacdo: “O (indicar a espécie do micro-organismo) contribui

para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma alimentac¢io

equilibrada e héabitos de vida saudaveis”.
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Os micro-organismos considerados como probidticos segundo a ANVISA sdo: L.
acidophilus, L. casei Shirota, L. casei var. rhamnosus, L. casei var. defensis, L. paracasei,
Lactococcus lactis, B. bifidum, Bifidobacterium animalis (incluindo a subespécie lactis), B.
longum e Enterococcus faecium. As bactérias utilizadas na producdo de iogurtes, L. bulgaricus e
S. thermophilus ndo sdo considerados pela ANVISA como probidticos, por ndo possuirem efeito
probidtico cientificamente comprovado. Segundo a Instru¢do Normativa n°46, de 23 de outubro
de 2007, os leites fermentados nos quais se mencione o uso de bifidobactérias, a contagem serd
de, no minimo, 10° UFC de bifidobactérias/ g (BRASIL, 2007).

Mesmo com a utilizacio de ferramentas moleculares independentes de cultivo para
quantificacdo de probidticos em produtos comerciais, ainda sdo adotadas, rotineiramente, técnicas
de cultivo convencionais para monitoramento da viabilidade. Para permitir este controle no
produto final, sdo requeridos métodos confidveis e rdpidos para enumeracdo de rotina. Além
disso, tais métodos sdo essenciais para monitorar também possiveis mudancas bioquimicas e
fisiolégicas na populacio de probidticos durante a estocagem do produto comercial
(VINDEROLA & REINHEIMER, 2000).

Um importante parametro no monitoramento da viabilidade dos micro-organismos nos
produtos comercializados é a possibilidade de contar bactérias probidticas diferencialmente ou
seletivamente. Muitas metodologias tém sido propostas nos dltimos anos; entretanto, ainda nao
h4 um protocolo unico oficial e nem meios seletivos ou diferenciais para enumerar probidticos. A
enumeracio depende da linhagem probidtica, cultura iniciadora e agentes seletivos/diferenciais
usados, sendo dificultada naqueles produtos que contém muitas espécies de micro-organismos,
tornando-se impossivel na presenca de vdrias linhagens de uma mesma espécie. Para o
isolamento das bifidobactérias nos produtos fermentados, as metodologias propostas utilizam
diferentes meios de cultura e agregam alguns componentes para tornar o meio seletivo/diferencial
como: carboidratos, sais orginicos e inorganicos, corantes, cromdgenos € antimicrobianos
(BEERENS, 1991; HARTEMINK et al., 1996; CHARTERIS et al., 1997, HARTEMINK &
ROMBOUTS, 1999; VINDEROLA & REINHEIMER, 1999; ROY, 2001). Outros métodos
propostos envolvem técnicas de biologia molecular, utilizadas para identificar e discriminar
bifidobactérias presentes nos leites fermentados (COLLADO & HERNANDEZ, 2007).

Em 1999, VINDEROLA & REINHEIMER publicaram um trabalho demonstrando que o

uso do dgar MRS com propionato de sédio e cloreto de litio (LP-MRS) permitiu a enumeragao



19

seletiva e diferencial de duas linhagens de B. bifidum, na presenca de duas linhagens de L.
acidophilus e quatro diferentes tipos de culturas iniciadoras. Este meio foi eficiente, também, na
enumeracio de outras linhagens de bifidobactérias (VINDEROLA & REINHEIMER, 2000). A
combinacdo deste meio proposto com outros meios adequados para enumeracio
seletiva/diferencial das outras culturas presentes nos produtos fermentados possibilita o

monitoramento da viabilidade de micro-organismos presentes em alguns produtos probidticos.

1.3. O género Salmonella

O género Salmonella é constituido por bactérias pertencentes a classe y-Proteobacteria,
Familia Enterobacteriaceae. Sao bacilos anaerdbios facultativos, Gram negativo, fermentam a
glicose, reduzem nitrato a nitrito e possuem flagelos peritriquios (com excecdo de Salmonella
Pullorum) (BERGEY’ MANUAL, 2005). A Salmonella foi isolada em 1885, por Daniel Salmon,
patologista, e hoje sdo conhecidos mais de 2500 sorotipos diferentes (JIMENEZ & CASTRO,
2003; WHO, 2012). Embora todos os sorotipos possam causar doencas em seres humanos, estes
sdo classificados de acordo com sua adaptagdo aos hospedeiros. Alguns sorotipos exibem um
limitado espectro de hospedeiro, por exemplo, Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhi
em primatas, S. enterica subsp. enterica sorovar Dublin em gado e S. enterica subsp. enterica
sorovar Choleraesuis em suinos. Quando esses sorotipos causam doeng¢a em seres humanos,
costuma ser de forma invasiva. A maioria dos sorotipos, entretanto, possui um amplo espectro de
hospedeiros. Classicamente, eles causam gastrenterite, que exige tratamento especifico apenas em
criangas, idosos e individuos imunocomprometidos. Esse grupo compreende Salmonella enterica
subsp. enterica sorovar Typhimurium e S. enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis, os dois
principais sorotipos transmitidos do animal para o homem (WHO, 2012).

A gravidade e natureza da doenca dependem do sorotipo da salmonela e da
susceptibilidade do hospedeiro envolvido. H4 duas principais sindromes associadas a infec¢ao
por Salmonella: salmonelose ndo tiféide (doenca gastrintestinal conhecida como enterite) e febre
tiféide (doenca sist€émica) (LAYTON & GALYOV, 2007). Salmonella Typhi e S. enterica subsp.
enterica sorovar Paratyphi sdo sorotipos restritos aos seres humanos e causam febre tiféide e
paratifoide respectivamente, infec¢cdes que sdo um problema de satude publica, principalmente em

regides onde hd pouco ou nenhum acesso a dgua potdvel e onde o tratamento de dgua é
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insatisfatorio. Estas infec¢des, também pdem em risco viajantes em paises endémicos. A taxa de
mortalidade em infec¢Oes ndo tratadas por febre tiféide pode ser de 10 a 15%. Em alguns casos,
pacientes podem recuperar, mas permanecem como carreadores da bactéria, por anos (LAYTON
& GALYOV, 2007; CRUMP & MINTZ, 2010; MASTROENI & GRANT, 2011).

A salmonelose é uma infec¢do de importancia tanto em satide publica como em satide
animal, devido ao impacto econdmico que ocasiona. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude,
as salmonelas estdo entre os patdgenos que mais causam impacto a saude da populagdo, estando
associadas a surtos e casos esporadicos de doengas transmitidas por alimentos (DTA). Segundo
dados do Ministério da Satde, no Brasil, de 1999 a 2008 foram registrados 6.602 surtos de DTA
sendo que Salmonella spp. foram associadas a 43% dos casos dos quais o agente etioldgico foi
identificado. Em relacdo ao impacto econdmico, € o género bacteriano que ocasiona maiores
perdas na industria avicola (OCHOA & RODRIGUES, 2005; MEDEIROS et al., 201 1).

Os antimicrobianos sdo conhecidos como importantes fermamentas para o tratamento de
doencas, tanto em seres humanos quanto em outros animais. Em animais de producdo, no
entanto, sdo também usados como promotores de crescimento, sendo adicionados as ragdes, em
doses continuas e subterapéuticas, o que leva a uma melhor conversao alimentar e ganho de peso.
Este modo de uso, porém, pode levar a uma pressao seletiva que propicia o aparecimento de
bactérias resistentes, o que, atualmente, € um problema de satide publica mundial, devido ao risco
de disseminacdo de patogenos e de genes de resisténcia transmissiveis, via cadeia alimentar, para
micro-organismos patogénicos ou comensais humanos, diminuindo as op¢des de tratamento nas
infec¢coes (MEDEIROS et al., 2011).

Segundo a Organizagdo Mundial de Satide, os antimicrobianos mais utilizados para
tratamento de salmonelose em adultos sdo as fluoroquinolonas. Cefalosporinas de terceira
geracdo sdo empregadas em criancas com infec¢do grave e, cloranfenicol, ampicilina,
amoxicilina e trimethoprim-sulfamethoxazole sdo drogas alternativas ao tratamento. As
fluoroquinolonas foram primeiramente licenciadas para terapia em seres humanos e, na época,
nao havia o risco de resisténcia em Salmonella. Entretanto, quando este tratamento foi aplicado
em animais de producdo, a taxa de resisténcia desses micro-organismos a esta droga, em animais
e alimentos e, subsequentemente, em infec¢des em seres humanos, aumentou rapidamente em

muitos paises. O aparecimento posterior, de linhagens de Salmonella multiresistentes, MDR
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(multidrug-resistant) agravou o problema pela limitagdo de tratamento efetivo de infeccdes
humanas (WHO, 2012).

A transmissdo de Salmonella spp. para o homem ocorre, geralmente, pelo consumo de
alimentos ou dgua contaminados, embora a transmissdo pessoa a pessoa possa ocorrer, ou, ainda,
pelo contato com animais infectados e ambientes contaminados com matéria fecal
(SHINOHARA et al., 2008; MASTROENI & GRANT, 2011). Apds sua ingestdo e passagem
pelo estdmago, a Salmonella coloniza o intestino, interagindo e translocando através do epitélio
intestinal, via trés rotas: (i) invasdo ativa dos enterdcitos, (ii) invasdo das células M e, (iii) pelas
células dendriticas, que intercalam as células epiteliais. As bactérias, aderidas a superficie das
células epiteliais, induzem degeneracdo nas microvilosidades do enterdcito. As linhagens
virulentas, preferencialmente, invadem as células M, via expressao do sistema de secrecao do
tipo III, TTSS (type three secretion system), codificado pela ilha de patogenicidade 1 da
Salmonella, SP1-1 (Salmonella pathogenicity island 1), que injeta fatores de viruléncia na célula
alvo. O mecanismo de entrada é caracterizado por um profundo rearranjo do citoesqueleto de
actina no local onde a bactéria entra em contato com a célula hospedeira (MARTINOLI et al.,
2007; GRASSL & FINLAY, 2008). Uma vez adquirida, pode causar de uma a quatro sindromes:
febre entérica (tiféide), enterocolites/diarréia, bacteremia e o hospedeiro se tornar portador
assintomatico cronico (COBURN et al., 2007).

Em camundongos, S. Typhimurium causa uma doenca sistémica similar a febre tiféide
causada pela S. Typhi em seres humanos, independente da via de infec¢do. Classicamente, a
cinética de infec¢do em camundongos se caracteriza por quatro fases. A primeira se traduz pela
rapida eliminacdo de bactérias séricas. Durante a semana seguinte a infeccdo, a Salmonella se
replica ativamente dentro de células fagocitarias. Essa fase precede uma fase de platd,
caracterizada pelo reconhecimento de certos patdgenos, por PAMPs, pelas células fagociticas.
Isso resulta na produgdo de vdrias citocinas (Tnfa, IL1, IL6, IL12, Ifng) bem como infiltracio
massiva de mondcitos e de neutréfilos nos locais de inflamag¢do. Na quarta fase de infeccdo se
instala a defesa inflamatéria adquirida, fazendo intervir as células B e T, assim como os fatores
humorais que dela decorrem (SALEZ & MALOQO, 2004; GRASSL & FINLAY, 2008).

A salmonelose experimental em camundongos, utilizando a S. Typhimurium constitui um
excelente modelo de estudo, sendo os resultados obtidos geralmente extrapolados para a

compreensao de vérios aspectos da infec¢do produzida por S. Typhi, cujo hospedeiro natural é o



22

homem. Em camundongos inoculados intragastricamente, observou-se que o sitio primdrio da
infec¢do por S. Typhimurium € o ileo terminal, onde a bactéria interage, preferencialmente, com
as células das placas de Peyer. A entrada bacteriana é seguida de morte das células M, a
salmonela move-se lateralmente ao longo da ldmina prépria ou invade os foliculos, onde se
multiplicam. Com o tempo, a infec¢do progride para os linfonodos mesentéricos, chegando ao
figado e baco, onde se multiplica nos macréfagos residentes nestes Orgdos. Essa fase €
caracterizada por uma rapida multiplicacdo bacteriana, o que resulta em hepato e esplenomegalia.
O crescimento bacteriano no figado e baco, leva a formacdo de abscessos contendo
predominantemente leucdcitos polimorfonucleares, lesdes estas que acabam por adquirir forma
de granulomas com drea central de necrose (HOHMANN et al., 1978; NAKONECZNA & HSU,
1980; NARDI et al., 1991; OCHOA & RODRIGUEZ, 2005).

1.3.1 Salmonella e probiéticos

Os agentes antimicrobianos sdo usados rotineiramente como terapéuticos e profilaticos em
salmoneloses humana e animal. Com o aumento da resisténcia a drogas, novas alternativas t€ém
sido pesquisadas contra esta doenca, tais como o uso de probidticos. O efeito de probidticos em
casos de salmoneloses ja vem sendo demonstrado ha alguns anos. Estudando o efeito protetor de
diversos micro-organismos em ensaios laboratoriais, relatou-se, utilizando modelo animal, que
probidticos como S. boulardii, S. cerevisiae, E. coli EMO, B. longum, B. lactis, B. bifidum, E.
faecium e L. bulgaricus conferem um efeito protetor aos camundongos desafiados com S.
Typhimurium (RODRIGUES et al., 1996; SILVA et al., 1999; FILHO-LIMA et al., 2000; MAIA
et al., 2001; SILVA et al., 2004; MARTINS et al., 2005; VIEIRA et al., 2008; MARTINS et al.,
2009; MARTINS et al., 2010; MARTINS et al., 2011).

ASAHARA e colaboradores (2001) observaram um aumento da resisténcia a infec¢do por
S. Typhimurium em camundongos pela administracdo simbidtica de bifidobactérias e prebidticos,
possivelmente, devido a producdo de &dcidos orginicos com consequente diminui¢do do pH
intestinal. Em um estudo de PERDIGON e colaboradores (1990), uma protegdo contra infec¢io
por S. Typhimurium foi conferida aos camundongos que receberam leite fermentado por L. casei
e L. acidophilus. O pré-tratamento com o leite fermentado contendo ambas as linhagens de

lactobacilos inibiu a colonizagdo pela salmonela no bago e figado, aumentou niveis de anticorpos
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no soro e resultou em uma taxa de 100% de sobrevivéncia dos animais. Em seguida, em 1995,
PAUBERT-BRAQUET e colaboradores, testaram o efeito protetor de leite fermentado com
diferentes linhagens de L. casei e iogurte adicionado de L. casei LAB-1, na infeccdo por S.
Typhimurim. Em todas as condi¢Oes avaliadas, a sobrevivéncia foi maior que no controle, sendo
este efeito mais pronunciado nos animais que receberam iorgute adicionado de L. casei LAB-1
(87,5%). Outro estudo mostrou um efeito benéfico de iogurte na infec¢do por este patégeno

(HITCHINS et al., 1985).

Um estudo também em modelo animal, utilizando ratos, mostrou que 76,7% do grupo que
recebeu diariamente a linhagem Bifidobacterium lactis HNO19, durante uma semana, e
subsequentemente foram infectados com S. Typhimurium continuaram vivos apds trés semanas
da intervencdo. Enquanto que no grupo controle, a mortalidade foi praticamente total, pois
somente 6,9% continuaram vivos ap0s infeccdo induzida. Além disso, o grupo experimental
apresentou menor perda de peso e melhor absor¢ao alimentar (SHU et al., 2000).

Os modelos animais de desafio com Salmonella sdo extremamente importantes para
compreensao dos mecanismos patogénicos envolvidos nas doengas causadas por esta bactéria.
Eles permitem avaliar possiveis formas de prevencdo e tratamento da salmonelose. Um grande
nimero de pesquisas nessa drea tem focado no uso do modelo murino desafiado com .

Typhimurium e varios resultados apontam efeito protetor de probidticos contra essa infecgao.
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2. JUSTIFICATIVA

Nas dltimas décadas, muita atencdo tem sido dada a modulagdo da microbiota intestinal
normal por probidticos, pelos efeitos benéficos sobre o hospedeiro, basicamente os mesmos
exercidos pela microbiota normal do corpo humano. Neste sentido, micro-organismos
constituintes normais da microbiota, como é o caso das bifidobactérias, com eficacia
comprovada, sdo amplamente utilizados como probidticos. Vérios estudos documentam os
beneficios destes probidticos, incluindo a prevengdo e o tratamento de infeccdes gastrintestinais.
Evidéncias cientificas comprovando o potencial dos probiéticos na melhora da qualidade de vida
de pessoas com distirbios gastrintestinais sustentam um tema promissor e de grande expectativa
cientifica.

A salmonelose ¢ um dos principais problemas de satde publica e representa um custo
significativo para a sociedade em muitos paises, em especial naqueles subdesenvolvidos e em
desenvolvimento. As linhagens de Salmonella resistentes a diversos antimicrobianos vém
aumentando e um dos grandes problemas atuais da medicina € a alta resisténcia bacteriana aos
antibidticos disponiveis no mercado. Um dos incentivos a pesquisa com probidticos € a
possibilidade de compensar esta falha no tratamento com antibidticos, ja que uma das grandes
vantagens de seu uso terapéutico € ndo selecionar bactérias resistentes.

As bifidobactérias t€m sido, cada vez mais, utilizadas em preparagdes de alimentos, e sao
particularmente atrativas como potenciais probidticos para seres humanos, por constituirem uma
populagdo predominante da microbiota indigena do cdlon e extremamente adaptada a esse
ecossistema. Embora alguns beneficios exercidos por essas bactérias sejam relatados em ensaios
clinicos, o seu modo de acdo e de interacdo com o hospedeiro ainda é pouco conhecido. Vérias
preparacdes probidticas sdo hoje comercializadas no Brasil, na forma, essencialmente, de
produtos ldcteos contendo bifidobactérias. As linhagens utilizadas sdo, geralmente, de origem
externa ao Brasil, havendo necessidade de se pagar o direito de comercializagdo as empresas
multinacionais, o que eleva os precos dos produtos. Considerando-se que os principais € a
maioria dos casos de diarréia ocorrem em pessoas de baixa renda, seria de grande interesse a
selecdo de uma bifidobactéria de origem nacional, a ser comercializada a custos mais acessiveis.
Pelo exposto, pretende-se neste estudo selecionar, para uso probidtico em alimentos, bactérias do

género Bifidobacterium isoladas de fezes de criangas sadias da cidade de Salvador, Bahia, Brasil.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Selecionar bifidobactérias da microbiota indigena de seres humanos brasileiros, para uso como

probidtico em alimento funcional.

3.2. Objetivos Especificos

A) Avaliar e comparar as propriedades tecnoldgicas das bifidobactérias selecionadas, usando
como critérios a velocidade de crescimento a 37°C e aerotolerancia.

B) Determinar e comparar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e perfil de
hidrofobicidade de bifidobactérias de origem humana e sua atividade antagonista in vitro contra
enteropatdgenos.

C) Avaliar a capacidade de colonizacdo do trato gastrintestinal de camundongos isentos de
germes NIH, pela B. longum 5.

D) Elaborar iogurtes adicionados de B. longum 5'%, avaliando sua producio pela influéncia do
tipo de cultura, pratica de inoculagdo e presenca de inulina 5%.

E) Avaliar os pardmetros fisico-quimicos e microbioldgicos, durante 28 dias de armazenamento
sob refrigeracdo, dos iogurtes elaborados.

F) Avaliar a funcionalidade dos iogurtes elaborados, pela determina¢do do nimero de células
produtoras de IgA+, no ileo e célon e, pelo nimero de células de Kiipffer no figado, em
camundongos BALB/c.

G) Avaliar a taxa de mortalidade em camundongos BALB/c tratados e ndo tratados com os
iogurtes contendo B. longum 5'* e desafiados com S. Typhimurium.

H) Avaliar a seguranca do tratamento com B. longum 5'*, em camundongos NIH, pela
determinacdo do indice hepatico e esplénico, ganho de peso e avaliacdo histoldgica do ileo e
célon.

I) Avaliar o perfil imunomodulador de B. longum 5% em camundongos NIH, pela determinacio
dos niveis de sIgA e IgM no contetido intestinal e soro, respectivamente e niveis de expressao

génica de citocinas inflamatdrias e regulatdrias em esplendcitos.
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J) Awvaliar a taxa de mortalidade e desenvolvimento ponderal em camundongos NIH, tratados e
ndo tratados com B. longum 5'* e desafiados com S. Typhimurium.

K) Avaliar o perfil imunomodulador de B. longum 5'*, frente uma cinética de infec¢do com S.
Typhimurium, em camundongos NIH, pela determinagdo: dos niveis de sIgA e IgM, no conteudo
intestinal e soro, respectivamente.

L) Determinar e comparar aspectos histologicos de por¢des intestinais e figado de camundongos

NIH, tratados e ndo tratados com B. longum 5' ¢ desafiados com S. Typhimurium.
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4. ANIMAIS, MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Micro-
organismos do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (LEFM, ICB, UFMG) e também no Instituto de
Lactologia Industrial da Universidad del Litoral em Santa Fé, Argentina (INLAIN, UNL-
CONICET).

4.1. Animais
4.1.1. Animais isentos de germes

Foram utilizados camundongos isentos de germes, de 21 a 23 dias de idade, de ambos o0s
sexos, da linhagem NIH (Taconic, Germantown, EUA). Os animais foram propagados no biotério
de Gnotobiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, sendo mantidos em isoladores
flexiveis do tipo Trexler (Standard Safety Equipment Company, McHenry, EUA) e manuseados
de acordo com as técnicas ja estabelecidas (PLEASANTS, 1974) e adaptadas as nossas condi¢des
(SILVA, 1986). Para os experimentos, os animais receberam ad [libitum uma ragdo soélida
(Nuvilab Nuvital, Curitiba, BR) e dgua, esterilizadas por calor imido. Durante os experimentos,
os animais foram mantidos em microisoladores (UNO Roestvaststaal B.V., Zevenaar, The
Netherlands) no biotério do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas

da UFMG. Um ciclo diurno/noturno de 12 horas foi mantido no biotério.

4.1.2. Animais convencionais

Para os ensaios in vivo da funcionalidade dos iogurtes adicionados de bifidobactérias,
foram utilizados camundongos BALB/c, machos, de cinco a seis semanas de idade, provenientes
do Centro de Experimentagdes Bioldgicas e Biotério da Faculdade de Ciéncias Veterindrias da
Universidade Nacional do Litoral (Esperanza, Santa Fé, Argentina). Um ciclo diurno/noturno de
12 horas e uma temperatura de 21+2°C com umidade de 55+2% foram mantidos no biotério do

Instituto de Lactologia Industrial. Os animais receberam ad libitum uma racgdo solida esterilizada
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comercial para roedores (Cooperacién, Buenos Aires, Argentina) e dgua. Para os ensaios in vivo
da funcionalidade de B. longum 5 A foram utilizados camundongos convencionais, de 21 a 23
dias de idade, de ambos os sexos, da linhagem NIH (Taconic), provenientes do biotério do
ICB/UFMG. Estes ultimos foram derivados de matrizes isentos de germes, os quais foram
convencionalizados a partir de diluicdes fecais de outros animais convencionais. Os animais
foram utilizados a partir da segunda geracdo, apds a convencionalizacdo. Os animais receberam
racdo solida (Nuvilab) e dgua, ad libitum e foram mantidos em gaiolas no biotério do
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. Um ciclo

diurno/noturno de 12 horas foi mantido no biotério.

4.1.3. Manejo dos animais e aspecto ético

A manutengdo, assim como o uso dos animais nos experimentos, foi conduzida
respeitando o “Guide for the care and use of experimental animal’ (1996). A realizacdo do
presente trabalho de pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais, sendo registrado sob o numero 109/2008. Os
experimentos realizados em Santa Fé foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio

Animal da Faculdade de Ciéncias Veterinarias da Universidade Nacional do Litoral.

4.2. Micro-organismos
4.2.1. Bifidobactérias

As espécies de bifidobactérias utilizadas neste estudo foram isoladas e caracterizadas no
Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Estes micro-organismos foram isolados de fezes de
criangas sadias de até cinco anos de idade, da cidade de Salvador (Bahia, BR), e identificados por
testes morfotintorias (Coloragdo de Gram), respiratorios e bioquimicos, seguido de PCR
Multiplex, de acordo com KWON e colaboradores (2005). No Centro Universitdrio de Belo
Horizonte (UNI-BH), foi testada, por turbidimetria, a velocidade de crescimento de 124 dessas
amostras, sendo aquelas com maior velocidade de crescimento submetidas ao teste de

aerotolerancia, para selecdo das melhores. Das amostras analisadas, foram selecionadas as quatro
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espécies que apresentaram os melhores resultados aos testes realizados: B. longum 5'*, B. breve
110", B. pseudolongum 119'* e B. bifidum 162**. As culturas foram mantidas a -80°C em caldo
De Man, Rogosa & Sharpe (MRS, Difco, Sparks, EUA), adicionado de 20% de glicerol
esterilizado. A ativacdo foi feita em caldo MRS, a 37°C, durante 48 horas, em camara anaerébica
(Forma Scientific, Marietta, EUA), contendo uma atmosfera de 85%N,, 10%H, e 5%CO,. Ap6s
ativacdo, as culturas foram cultivadas em caldo MRS, a 37°C, durante 24-48 horas, em condicdes

anaerdbicas.

4.2.2. Micro-organismos patogénicos

A linhagem de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar. Typhimurium, de origem
humana, utilizada nas infec¢des experimentais nos camundongos foi isolada na Fundagdo
Ezequiel Dias (FUNED, Belo Horizonte, MG, Brasil) e faz parte da colecdo de cultura do
Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos do Departamento de Microbiologia
(ICB/UEMGQG).

Para os experimentos de antagonismo in vitro, além da linhagem de S. Typhimurium de
origem humana foram utilizadas também como reveladoras linhagens dos patdgenos Shigella
flexneri e Vibrio cholerae, todas de origem humana e pertencentes a cole¢do de cultura do
Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos, e linhagens de referéncia de Bacillus
cereus ATCC 11778, Bacteroides vulgatus ATCC 8482, Bacteroides fragilis ATCC 25285,
Candida albicans ATCC 18804, Clostridium difficile ATCC 9689, Clostridium perfringens tipo
A ATCC 13124, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Enterococcus faecalis ATCC 19433,
Listeria monocytogenes ATCC 15313, Salmonella Typhi ATCC 19430, Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 e Shigella sonnei ATCC 11060, todas cedidas pelo Laboratorio de
Materiais de Referéncia, do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde da Fundagdo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ).

As linhagens patogénicas (com excecdo das linhagens de Bacteroides e Clostridium)
foram conservadas a -20°C, em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Difco), adicionado de 20% de
glicerol esterilizado. Para todos os experimentos, as bactérias foram ativadas em caldo BHI, a
37°C, durante 18 horas. As bactérias anaerdbicas C. difficile, C. perfringens, B. fragilis e B.

vulgatus foram conservadas a -80°C, em caldo BHI-s (BHI suplementado com 0,5% de extrato de
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levedura, 0,1% de hemina e 0,1% de menadiona) (HOLDMAN ef al., 1977), adicionado de 20%
de glicerol esterilizado. A ativacdo destas linhagens foi feita em caldo BHI-s, a 37°C, em

anaerobiose, durante 24-48 horas.

4.3. Determinacao da velocidade de crescimento das bifidobactérias

Com o intutito de avaliar o perfil do crescimento das bifidobactérias, foi feita uma curva, a
partir de um cultivo, em 50 mL de caldo MRS, de cada bifidobactéria. A partir deste, mediu-se a
densidade 6tica (DO) de cada suspensdo celular para iniciar a curva de crescimento. Calculou-se
o volume (mL) necessdrio de cada pré-indculo para se obter uma DOgyonm inicial proxima de 0,1
em 300 mL de caldo MRS. Uma aliquota de 4 mL foi retirada ap6s o indculo para a determinagao
do pH e absorbancia a 600 nm, ponto este considerado o tempo zero (Ty) do ensaio. O cultivo foi
mantido, a 37°C, sob anaerobiose e o crescimento celular monitorado em intervalos por até 72
horas. Aliquotas coletadas em cada ponto da curva foram utilizadas para medida de DO e pH. As
curvas de crescimento das bifidobactérias foram feitas em duplicata e em dois experimentos
independentes. A taxa de crescimento especifica (u) foi calculada segundo a equagdo: u= (In X»-
In X;)/(t,-1;), onde X> e X; sdo as densidades Oticas no tempo £, e ¢;, respectivamente. Média do

tempo de duplicacdo (7,) foi calculada: 7; = In 2/u (SHIN et al., 2000).

4.4. Determinacao da tolerancia ao oxigénio das bifidobactérias

O teste de tolerancia ao oxigénio foi feito segundo FARIAS e colaboradores (2001), com
modificagdes. A partir de um cultivo de 24-48 horas de cada amostra de bifidobactéria, foram
feitos spots de 3,0 uL em dgar MRS seguido de incubagdo, a 37°C, durante 48 horas, em camara
de anaerobiose. Simultaneamente, uma segunda placa inoculada com as mesmas linhagens foram
mantidas na camara anaerébica como controle. Apds crescimento, as placas experimentais foram
expostas ao oxigénio, mantendo-as sob refrigeracdo a 4°C. Em intervalos, por até 72 horas, foi
feita a coleta de cada spot, sendo repassados para tubos contendo caldo MRS. Apds 48 horas de
incubacdo, a 37°C, em camara de anaerobiose foi avaliada a turvacdo das culturas nos diferentes
tempos. A tolerdncia ao oxigénio foi determinada pela intensidade do crescimento, em
anaerobiose, apds exposicdo ao oxigénio em diferentes tempos (+: crescimento fraco; ++:

crescimento moderado; +++: crescimento maximo). A pureza das culturas foram checadas no
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final de cada ensaio pela coloragdo de Gram e examina¢do microscopica (100x). Os testes foram

realizados em duplicata, sendo feitas duas repeticdes.

4.5. Determinacao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das bifidobactérias

As bifidobactérias foram testadas quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos seguindo-
se 0 método de diluicdo em dgar (CLSI, 2012). Concentracdes crescentes dos antimicrobianos
foram adicionadas ao dgar Brucella (Difco), suplementado com hemina (Inlab, Diadema, Brasil)
e menadiona (Inlab), fundido. Os meios foram plaqueados em duplicata. Com o replicador de
Steers (STEERS et al., 1959), in6culos padronizados de, aproximadamente, 10° UFC/mL
(diluidos a 0,5 na escala de McFarland) foram adicionados as placas e incubados a 37°C, em
anaerobiose. Placas sem droga inoculadas foram usadas como controle no inicio e no final da
série. A leitura do experimento foi realizada apds 48 horas de incubacdo e a concentragdo
inibitéria minima (CIM) foi considerada como a menor concentracdo da droga capaz de inibir o
crescimento microbiano. Como controle para os testes, foi utilizado B. fragilis ATCC 25285.
Para a discriminac¢do entre resistente e sensivel, foram utilizados break-points, segundo o Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), para as drogas preconizadas para anaerdbios e
para as demais foram utilizados break-points sugeridos pelos autores Aimmo e colaboradores
(2007) e Ouoba e colaboradores (2008). Os antimicrobianos testados incluiram inibidores da
sintese de parede celular (cefoxitina, dicloxacilina, penicilina G, piperacilina e vancomicina), de
sintese proteica (cloranfenicol, doxiciclina, eritromicina, neomicina e tetraciclina) e de acidos
nucléicos (metronidazol). Todos os antimicrobianos foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemical
(St. Louis, EUA), exceto o metronidazol (All Chemistry, Sdo Paulo, Brasil) e penicilina G

(Fluka, St. Gallen, Suiga). Os testes foram realizados em duplicata, sendo feitas duas repeti¢des.

4.6. Determinacao do perfil de hidrofobicidade da parede celular das bifidobactérias

A habilidade das bifidobactérias de aderir a hidrocarbonos como medida de sua
hidrofobicidade foi determinada segundo VINDEROLA & REINHEIMER (2003), com
modificacdes. As linhagens de bifidobactérias foram cultivadas sob condi¢des anaerdbicas, a
37°C, por 24 horas, sendo, em seguida, centrifugadas a 1500 x g, por 10 minutos. As células

foram lavadas, duas vezes, em salina tampao fosfato esterilizada (phosphate buffered saline
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PBS), suspensas no mesmo tampdo, e a densidade Optica (DOA) ajustada para,
aproximadamente, 1,0 a 560 nm. Entdo, adicionou-se 0,6 mL de n-hexadecano (Sigma-Aldrich
Chemical) a 3,0 mL desta suspensdo e, apds homogeneizagdo, incubou-se a 37°C, por 1 hora,
para a separacdo das fases. A DOseonm (DOB) foi determinada na fase aquosa e os resultados
foram expressos como porcentagem da adesdo bacteriana ao solvente, obtida segundo a férmula:
H% = [(DOA - DOB)/ DOA] x 100. Os testes foram realizados em triplicata, sendo feitas trés

repetigoes.

4.7. Atividade antagonista in vitro das bifidobactérias contra patégenos

O teste in vitro para verificar a produgdo de substancias inibitérias difusiveis foi realizado
pelo método de difusdo em camada dupla (NARDI ef al., 1999). Uma micro-gota de 5,0uL da
cultura de cada bifidobactéria crescida em caldo MRS por 24 horas, a 37°C, em anaerobiose, foi
colocada no centro da placa contendo dgar MRS. Apés incubagdo a 37°C, por 48 horas, em
anaerobiose, as placas foram colocadas em posi¢do invertida e, em cada tampa, colocado 1,0 mL
de cloroférmio. Apdés 30 minutos, as placas foram abertas para evaporacdo do cloroférmio
residual e uma sobrecamada de 3,5 mL de dgar BHI (para reveladores anaerdbios facultativos) ou
BHI-s (para reveladores anaerdbicos obrigatérios) semi-sélido, inoculado com 10" UFC da
linhagem reveladora foi colocada sobre o dgar. Apds incubagdo a 37°C, por 24-48 horas, foi
efetuada a leitura dos testes, avaliando-se a presenca ou auséncia de halos de inibi¢do ao redor do
spot, independentemente do seu tamanho. Os experimentos foram realizados em duplicata sendo
feitas duas repeticdes e o didmetro dos halos foi medido com paquimetro digital (Digimatic

Calipar, Mitutoyo, Suzano, Brasil).

4.8. Determinacao da capacidade de colonizaciao do trato gastrintestinal de animais isentos

de germes por B. longum 5'*

O experimento foi conduzido utilizando-se um grupo de trés camundongos isentos de
germes, sendo realizadas duas repeticoes. Os animais receberam um indculo tnico de 0,1 mL de
B. longum 5'* contendo 10° UFC/mL. Apés a monoassociacdo, o nivel populacional de
bifidobactérias foi determinado nas fezes dos camundongos. Em dias pré-determinados, durante

dez dias, as fezes foram colhidas sob estimulagcdo anal, sendo, entdo, pesadas e submetidas a
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diluicdes decimais em salina tampao fosfato esterilizada. Aliquotas de 0,1 mL das dilui¢des
adequadas foram plaqueadas em dgar MRS para enumerag¢do bacteriana. A incubacdo foi feita em
camara de anaerobiose, a 37°C, por 48 horas. Os resultados foram expressos como média do log

do numero de UFC por grama de fezes de seis animais (MARTINS ez al., 2009).

4.9. Elaboraciio dos iogurtes adicionados de B. longum 5'*

Para elaboracdo dos iogurtes, foi utilizado o cultivo lacteo comercial DVS (direct vat
system) YF-L702 (Christian Hansen Lab., Horsholm, Dinamarca), adquirido na forma congelada,
contendo as bactérias S. thermophilus e L. delbrueckii spp. bulgaricus na propor¢io 10:1 (10'/g).
Com o intuito de avaliar a influéncia do tipo de cultivo de B. longum 5'*, prética de inoculacio e
presenca do prebidtico inulina 5% (Orafti®, Bélgica) foram elaborados sete diferentes tipos de
iogurtes (Quadro 1). Bifidobacterium longum 5'* foi usada nas formas de cultivo fresco e
congelado. Dois tipos de inocula¢do foram avaliados: inoculag@o direta (no mesmo momento da
adicdo das culturas iniciadoras) e inoculacdo indireta (apds fermentag@o das culturas iniciadoras).

Para o preparo do cultivo fresco, B. longum 5'* foi repassada trés vezes em caldo MRS
(Biokar, Beauvais, Franga), adicionado de 0,1% (p/v) de L-cisteina hidroclorito (Biopack,
Buenos Aires, Argentina) e incubado por 18 horas, sob condi¢des anaerdbicas (GasPak System-
Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido), a 37°C. Para o preparo do cultivo congelado,
uma cultura overnight de B. longum 5'* foi centrifugada (6000 x g/15 minutos/5°C), lavada duas
vezes em PBS (pH 7,4) e suspensa em leite em p6 desnatado, reconstituido a 20% (p/v) (San
Regim, Buenos Aires, Argentina). A suspensdo celular foi aliquotada e mantida a -70°C até o
uso. A viabilidade foi verificada em MRS (Biokar) adicionado de L-cisteina hidroclorito.

Independentemente da metodologia, adicionou-se uma concentracdo de bifidobactéria
para obtengdo de 10* UFC/mL. A fermentagdo foi feita adicionando-se o cultivo lacteo em leite
em po desnatado, reconstituido a 10% (San Regim), a 43°C, até atingir um pH préximo a 4,6. A
adicdo do cultivo fresco ou congelado foi feita antes ou apds a fermentagdo. Para alguns iogurtes,
5% de inulina foi adicionada antes da autoclavacao do leite (110°C por 30 minutos). O produto
fermentado foi refrigerado em banho de gelo, antes da adicdo da bifidobactéria. Os 1ogurtes

foram mantidos a 5°C, por 4 semanas.
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Quadro 1 - Cédigos dos iogurtes elaborados, em leite em p6 desnatado, reconstituido a 10%,

utilizando o cultivo lacteo comercial YF-L702

Cédigos Tipos de iogurtes

Togurte 1 Tradicional (sem adi¢ao de bifidobactérias)
Togurte 2 Adicdo de CF/AF (ID)

Togurte 3 Adicao de CF/DF (II)

Togurte 4 Adicao de CC/AF (ID)

Togurte 5 Adicdo de CC/DF (II)

Togurte 6 Adicdo de CF/DF + 5% Inulina
Togurte 7 Adicao de CC/DF + 5% Inulina

Fonte: Dados da pesquisa, 2010
Legenda: CF: Cultivo fresco da bifidobactéria; CC: Cultivo congelado da bifidobactéria; AF: Adic¢do do cultivo antes
da fermentacdo; DF: Adicdo do cultivo depois da fermentagdo; ID: Inoculacdo direta; II: Inoculagdo indireta

4.9.1. Analises fisico-quimicas e microbioldgicas

Parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos foram monitorados, logo apds a produgio
dos iogurtes e apds 14 e 28 dias de armazenamento a 5°C. Foram retiradas amostras para anélises
de pH e resisténcia ao fluido géstrico (andlise in vitro), conforme metodologia proposta por
VINDEROLA e colaboradores (2011b). Uma aliquota de cada iogurte foi homogeneizada com o
mesmo volume de solucdo “‘saliva-gdstrica simulada” contendo CaCl, (0,22 g/L), NaCl (16,2
g/L), KCI (2,2 g/L), NaHCO; (1,2 g/L)) e 0,3% (p/v) de pepsina suina (Merck, Darmstadt,
Alemanha), e ajustada para pH 3,00. Um mililitro foi coletado (antes do ajuste do pH) e apds 90
minutos de incubacdo a 37°C, em banho-maria, para enumeracio da bifidobactéria em LP-MRS.
Os resultados foram expressos como diferenga na contagem celular (log UFC/mL) entre o tempo
0 e apds 90 minutos de incubagdo. Para verificar a viabilidade da bifidobactéria no iogurte, foi
feita a contagem seletiva em dgar LP-MRS, adicionado de L-cisteina. Dilui¢cdes adequadas do
iogurte foram feitas em dgua peptonada esterilizada (0,1%) e plaqueadas. As placas foram

incubadas anaerobicamente a 37°C, por 48 horas (VINDEROLA & REINHEIMER, 1999). A
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viabilidade da cultura iniciadora foi feita em 4gar padrdo para contagem (PCA, Britania,
Argentina), adicionado de leite em p6 desnatado, reconstituido a 10%. A incubagdo foi feita a

43°C, por 48 horas.

4.10. Efeito de diferentes iogurtes adicionados de B. longum 5" na imunomodulaciao em

camundongos BALB/c

Camundongos BALB/c, divididos em cinco grupos (quatro animais/grupo), receberam por

dez dias consecutivos, via intra-géstrica, 0,2 mL dos seguintes produtos, conforme Quadro 1:

(a) grupo 1- Controle: recebeu leite em pé desnatado, reconstituido a 10%;
(b) grupo 2- Recebeu o iogurte 1;
(¢) grupo 3- Recebeu o iogurte 3;
(d) grupo 4- Recebeu o iogurte 5;

(e) grupo 5- Recebeu o iogurte 6.

Ap6s dez dias de administragdo, os animais foram sacrificados, por deslocamento cervical,
apOs anestesia intraperitoneal (9 partes de cetamina, 100 mg/mL; 9 partes de xilazina, 20 mg/mL;

3 partes de acepromazina 10 mg/mL e 79 partes de solucdo salina esterilizada).

4.10.1. Determinacdo do nimero de células IgA+ na lamina proépria intestinal em

camundongos BALB/c

A enumeracao de células IgA+ foi determinada em cortes histologicos do ileo e c6lon, por
imunofluorescéncia, empregando-se um anticorpo monoespecifico anti-IgA de camundongo
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich Chemical). As laminas
foram analisadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon eclipse com lampada de Hg) e o
numero de células fluorescentes contado, sendo o resultado expresso como nimero de células
IgA+/10 campos observados. Células positivas (fluorescentes) foram contadas em um aumento

de 400x (contagem duplo-mascarado) (ZACARIAS et al., 2011).
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4.10.2. Determinacao do nimero de células de Kiipffer em camundongos BALB/c

Ap6s o sacrificio dos animais, os figados foram retirados, fixados em formaldeido a 4% e
processados para inclusdo e microtomia em parafina. Foram executados cortes de trés a cinco
micrOmetros de espessura, posteriormente corados pela Hematoxilina-Eosina (HE). Para o exame
morfométrico, foram obtidas imagens utilizando-se uma microcamera JVC TK-1270/RGB e o
programa analisador de imagens KS 300 Software da Kontron Elektronick/Carl Zeiss image
analyzer (Oberkohen, Alemanha). Cinco imagens por ldmina, em um aumento de 20x, foram
capturadas aleatoriamente do parénquima hepdtico, evitando-se as dreas de veia central e de
espago porta. As imagens capturadas foram examinadas pela patologista (Prof*. Dr.* Rosa Maria
Esteves Arantes, Departamento de Patologia Geral/ICB/UFMG), que ndo tinha conhecimento das
amostras. Foram contados todos os hepatdcitos e todas as células de Kiipffer presentes em cada
campo. Trabalhou-se com a média das cinco imagens e dos quatro animais/grupo. Os resultados

foram indicados em ndmero de células de Kiipffer por 100 hepatécitos (MARTINS et al., 2007).

4.11. Efeito de diferentes iogurtes adicionados de B. longum 5" na mortalidade em

decorréncia da infeccao experimental por S. Typhimurium em camundongos BALB/c

Para avaliar a capacidade protetora dos iogurtes adicionados de B. longum 5'* frente a
uma infec¢do por S. Typhimurium, camundongos BALB/c foram aleatoriamente divididos em
cinco grupos (dez animais/grupo), e tratados conforme item 4.10. Apos dez dias de tratamento, 0s
animais receberam uma dose de 10’ UFC/mL de S. Typhimurium, por via intra-gistrica. A
sobrevivéncia foi monitorada durante vinte dias pos infeccdo. Neste periodo, os camundongos
voltaram a receber os tratamentos. Os resultados foram expressos como porcentagem de animais

que sobreviveram a infecg¢ao.

4.12. Avaliaciio da seguranca e do perfil imunomodulador do tratamento de B. longum 5",

em camundongos NIH convencionais

Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos (controle e experimental),
contendo sete animais por grupo. Os camundongos do grupo experimental receberam um inéculo

diario de 0,1 mL da bifidobactéria contendo 10° UFC/mL, suspensas em salina 0,9% esterilizada
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e os animais do grupo controle receberam 0,1 mL de salina 0,9% esterilizada, durante dez dias
consecutivos, por via intra-gdstrica. Apos dez dias de administracdo, os animais foram
anestesiados intraperitonealmente (cetamina 100mg/Kg de peso e xilasina 20 mg/kg de peso) e
sacrificados, por deslocamento cervical. Os resultados foram obtidos de dois experimentos
independentes, exceto os ensaios de expressdo génica e andlise histoldgica, os quais foram feitos

somente em uma repeticao.

4.12.1. Determinacao do ganho de peso, indice hepatico e esplénico

Os camundongos foram pesados no inicio do experimento e no dia do sacrificio para
avaliacdo do ganho de peso. Ap6s o sacrificio, figado e baco foram retirados e pesados para
determinacdo do indice hepdtico e esplénico, respectivamente. Os resultados foram expressos

como peso do 6rgao (mg) por peso corporal (g) (ZHOU et al., 2000).

4.12.2. Exame histolégico do ileo e célon

Amostras do ileo e c6lon dos camundongos do grupo controle e experimental foram
submetidas a um exame histologico. Um fragmento de aproximadamente 5 cm dos intestinos foi
coletado e aberto longitudinalmente e esticado sobre papel filtro. Esse material foi pré-fixado em
solucdo de Bouin, e enrolado em espiral, com a mucosa voltada para dentro, de modo a formar
um Swiss roll (ARANTES & NOGUEIRA, 1997). Foram executados cortes de trés a cinco um de
espessura € os fragmentos assim obtidos foram corados pela Hematoxilina & Eosina (HE). Os
fragmentos das amostras codificadas foram observados sequencialmente por uma mesma
patologista (Prof®. Dr." Rosa Maria Esteves Arantes), que ndo teve acesso ao significado dos
codigos. As amostras foram decodificadas somente apds o laudo ter sido emitido pela patologista

(MARTINS et al., 2009).

4.12.3. Determinacao dos niveis de imunoglobulinas secretadas do tipo A (sIgA) totais no

conteudo intestinal

A determinacdo do nivel de sIgA foi feita pelo método de ELISA de captura
(RODRIGUES et al., 2000). O intestino delgado foi removido pelo corte nas juncdes
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gastroduodenal e ileocecal, o contetido retirado, pesado e lavado com salina tampao fosfato pH
7,2, na propor¢ao de 500 mg do conteudo/2,0 mL de PBS. Ao PBS, foi adicionado 1% (v/v) de
inibidor de protease (P-8340, Sigma-Aldrich Chemical). Depois de centrifugado a 2000 x g, por
30 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20°C. As sIgA totais foram
determinadas utilizando-se anticorpos anti-IgA de camundongo (M-8769, Sigma-Aldrich
Chemical) desenvolvidos em cabra, para revestimento das placas, e anticorpos anti-IgA de
camundongo, conjugados com peroxidase (A-4789, Sigma-Aldrich Chemical), desenvolvidos em
cabra, para detec¢do. A concentracdo de sIgA total foi determinada utilizando-se um padrdo de
IgA purificado (0106-01, Southern Biotechnology Associates, Birmingham, EUA). A leitura a
492 nm foi feita em um leitor de placas de Elisa (Thermo Scientific Multiskan Spectrum,
Wilmington, EUA). Os resultados foram expressos como pg de sIgA/g de conteudo intestinal

calculadas a partir da curva padrao+desvio-padrao.

4.12.4. Determinacao dos niveis de imunoglobulinas totais do tipo IgM no soro

Os niveis da imunoglobulina do tipo IgM no soro obtido a partir do plexo axilar dos
camundongos do grupo controle e experimental foram determinados pelo método de ELISA de
captura, de acordo com SILVA et al. (2004). O soro obtido foi armazenado a -20°C. até as
andlises. A dosagem foi feita utilizando-se anticorpos anti-IgM (M-8644, Sigma-Aldrich
Chemical) de camundongo, desenvolvidos em cabra, para revestimento. Para detec¢do, foram
utilizados anticorpos conjugados com peroxidase, anti-IgM (A-8786, Sigma-Aldrich Chemical)
de camundongo, desenvolvidos em cabra. A concentragdao de IgM foi determinada utilizando-se
um padrdo de IgM purificado (0101-01, Southern Biotechnology Associates). A leitura a 492 nm
foi feita em um leitor de placas de Elisa (Thermo Scientific). Os resultados foram expressos

como ug de [gM/mL de soro calculadas a partir da curva padraotdesvio-padrao.

4.12.5. Determinaciio do efeito de B. longum 5'* na expresséo génica de citocinas em cultivo

celular de esplenocitos por PCR em Tempo Real

Ap6s o sacrificio dos animais, o baco foi coletado sob condigdes assépticas, em meio

RPMI 1640 (Gibco™ Invitrogen Corporation) e macerados. Em seguida, as células foram
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centrifugadas a 200 x g, por 10 minutos, a 4°C. As hemadcias foram, entdo, rompidas (solucdo lise
- 17mM tris-HCL e 144 mM de cloreto de amonia) e as células lavadas e centrifugadas por mais
duas vezes. Apds o descarte do sobrenadante, as células do baco foram suspendidas em meio
RPMI 1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco), inativado previamente, e 0,1%
de solugdo de estreptomicina e penicilina (P-0781, Sigma-Aldrich Chemical). As células foram
contadas em camara de Newbauer e a concentragdo final da suspensdo de células foi ajustada
para 5,0 x 10° células/mL. A suspensao celular foi distribuida em placas de 24 pocos estéreis (1,0
mlL/poco) e incubadas a 37°C, em estufa contendo 5% de CO,, por 48 horas (SILVA et al,
2004). Apés incubagdo, o sobrenadante foi coletado, e as células preservadas em Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) a -20°C, até o momento da extracdo do RNA.

O RNA das células do bago foi extraido segundo metodologia descrita por HENRIQUES
e colaboradores (2011). Ap6s quantificagdo, utilizando-se o espectrofotometro NanoDrop-1000
(Thermo Scientific), foram selecionadas as amostras que apresentaram uma concentra¢ao
superior a 70ng/ul e relacao 4cido nucléico/proteina (DO260/D0O280) com valores entre 1,68 e
1,96.

A sintese de cDNA foi realizada a partir do RNA extraido e tratado com DNAse I,
conforme recomendagio do fabricante (#ENOS521, Fermentas). A reacdo foi feita utilizando-se o
kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription da Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA),
com um volume final de reagdo de 20uL, contendo 0,7ug de RNA. A reacdo foi levada ao
termociclador (Applied Biosystems Veriti 96 Wells), onde as amostras foram incubadas por 10
minutos, a 25°C, 120 minutos, a 37°C, 5 segundos, a 85°C e, finalmente, a 4°C, até as amostras
serem recolhidas. O cDNA, produto da reagdo, foi armazenado a -20°C, até sua amplificacdo.

A amplificacdo da expressdo de mRNA especifica foi realizada através de PCR em tempo
real, usando-se iniciadores com sequéncias especificas para Tgfbl, Tnfa, Ifng, IL4, ILS, IL6,
IL10, IL12b e IL17a (GIULIETTI et al., 2001). As reacdes foram desenvolvidas sob um sistema
de deteccdo de sequéncia ABI PRISM®7900HT (Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time
PCR System 96-well), usando-se 5% da reacao de cDNA em volume total de 20 pL. de mistura de
PCR. As reagdes foram desenvolvidas usando-se Power SYBR® Green PCR Master Mix (2X)
(Applied Biosystems), de acordo com as especificacdes do fabricante. As condi¢des para a reagdo
de PCR foram de: pré-aquecimento a 50°C, por 2 minutos; desnaturacio a 95°C, por 10 minutos

e 40 ciclos de amplificagdo e quantificacdo (15 segundos a 95°C e 60 segundos a 60°C), seguidos
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de etapas de aquecimento, resfriamento e aquecimento sucessivas (15 segundos, a 95°C, 15
segundos, a 60°C e, finalmente, 15 segundos, a 95°C). Foram utilizadas nas reacOes placas
MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate fechadas com selante MicroAmp™ Optical
Adhesive Film (Applied Biosystems). As condi¢des de padronizacdo e sequéncias de cada par de
primers, bem como as eficiéncias das reacOes, temperatura de anelamento e tamanho do amplicon
produzidos na amplificacdo de cada gene padronizado estdo resumidos no Quadro 2. Para a
padronizacdo das reacdes foram feitas curvas de diluicdo seriada de cDNA para cada um dos
genes. Os padrdes para avaliagdo da qualidade das reacdes foram a eficiéncia de amplificagdo e o
perfil da curva de dissociacdo.

A quantificagdo relativa do produto foi determinada pelo método de limiar de ciclos para
determinar o incremento em vezes do produto. Para normalizagdo dos dados de expressdo, foram
usados os resultados das amplificagcdes do cDNA codificado pelos genes Gapdh (Glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase) e Actb (Beta-actina), que foram os genes de referéncia usados neste
trabalho. A mudanca na expressdo foi representada como relativa aos animais tratados com

salina.

4.13. Tratamento e desafio dos camundongos NIH com S. Typhimurium

Os animais do grupo experimental receberam um iné6culo didrio de 0,1 mL da cultura de
bifidobactéria contendo 10° UFC/mL e os animais do grupo controle receberam 0,1 mL de salina,
por via intra-géstrica, dez dias antes do desafio com a bactéria patogénica, até o final do periodo
experimental. Para o preparo do indculo da S. Typhimurium, uma cultura crescida por 18 horas, a
37°C, foi submetida a diluigdes sucessivas em salina tamponada esterilizada, para obtencdo de
10° UEC/mL. Os animais dos grupos controle e experimental receberam no dia do desafio (11°
dia) um inéculo de 0,1 mL, contendo 10* UFC da bactéria patogénica, por via intra-géstrica. A
confirmacdo da viabilidade do in6culo e as contagens bacterianas foram feitas em d4gar

MacConkey, ap6s 24 horas de incubagao, a 37°C.

4.13.1. Determinaciio do efeito de B. longum 5" na mortalidade em decorréncia da infeccéio
experimental por S. Typhimurium em camundongos NIH e acompanhamento do

desenvolvimento ponderal
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Quadro 2 - Condi¢des padronizadas de RT- qPCR para quantificagdo relativa da expressao

génica das citocinas em amostras obtidas de cultura de esplendcitos de camundongos NIH

Gene Sequéncia dos primers [primer] | Eficiéncia T° de Tamanho do
(uM) (%) anelamento amplicon
Gapdh F TCACCACCATGGAGAAGGC 0,3 94,48 60° C 168 bp
R GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA
Actb F AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 0,3 92,51 60° C 138 bp
R CAATAGTGATGACCTGGCCGT
L4 F ACAGGAGAAGGGACGCCAT 0,75 103,7 60° C 95 bp
R GAAGCCCTACAGACGAGCTCA
ILS F AGCACAGTGGTGAAAGAGACCTT 0,5 100,3 60° C 117 bp
R TCCAATGCATAGCTGGTGATTT
IL6 F GAGGATACCACTCCCAACAGACC 0,75 91,2 60° C 141 bp
R AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
IL10 F GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 0,3 105,04 60° C 191 bp
R ACCTGCTCCACTGCCTTGCT
IL12b F GGAAGCACGGCAGCAGAATA 1,0 95,52 60° C 180 bp
R AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG
IL17a F GCTCCAGAAGGCCCTCAGA 1,25 105,22 60° C 142 bp
R AGCTTTCCCTCCGCATTGA
Infg F TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 0,5 93,92 60° C 92 bp
R TGGCTCTGCAGGATTTTCATG
Tgfbl F TGACGTCACTGGAGTTGTACGG 0,75 105,06 60°C 170 bp
R GGTTCATGTCATGGATGGTGC
Tnfa F CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 0,75 94,96 60° C 175 bp

R TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

Fonte: Giulietti et al., 2001 e dados da pesquisa, 2011
Legenda: bp- base pair. F- primer foward. R- primer reverse

A bifidobactéria foi testada quanto a sua capacidade de proteger camundongos contra o
desafio experimental por S. Typhimurium. Os animais foram aleatoriamente divididos em dois
grupos (dez animais/grupo), e tratados conforme item 4.13. A mortalidade por indculo intra-
géstrico de S. Typhimurium foi determinada em animais, tratados ou ndo com B. longum 5'* e
desafiados no 11° dia, além do desenvolvimento ponderal no decorrer de 32 dias (SILVA et al.,

2004).
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4.13.2. Determinaciio do efeito de B. longum 5'* nos niveis de imunoglobulinas secretadas
do tipo A (sIgA) totais no contetido intestinal e do tipo M (IgM) no soro, de camundongos

NIH

Para avaliar o perfil de imunoglobulinas no conteudo intestinal (sIgA) e no soro (IgM) no
curso da infec¢do por S. Typhimurium, os animais foram aleatoriamente divididos em dois
grupos (20 animais/grupo), e tratados conforme item 4.13. Os animais do grupo controle e
experimental foram sacrificados apds 1, 3, 6 e 9 dias de infecc@o. A determinacdo dos niveis de

sIgA e IgM totais foi realizada conforme descrito nos itens 4.12.3 e 4.12.4.

4.13.3. Exame histopatolégico de orgaos de camundongos NIH desafiados com S.

Typhimurium

Ap6s nove dias de infec¢do, amostras do 16bulo maior do figado e de por¢des do trato
digestivo (ileo e c6lon) dos camundongos dos grupos controle e experimental, foram submetidas

a um exame histopatolégico, conforme descrito no item 4.12.2. (MARTINS et al., 2009).

4.14. Analises estatisticas

Os testes foram feitos utilizando-se o programa Sigma Stat 3.1. (Systat Software, Inc.,
2004) e SPSS software (SPSS Inc.), e considerando 0,05 como limiar de confianga. Antes do
tratamento estatistico, foi feito o Teste de Normalidade (Kolmogorov-Smirnof). Os testes
aplicados foram:
Anova: para andlises dos resultados de hidrofobicidade (pds teste Tukey), contagem de células de
Kiipffer, viabilidade da bifidobactéria nos iogurtes e pH (pds teste Duncan’s), imunoglobulinas
no ensaio de cinética (pos teste Tukey) e indices hepdtico e esplénico no ensaio de cinética (pds
teste Tukey)
Teste exato de Fisher e Log Rank Survival: para as andlises de mortalidade
Teste Q de Cochran: para anélises do antagonismo in vitro
Teste t: Para as andlises de imunoglobulinas e citocinas, indices hepdtico e esplénico e ganho de

peso.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Velocidade de crescimento das bifidobactérias

Uma importante caracteristica para um micro-organismo ser usado como probidtico € ter
boas propriedades tecnoldgicas, sendo uma delas, apresentar bom crescimento in vitro. Micro-
organismos anaerdobios obrigatdrios, em geral, apresentam uma velocidade de crescimento menor
que os anaerobios facultativos, necessitando, na maioria das vezes, de um periodo de incubagio
igual ou superior a 48 horas. Devido a natureza fastidiosa destes micro-organismos, o cultivo em
laboratério é dificultado (OUWEHAND et al., 2002; VASILIEVIC & SHAH, 2008). Por isso, é
interessante avaliar e comparar este perfil entre as bifidobactérias.

O Gréfico 1 representa a curva de crescimento das quatros amostras, sob condi¢des de
anaerobiose e a Tabela 1 a medida de pH em cada tempo. O pH do meio, que no inicio foi de
aproximadamente 6,21+0,05, teve uma diminui¢cdo ao longo da curva, atingindo um pH final
variando de 4,09+0,06 a 4,5+0,13. Nota-se que uma diminuicdo do pH acompanhou o
crescimento, sendo que B. longum 5 acidificou o meio mais rapidamente que as demais
bifidobactérias. A diminui¢do do pH € resultante do metabolismo fermentativo, promovendo
liberacdo de acidos acético e latico em uma propor¢do tedrica de 3:2. Em relacdo a velocidade de
crescimento, B. longum 5'* apresentou crescimento mais acentuado (Média do tempo de
duplicagdo: 2,2+0,2 h'l) em relacdo as demais (B. breve 110": 6,8+1,5 h'l; B. pseudolongum
119" 4,740,6 h''; B. bifidum 162**: 7,2+1,6 h™"). Apé6s 24 horas, B. longum 5'* atingiu seu
maximo de crescimento, conforme consta na Figura 1 e durante o intervalo de 12-24 horas
acidificou bruscamente o pH, o que ndo foi observado para as demais bifidobactérias. Sendo
assim, neste trabalho, B. longum 5'* apresentou um crescimento satisfatério para seu emprego

em escala industrial.

5.2. Tolerancia ao oxigénio

Em adi¢do a velocidade de crescimento, outra caracteristica tecnoldgica satisfatéria para

um probidtico anaerdbio € ser tolerante ao oxigénio.
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Grafico 1 - Cinética de crescimento de B. longum 5'% (e), B. breve 110'* (m), B.

pseudolongum119'* (A) and B. bifidum 162** (¥) em caldo MRS, a 37°C, em condi¢es de

anaerobiose, realizada com base na DOgoonm. Os resultados sdo a média de duplicata de dois

experimentos independentes.

Tabela 1 - Valores de pH obtidos a partir de aliquotas, em diferentes tempos, das curvas de

crescimento de Bifidobacterium spp.

Tempo (h) Amostras de bifidobactérias
B. longum B. breve B. pseudolongum B. bifidum
54 110 119'* 162°*
6,22+0,07 6,18+0,09 6,17+0,13 6,28+0,0
6,03+0,11 6,10+0,08 6,06+0,1 6,05+0,09
5,71£0,02 6,00+0,1 5,86+0,01 5,83+0,04
12 5,09+0,04 5,87+0,04 5,46+0,25 5,5140,11
24 4,25+0,09 5,3440,16 4,86+0,02 4,97+0,01
48 4,16+0,13 4,7540,0 4,5340,03 4,67+0,02
72 4,09+0,06 4,38+0,03 4,36+0,02 4,50+0,13

Fonte: Dados da pesquisa, 2009

Legenda: h: horas
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Uma vez que as bifidobactérias sdo anaerdbias obrigatdrias, tem-se uma preocupagao em
prevenir os efeitos toxicos do oxigénio quando sdo cultivadas para aplicacdes industriais. Nestes
micro-organismos estdo ausentes mecanismos celulares eficientes na remocdo do oxigénio,
portanto, uma exposi¢do a esta substincia, causa acimulo de metabdlitos toxicos, levando a
morte celular por dano oxidativo. Este efeito letal do oxigénio é chamado toxicidade do oxigé€nio
e a prevencao desta toxicidade € crucial durante o processamento da biomassa celular e, também,
durante estocagem de produtos contendo bifidobactérias (SHIMAMURA et al., 1992; FARIAS et
al., 2001; TALWALKAR & KAILASAPATHY, 2004). Diante disso, avaliou-se,
qualitativamente, a capacidade das amostras de bifidobactérias de tolerar a exposi¢cdo ao oxigénio
por até 72 horas.

Pela andlise da Tabela 2, observa-se que as quatro bifidobactérias comportaram-se de
maneira similar, independentemente do tempo de exposicao ao oxigénio, por até 72 horas. Estes
resultados mostram que, em relacdo a este parametro, todas estdo aptas a producdo industrial.
Alguns autores observaram uma diversidade de comportamento quanto a esta caracteristica, entre
diferentes espécies e mesmo entre diferentes linhagens de uma mesma espécie, indicando que
tolerancia ao oxigénio é espécie/linhagem especifica (SHIMAMURA et al., 1992; MATTO et al.,
2004; TALWALKAR & KAILASAPATHY, 2004; SIMPSON et al., 2005). SHIMAMURA e
colaboradores (1992), por exemplo, ao avaliar o nivel de tolerdncia ao oxigénio de quatro
espécies de bifidobactérias (B. infantis, B. breve, B. longum e B. adolescentis) observaram uma
variacdo na sensibilidade ao oxigénio. Bifidobacterium adolescentis teve seu crescimento
suprimido por baixas concentracdes de oxigénio, enquanto que as demais espécies tiveram bom
crescimento sob condigdes parciais de aeragdo. Neste mesmo trabalho, demonstrou-se que
bifidobactérias expressam atividade reduzida de NAD-oxidase e NAD-peroxidase, enzimas estas
que reduzem o oxigénio molecular, produzindo peréxido de hidrogénio (NAD-oxidase) e dgua
(NAD-peroxidase). A atividade de ambas as enzimas foi inversamente proporcional a
sensibilidade ao oxigénio. Estes autores sugerem que atividade reduzida de NAD-oxidase e
NAD-peroxidase em espécies de bifidobactérias, exercem um importante papel na prevengao da
toxicidade ao oxigénio, enquanto que a atividade de superéxido dismutase (SOD), também
detectada, ndo tem influéncia na sensibilidade ao oxigénio. TALWALKAR & KAILASAPATHY
(2004) também atribuem uma participagdo essencial das enzimas NAD-oxidase e NAD-

peroxidase.
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Tabela 2 - Tolerancia de Bifidobacterium spp. em diferentes tempos (TO, T1, T2, T3 e T4) de

exposi¢ao ao oxigénio

Amostras TO T1 T2 T3 T4
(8 horas) (24 horas) (48 horas) (72 horas)
B. longum 5™ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
B. breve 110" +++ F++ F++ F++ F++
B. pseudolongum 119'* 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
B. bifidum 162** +++ +++ +++ +++ +++

Fonte: Dados da pesquisa, 2010
Legenda: +: Crescimento fraco; ++: Crescimento moderado; +++: Crescimento maximo

Portanto, presume-se que a tolerancia observada neste ensaio envolve a participagdo de
enzimas de detoxificacdo ao oxigénio que contribuem para eliminacdo do oxigénio presente,

possibilitando assim, a sobrevivéncia, em baixas concentracdoes de oxigénio.

5.3. Susceptibilidade das bifidobactérias a antimicrobianos

A crescente resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, principalmente entre 0s micro-
organismos patogénicos, € um dos grandes problemas vividos pela medicina atual. Na procura de
novos métodos de combate as infec¢des gastrintestinais, uma alternativa que tem se mostrado
eficiente € o emprego dos probidticos, associados ou ndo as terapias ja existentes, na forma de
alimentos funcionais ou de preparacdes farmacéuticas. Além de poder ter mais de um mecanismo
de acdo, outra grande vantagem do uso de probidticos € ndo selecionar bactérias resistentes.
Entretanto, estudos devem ser realizados para a avaliacdo da seguranca de possiveis linhagens
candidatas a probidticos. Ser seguro € o critério mais importante para selecionar linhagens
probidticas potenciais e incorpord-las em produtos alimentares. E, um dos critérios de seguranca
exigidos pela FAO/WHO (2001) € a pesquisa de resisténcia a antimicrobianos de lactobacilos e
bifidobactérias.

De maneira geral, uma ampla sensibilidade aos antibacterianos € preferida como critério

de selecdo de probidticos, para evitar uma possivel transmissdo de elementos genéticos de

resisténcia no ecossistema digestivo (AIMMO et al., 2007; OUOBA et al., 2008). Neste sentido,
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avaliamos o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das bifidobactérias incluidas neste
estudo. Tendo por base os valores da CIM (Tabela 3), foi possivel constatar que a
susceptibilidade varia de acordo com a espécie e o antimicrobiano testado. A espécie B. longum
51A apresentou sensibilidade a todos os antimicrobianos testados, exceto neomicina. As demais
bifidobactérias foram também resistentes a neomicina (CIM = 32 ug/mL), o que corrobora
resultados encontrados por outros autores (ZHOU et al., 2005; AIMMO et al., 2007, FLOREZ et
al., 2008; OUOBA et al., 2008). Em geral, Bifidobacterium sp. sao naturalmente resistentes a
aminoglicosideos (neomicina, gentamicina, canamicina e estreptomicina) € esta resisténcia
intrinseca pode ser explicada pela falta de transporte, mediada por citocromo, desta droga para a
célula procarionte (AMMOR et al., 2007, FLOREZ et al., 2008).

Todas as bifidobactérias foram sensiveis ao cloranfenicol, dicloxaciclina, doxiciclina,
penicilina G, piperacilina e vancomicina. A espécie B. breve 110' foi resistente 4 cefoxitina, 2
eritromicina e ao metronidazol (CIM = 64, CIM = 128 e CIM = 512 ug/mL, respectivamente), B.
pseudolongum 119'* resistente 2 eritromicina e a tetraciclina (CIM = 128 ¢ CIM = 64 pg/mL,

respectivamente) e B. bifidum 162**

resistente ao metronidazol (CIM > 512 ug/mL) (Tabela 3).
Para a discriminacdo entre resistente e sensivel, foram utilizados break-points, segundo o CLSI
(2012), para as drogas preconizadas para anaerdbios e, para as demais foram utilizados break-
points sugeridos pelos autores AIMMO e colaboradores (2007) e OUOBA e colaboradores
(2008) (Tabela 3). Resultados similares de susceptibilidade ao cloranfenicol, penicilina,
piperaciclina e vancomicina foram encontrados por outros autores (DELGADO et al., 2005;
MOUBARECK et al., 2005; ZHOU et al., 2005; MASCO et al., 2006; MATTO et al., 2007;
OUOBA et al., 2008). Diferencgas no perfil de susceptibilidade as drogas cefoxitina, doxiciclina,
eritromicina, metronidazol e tetraciclina tém sido demonstradas, em muitos trabalhos
(DELGADO et al., 2005; MOUBARECK et al., 2005; ZHOU et al., 2005; MASCO et al., 2006;
AIMMO et al., 2007, AMMOR et al., 2008). Para a dicloxaciclina, os resultados foram similares
aos obtidos por AIMMO e colaboradores (2007). Estes autores encontraram valores de CIM

variando de 4 a 16 pg/mL em 22 amostras de bifidobactérias, das quais 90% foram inibidas por

uma concentrac¢ao de 4 ug/mL desta droga.
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Tabela 3 - Concentracdo inibitéria minima (pug/mL) de antimicrobianos para Bifidobacterium

Spp-
Antimicrobianos  B. longum B. breve B. pseudolongum B. bifidum B. fragilis Break-points
Sk 110" 119" 162°* ATCC 25285
Cefoxitina 8,0 64,0 0,5 1,0 4,0 >64*
Cloranfenicol 2,0 2,0 2,0 2,0 4,0 >32%
Dicloxaciclina 2,0-4,0 8,0 0,5 0,5 >4.,0 R
Doxiciclina 0,5 1,0 16,0 1,0 0,125 3%k
Eritromicina 0,25 128,0 128,0 0,125 16,0 8wk
Metronidazol 0,5 512 2,0 >512 0,25 >32%
Neomicina 32,0 32,0 32,0 32,0 >64,0 16**
Penicilina G 0,125 0,25 0,06 0,015 >4.,0 >2%
Piperacilina 2,0 2,0 0,125 0,125 4,0 >128%*
Tetraciclina 2,0 2,0 64,0 2,0 0,125 >16*
Vancomicina 0,5 0,5 0,5 0,5 32,0 4k

Fonte: Dados da pesquisa, 2008
Legenda: Break-points recomendados por *CLSI (2012); **Ouoba e colaboradores (2008); ***Aimmo e
colaboradores (2007)

Uma grande variedade de métodos e protocolos € descrita no estudo sobre o fendmeno de
resisténcia a antimicrobianos em bifidobactérias. Estes métodos incluem teste de susceptibilidade
a varios antimicrobianos e aplicacio de tecnologia molecular. Métodos de biologia molecular tais
como deteccdo da presenga de plasmideos, PCR com iniciadores especificos para um ou mais
genes de resisténcia, ribotipagem, hibridizacdo, RAPD e PFGE sdo hoje aplicados nos estudos de
caracterizacdo molecular de linhagens de bifidobactérias e do padrdo de resisténcia a
antimicrobianos, e a caracteriza¢do dos determinantes genéticos responsdveis por esta resisténcia

(FL()REZ et al., 2006; MASCO et al., 2006; OUOBA et al., 2008). Entretanto, o teste de
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susceptibilidade aos antimicrobianos de BALs e bifidobactérias deveria ser baseado em
metodologias padronizadas, mas, nenhuma metodologia € proposta pelo CLSIL.

Inicialmente, a pesquisa de susceptibilidade aos antimicrobianos era focada em bactérias
de relevancia clinica e por isso, a metodologia padrdo e break-points ndo foram validados para
bactérias ndo patogénicas (MATTO et al., 2006). Por este motivo, varios meios de cultivo e
técnicas tém sido empregados nos testes de susceptibilidade de bifidobactérias, gerando uma
discordancia de break-points dos antimicrobianos (AMMOR et al., 2007). Os diferentes métodos
usados: E-test (MATTO et al., 2006; MATTO et al., 2007; FLOREZ et al., 2008), dilui¢do em
dgar (MOUBARECK et al., 2005; AIRES et al., 2007; OUOBA et al., 2008), disco-difusdo
(CHARTERIS et al., 1998; MOUBARECK et al., 2005; ZHOU et al., 2005; KASTNER et al.,
2006; MASCO et al., 2006; DOMING et al., 2007) e microdiluicdo (KLARE et al., 2005;
MASCO et al., 2006; AIMMO et al., 2007; DOMING et al., 2007; Ouoba et al., 2008) dificultam
a comparacgdo de resultados. Em geral, métodos de diluicdo e E-test sdo preferiveis como método
de referéncia sobre técnicas convencionais baseadas em difusdo, por determinar a CIM e sugerir,
de forma mais confidvel, a natureza da resisténcia (intrinseca ou adquirida)
(VANKERCKHOVEN et al., 2008). Além disso, algumas metodologias ndo sdo padronizadas
para alguns antimicrobianos, e a variacdo nos componentes dos meios de cultivo, in6culo,
temperatura e periodo de incubacdo podem influenciar nos resultados (KLARE et al., 2005;
MATTO et al., 2006; AMMOR et al., 2007).

A maioria das BAL e bifidobactérias requer condi¢Oes especiais de crescimento, € meios
convencionais usados para teste de susceptibilidade, como Miiller-Hinton ou Isosensitest, nao
conferem um crescimento adequado para estes micro-organismos. Apesar de crescerem bem em
MRS, alguns autores ndo recomendam o uso deste meio de cultura nestes ensaios. Uma possivel
interacdo antagonista entre componentes do MRS e agentes antimicrobianos especificos pode
ocorrer (trimetoprim e sulfonamidas). Além disso, o baixo valor do pH do MRS (pH 6,2+0,2)
pode diminuir a atividade de alguns antibioticos (aminoglicosideos). Diante de tantas limitacdes,
defini¢des claras de valores de break-points que discriminem linhagens resistentes e sensiveis, e
padronizacdo da metodologia utilizando meios de cultivo adequados, sdo requeridos para o teste
de susceptibilidade das BAL e bifidobactérias (KLARE et al., 2005; AMMOR et al., 2007).

Na tentativa de contornar este problema, somente na Europa, o comité FEuropean

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), composto por membros de seis
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paises: Reino Unido, Franca, Holanda, Alemanha, Noruega e Suécia e, o grupo European Food
Safety Authority (EFSA) publicou, em 2008, o guia técnico Update of the criteria used in the
assessment of bacterial resistance to antibiotics of human or veterinary importance. Entretanto,
além de ndo ter um consenso nos valores de break-points entre eles, estes diferem dos valores,
para a mesma droga, daqueles preconizados pelo CLSI. Vale ressaltar que o que é preconizado
pelo CLSI (2012) como método de referéncia para avaliar a susceptibilidade a antimicrobianos de
micro-organismos anaerobios € o teste de diluicdo em agar, utilizando linhagens de controle de
qualidade, como por exemplo, B. fragilis 25285.

A resisténcia a antimicrobianos pode ser inerente ao género ou espécie bacteriana (natural
ou intrinseca) e adquirida, resultante de uma ou mais mutagdes sequenciais no DNA do micro-
organismo ou pela incorporacdo de genes de resisténcia transferiveis de uma linhagem doadora.
Resisténcia intrinseca e adquirida por mutagdes apresentam baixo risco de transmissdo
horizontal, enquanto que o risco de transferéncia ¢ maximo se a resisténcia adquirida for mediada
por genes exdgenos. O DNA exdgeno pode ser adquirido por conjugagdo, transducdo e
transformacdo, podendo ser transferido por plasmideos, transposons e integrons para outras
espécies de bactérias ou géneros (AMMOR et al., 2007, AMMOR et al., 2008;
VANKERCKHOVEN et al., 2008).

As linhagens que apresentam resisténcia intrinseca a determinados antimicrobianos
podem beneficiar pacientes cuja microbiota encontra-se desbalanceada pelo seu uso,
representando uma caracteristica importante e até mesmo desejavel. O conhecimento do padrio
de resisténcia faz-se necessdrio quando probidticos sdo administrados associados a terapia
antimicrobiana, para verificar a capacidade de sobrevivéncia dos mesmos no ecossistema
intestinal. Neste caso, a associacdo do antimicrobiano com uma linhagem probidtica resistente
intrinsecamente pode oferecer resultados significativamente melhores. Por outro lado, existe a
possibilidade de linhagens de bactérias probidticas serem portadoras de plasmidios contendo
genes de resisténcia a antimicrobianos sendo capazes de transmitir esses fatores de resisténcia
para bactérias patogénicas ou membros da microbiota indigena intestinal (SALMINEN et al.,
1998). Por isso, a resisténcia encontrada em B. breve 110", B. pseudolongum 119'* ¢ B. bifidum
162** a alguns antimicrobianos deve ser mais estudada, para que sejam estabelecidas, com mais
seguranca, as relagdes risco/beneficio do uso destas bifidobactérias como probidtico. A presenca

de genes de resisténcia potencialmente transferiveis em muitas BALs e bifidobactérias € bem
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estabelecida. A maioria dos determinantes encontrados nestes micro-organismos apresenta
sequencia idéntica a de genes descritos anteriormente em outros grupos bacterianos, sugerindo

que a resisténcia seja adquirida (AMMOR et al., 2007).

5.4. Perfil de hidrofobicidade da parede celular das bifidobactérias

Uma caracteristica desejada para um probidtico € a capacidade de aderéncia a mucosa
intestinal, permitindo a sua permanéncia e atuacao no ecossistema digestivo. Muitos mecanismos
estdo envolvidos na adesdao de micro-organismos as células epiteliais intestinais, sendo um deles
a natureza hidrofébica da superficie externa microbiana. Desta forma, a determinagdo da adesao
dos micro-organismos a solventes hidrofébicos, como forma de estimar a habilidade da linhagem
de se aderir as células epiteliais, ¢ uma ferramenta qualitativa vélida e metodologicamente
simples, que permite fazer uma triagem visando selecionar bactérias para serem testadas como
probidticos (VINDEROLA & REINHEIMER, 2003; BARBOSA et al., 2005; KLAYRAUNG et
al., 2008). Neste sentido, avaliou-se o perfil de hidrofobicidade da parede celular das quatro
amostras de bifidobactérias.

Pela andlise do Gréfico 2, constatou-se que B. bifidum 162** possui a maior probabilidade
de adesdo ao epitélio intestinal pela alta hidrofobicidade (67,51+6,99%) (P<0,05), quando
comparado ao B. breve 110'* (14,5+2,5%), B. pseudolongum 119'* (22,18+6,24%) e B. longum
SIA(24,4i3,05%). VINDEROLA & REINHEIMER (2003) obtiveram resultados similares, ao
determinar o perfil hidrofébico da parede celular, de quatro linhagens de B. bifidum, as quais
apresentaram hidrofobicidade entre 46,7+0,9% e 64,7+2,1%, enquanto que trés linhagens de B.
longum apresentaram valores mais baixos, entre 22,5+0,9% e 28,9+2,3%. Ao comparar a mesma
caracteristica entre dois cultivos comerciais da Christian Hansen Lab. (Bifidobacterium lactis
Bbl12 e Bifidobacterium longum Bb46), BARBOSA e colaboradores (2005) observaram que a
linhagem B. lactis Bb12 possui uma parede celular mais hidrofébica, quando comparada com B.
longum Bb46. Outros autores avaliaram este perfil entre outras bifidobactérias e foi constatado
que existe uma variabilidade nesta caracteristica entre espécies e linhagens de uma mesma

espécie (PEREZ et al., 1998; DEL RE et al., 2000; VINDEROLA et al., 2004; PAN et al., 2006).
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Grafico 2 - Porcentagem de hidrofobicidade da parede celular de bifidobactérias. Os resultados
sdo0 a média da triplicata de trés experimentos independentes. As barras verticais indicam os
desvios-padrdo das médias. *Indica diferenca estatisticamente significativa entre as

bifidobactérias (P<0,05).

A adesao celular é um processo complexo que envolve o contato da célula bacteriana com
a superficie epitelial, sendo, portanto, afetada pela composi¢ao e estrutura da parede celular e por
interacdes especificas e ndo-especificas entre as superficies envolvidas. Por isso, existem
diferencas significativas para a hidrofobicidade entre espécies e entre linhagens de uma mesma
espécie bacteriana (PEREZ et al., 1998; DEL RE et al., 2000; VINDEROLA & REINHEIMER,
2003; BARBOSA et al., 2005; PAN et al., 2006).

Embora a determinagcdo da hidrofobicidade, pelo método escolhido, seja uma medida
indireta (mensuracdo da adesdo bacteriana a substratos hidrofébicos), estd bem estabelecido na
literatura que existe algum tipo de relacdo deste fator com a capacidade de aderéncia ao epitélio
intestinal pelos micro-organismos. Alguns autores atribuem a habilidade de adesdo microbiana
avaliando em conjunto trés parametros in vitro: capacidade de adesdo as células Caco-2, de auto-
agregacdo e hidrofobicidade da superficie celular (DEL RE et al., 2000; PAN et al., 2006).
Segundo DEL RE e colaboradores (2000), as linhagens de bifidobactérias que foram capazes de
aderir 2 monocamada de células epiteliais, autoagregar e manifestar bom grau de hidrofobicidade

sdo potenciais linhagens aderentes. Por existir uma correlacio destes trés métodos, estes autores
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sugerem métodos alternativos ao de ades@o em células Caco-2 (usado com sucesso para avaliar a
habilidade de adesdo de bifidobactérias) para avaliar esta caracteristica, ja que é um método caro
e que consome tempo, sendo um deles, o teste de hidrofobicidade. Além destes autores, outros,
também observaram uma correlagdo entre hidrofobicidade de superficie e aderéncia em células
Caco-2 de linhagens de bifidobactérias, ou seja, as linhagens que se apresentaram mais
hidrofébicas exibiram maior capacidade adesiva (PAN et al., 2006).

Um perfil mais hidrofébico da parede celular pode conferir uma vantagem competitiva,
importante para manutencdo de um probidtico no trato gastrintestinal. A adesdo € um pré-
requisito para colonizacio bacteriana e, pode trazer beneficios para o hospedeiro como: excluir
ou reduzir a aderéncia de enteropatégenos, possivelmente, pelo bloqueio de receptores que
seriam utilizados pelos mesmos; e estimular o sistema imune. Sugere-se a alta hidrofobicidade da
superficie para explicar porque certas linhagens microbianas apresentam lenta cinética de
eliminacdo do trato digestivo que outras, apés a parada da administracdo (BERNET et al., 1993;
MARTINS et al., 2009). Vale ressaltar que, apesar da capacidade de adesdo a mucosa intestinal
ser um dos critérios na selecdo de probidticos, ela ndo € uma caracteristica obrigatéria, ja que
podem ser utilizadas outras estratégias, como administra¢cdo do probidtico em niveis suficientes

para exercer seu efeito benéfico.

5.5. Atividade antagonista in vitro das bifidobactérias contra patégenos

A utilizagdo cada vez mais frequente de bactérias do género Bifidobacterium como
probidticos requer que estas sejam constantemente avaliadas quanto as suas propriedades
funcionais. Bifidobactérias, assim como bactérias do 4cido lédtico, podem desempenhar um
importante papel na inibi¢cdo de micro-organismos patogénicos intestinais, sendo a produgdo de
substincias antimicrobianas, um dos mecanismos propostos (LAHTINEN et al., 2007).

Para o teste de producdo de substincias antagonistas difusiveis por B. longum 5'*, B.
breve 110", B. pseudolongum 119'* e B. bifidum 162** contra micro-organismos patogénicos,
foi analisada a expressdo de halos de inibi¢do, indicativa de antagonismo contra os micro-
organismos testados. De acordo com a Tabela 4, foram observados halos de inibi¢do contra a
maioria dos patdgenos testados, evidenciando, assim, a producdo de substancia(s) inibitoria(s)

por todas as bifidobactérias avaliadas. Entretanto, nem todas as reveladoras utilizadas foram
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Tabela 4 - Testes in vitro de produgdo de substincias antagonistas por Bifidobacterium spp.

contra micro-organismos patogeénicos

Reveladoras Halo de inibi¢do (média do didmetro + desvio-padrdo em mm)

B. longum 5" B. breve 110" B. pseudolongum B. bifidum

119" 162°*

B. cereus 22,07+2,03 16,17+3,24 33,28+3,73 36,21+1,56
B. fragilis 10,1240,61 - 15,47+1,57 -
B. vulgatus 13,1242,36 - 16,5242,34 -
C. albicans - - - -
C. difficile 26,4343,61 12,94+2.09 36,27+1,79 24,18+2,07
C. perfringens 36,75+2,15 23,18+1,47 34,4543,2 28,97+2,47
E. aerogenes 46,57+4,06 15,94+1,12 25,54+1,96 -
E. faecalis 16,62+1,29 - 13,55+1,35 -
L. monocytogenes 29,33+1,32 29,36+2,04 26,9+3,42 19,64+2,74
S. flexneri’ 31,68+1,16 17,94+1,64 41,33+4,52 42,09+4,02
S. sonnei 28,75+1,65 19,79+1,8 37,444,92 41,7143,82
S. Typhi 20,81+4,87 11,83+1,71 22,14+4.39 18,19+1,96
S. Typhimurium 28,48+2,04 14,53+3,39 34,56+3,79 36,88+0,47
S. Typhimurium" 36,33+3,98 - 23,68+2,74 -
V. cholerae’ 18,15+1,96 19,2+1,8 36,24+2,59 31,41+4,12

Fonte: Dados da pesquisa, 2008

Legenda: - = auséncia de halo de inibigdo

*: linhagem de origem humana pertencente  cole¢io do LEFM

Nota: Os resultados estdo expressos como média da duplicata, de dois experimentos independentes, do didmetro do
halo de inibi¢do, em milimetros.
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sensiveis a atividade antagonista das bifidobactérias. As reveladoras E. faecalis ATCC 19433, B.
vulgatus ATCC 8482, B. fragilis ATCC 25285 e S. Typhimurium nao foram sensiveis as
substancias antagonistas produzidas por B. breve 110" ¢ B. bifidum 162**. O crescimento de E.
aerogenes ATCC 13048 também ndo foi inibido por B. bifidum 162**, e nenhuma bifidobactéria
testada foi capaz de inibir o crescimento de C. albicans ATCC 18804. Dentre as bifidobactérias,
B. longum 5% e B. pseudolongum 119'4 apresentaram o maior espectro inibitorio, inibindo 100%
dos patégenos bacterianos e 93,33% do total de reveladoras, enquanto que B. breve 110'* e B.
bifidum 162?A inibiram 66,66% e 60%, respectivamente, do total de reveladoras (P<0,05).
Trabalhos desenvolvidos em nosso laboratorio, utilizando a mesma metodologia, ja haviam
mostrado que bifidobactérias sdo capazes de produzir substincias antagonistas difusiveis contra
varios patogenos (MARTINS et al., 2009; MARTINS et al., 2010).

O primeiro relato de atividade antimicrobiana de bifidobactérias foi feito por TISSIER
(1900), que descreveu o antagonismo de B. bifidum contra E. coli (TISSIER, 1990, citado por
CHEIKHYOUSSEF et al., 2008). Acreditava-se que o antagonismo produzido pelas
bifidobactérias resultasse, primariamente, da a¢do dos acidos lactico e acético produzidos no
metabolismo da glicose. A atividade antimicrobiana destes 4cidos €, em parte, devido ao fato de
que na forma ndo dissociada podem atravessar a membrana celular microbiana e, uma vez no
interior da célula, dissociam-se reduzindo o pH intracelular, o que ird interferir com importantes
fun¢des metabodlicas da célula (MAKRAS & VUYST, 2006; BARBOSA et al., 2011). Contudo,
muitos trabalhos t€ém demonstrado que outros compostos antimicrobianos podem contribuir ou
ser responsdveis pela atividade antagonista (O’RIORDAN & FITZGERALD, 1998;
YILDIRIUM, et al., 1999; LAHTINEN et al., 2007; CHEIKHYOUSSEEF, et al., 2008).

YILDIRIM & JOHNSON (1998) descreveram uma bacteriocina, denominada bifidocina
B, produzida pelo B. bifidum NCFB1454, capaz de inibir o crescimento de certas bactérias Gram
positivo como as dos géneros Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Listeria e
Pediococcus. As bacteriocinas tém atraido grande interesse por seu uso potencial como
conservante em alimentos (YILDIRIM, et al., 1999). Outros trabalhos atribuem a atividade
antagonista a producdo de perdxido de hidrogénio e compostos bacteriocin-like (COLLADO et
al., 2005; LAHTINEN et al., 2007; CHEIKHYOUSSEF et al., 2008). A técnica utilizada no
presente trabalho permite concluir que a(s) substancia(s) antimicrobiana(s) produzida(s) € (s@o)

difusivel(is) e extracelular(es), uma vez que a(s) mesma(s) difundiu(ram)-se no dagar para
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exercer(em) seu(s) efeito(s) sobre as bactérias reveladoras. Entretanto, ndo foi possivel
identificar a natureza da(s) substancia(s) que estaria(m) envolvida(s) no antagonismo. Assim, 0s
resultados obtidos podem representar a atividade antagonista de uma série de substancias,
atuando separadamente ou em conjunto. A producdo de peroxido de hidrogénio, outro possivel
responsavel pela inibicdo pode ser descartada, ja que o ensaio de antagonismo foi conduzido em
camara anaerdbica.

A adi¢do de probidticos que apresentam um amplo espectro de atividade antagonista
confere uma vantagem aos alimentos, por aumentar a vida de prateleira do produto, substituir
conservantes artificiais, além de outros beneficios, dependendo da funcionalidade do probidtico.
Linhagens com atividades antagonistas contra certos tipos de micro-organismos psicrotréficos
sdo relevantes se estes estdo presentes em baixos niveis em alimentos refrigerados, uma vez que
deterioram estes alimentos devido a habilidade de se multiplicar em altos niveis nestes produtos
(O’RIORDAN & FITZGERALD, 1998). Além disso, apds a sua ingestdo, esses probidticos
podem continuar desenvolvendo os seus efeitos benéficos no trato digestivo. A atividade
antagonista das bifidobactérias contra o estabelecimento de micro-organismos patogénicos é uma
das hipdteses para explicar o efeito protetor do probidtico contra infeccdes, mas além deste
beneficio, esta propriedade permite uma homeotase no ecossistema intestinal, por modular em
condi¢des normais a composi¢do e densidade da microbiota intestinal. Apesar de existirem dados
na literatura mostrando que os resultados de antagonismo in vitro ndo podem ser extrapolados
para o antagonismo in vivo, estes testes sdo reconhecidamente uteis quando se deseja fazer uma
triagem de possiveis linhagens com potencial uso como probiético. Além disso, o antagonismo in
vitro € um dos testes preconizados pela Organizacio Mundial de Saude e da Organizagdo de

Agricultura e Alimentos nas Diretrizes para Avaliacdo dos Probiéticos (FAO/WHO, 2002).

5.6. Capacidade de colonizacdo do trato gastrintestinal de animais isentos de germes por B.
51A

longum

Bifidobacterium longum 5'* foi selecionada para prosseguir os estudos, uma vez que
apresentou melhores resultados nos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, antagonismo
in vitro e velocidade de crescimento. Portanto, antes de avaliar as propriedades funcionais in vivo

desta linhagem, foi primeiro determinado a capacidade de B. longum 5'* de resistir a condi¢des
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adversas do trato gastrintestinal e chegar ao seu local de acdo em niveis populacionais elevados,
para que possa exercer todas as suas propriedades benéficas.

Neste estudo, os niveis alcancados pela bifidobactéria nas fezes dos animais gnotobidticos
apresentaram-se satisfatorios, com valores médios variando de 8,13+1,17 a 10,08+0,1 log UFC/g
de fezes, indicando que foi capaz de colonizar o trato digestivo de animais isentos de germes e de
se manter em niveis elevados ao longo dos 10 dias de acompanhamento (Gréfico 3). Outros
trabalhos desenvolvidos no nosso laboratério também mostraram que bifidobactérias sdo capazes
de sobreviver a passagem pelo trato digestivo de camundongos, resistindo as condi¢des de
estresse, alcancando niveis populacionais altos e estaveis (SILVA et al., 2004; MARTINS et al.,
2009; MARTINS et al., 2010).
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Griafico 3 - Niveis populacionais de B. longum 5'* nas fezes de camundongos gnotobidticos
durante a monoassociacdo. O resultado estd expresso como média de dois experimentos
independentes do log UFC/g de fezes de seis animais. As barras verticais indicam o desvio-

padrdao da média.

Ao comparar o resultado do teste de hidrofobicidade com este, pode-se perceber que nem
sempre os testes in vitro correspondem ao in vivo e vice-versa. Quando comparado com os
modelos in vitro, a vantagem do uso do modelo animal em experimentos € de trabalhar com
condicdes simulando toda a complexidade do ser humano. Portanto, a distancia de extrapolac¢io

dos resultados do modelo animal para o ser humano é muito menor e mais confidvel do que de
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um ensaio in vitro para o ser humano. Este modelo animal representa um sistema experimental
simplificado e excelente para avaliagdo do potencial probidtico de micro-organismos, pois
permite o estudo da capacidade de sobrevivéncia de um unico isolado no ambiente gastrintestinal
sem a interferéncia e competitividade da complexa microbiota presente no intestino de animais.
Segundo o Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food, publicado em conjunto pela
OMS e FAO, apos a identificacdo e selecdo in vitro de probidticos e antes de ensaios clinicos, a
utilizacdo de modelos animais € recomendada para a avaliacdo das caracteristicas funcionais e de

seguranca (FAO/WHO, 2002; Martins et al., 2012).

5.7. Analises fisico-quimicas e microbiolégicas de iogurtes adicionados de B. longum 5

Os diferentes iogurtes foram produzidos de forma a explorar as diferentes varidveis
tecnoldgicas normalmente empregadas na indudstria, para adequar a uma matriz alimentar. A
cultura utilizada como cultivo congelado, resistiu as condi¢des de congelamento, mantendo-se
vidvel. Os resultados da viabilidade da bifidobactéria e do pH durante 28 dias de armazenamento
a 5°C estdo expressos na Tabela 5. Como pode ser observada, a adi¢do do cultivo congelado ou
fresco, antes da fermentacdo, resulta em perda da viabilidade (redu¢do de aproximadamente 1,5
log). Ap6s 14 dias de armazenamento, em todos os iogurtes produzidos, houve uma diminui¢ao
da viabilidade, pela reducdo de 1-2 ciclos log aproximadamente e, apds 28 dias, mesmo na
presenca de inulina, a viabilidade diminuiu ao longo do periodo de estocagem, alcangando
valores menores de 3,0 log (UFC/mL). Nao foi observado nenhum efeito de pds-acidificacio ao
longo da vida de prateleira, os valores de pH mantiveram préximos de 4,6. Em relacdo a
viabilidade do cultivo iniciador, foi feita a enumeracao total de S. thermophilus e L. bulgaricus.
Nao houve alteragdo nos niveis populacionais destes dois micro-organismos durante a vida de
prateleira, permanecendo em torno de 10® UFC/mL.

E preocupante a mencio de muitos estudos de sobrevivéncia de probidticos em alimentos
usando células vidveis de culturas overnight. Na industria alimenticia, isto ndo ocorre, 0s
probidticos s@o principalmente comercializados como culturas congeladas ou liofilizadas
(SAXELIN et al., 1999; VASILJEVIC & SHAH, 2008; MULLER et al., 2009). Atualmente o
emprego de cultivo na forma de spray drying também estd sendo utilizado como método

alternativo ao congelamento e liofilizacdo (SIMPSON et al., 2005; VASILJEVIC & SHAH, 2008



Tabela 5 - Viabilidade (log UFC ml"' + DP) de B. longum 5'* em diferentes tipos de leites

fermentados, e seu pH correspondente, durante armazenamento a 5°C
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Tipos de leites fermentados

Log UFC ml™' + DP

pH + DP

Tempo (dias)

0% 14 28
Togurte 2 6,46 £0,12° 544 +0,16° <3,00°
4,63 +0,08 4,68 +0,03 4,73 0,02
Togurte 3 8,03 £0,14* 6,60 +0,28"° <3,00°
4,59 +0,01 4,65 + 0,04 4,64 +0,10
Togurte 4 6,56 +0,37* 582+0,13° <3,00°
4,59 +0,09 4,68 + 0,05 4,68 + 0,09
Togurte 5 8,19+0,11° 6,43 £0,28" <3,00°
4,60 +0,01 4,70 + 0,06 4,66 +0,12
Togurte 6 8,17 £0,12° 6,61 +0,23° <3,00°
4,55 +0,03 4,52 40,12 4,56 + 0,07
Togurte 7 8,22 +0,08° 6,13 £0,09° <3,00°
4,59 +0,04 4,58 +0,05 4,59 0,11

Fonte: Dados da pesquisa, 2010
Legenda: DP = desvio-padrio
“Contagem de bifidobactérias no dia da produgio (tempo 0).

Nota: Os resultados estdo expressos como média da duplicata, da contagem do log UFC ml" + DP
Valores em linha com diferentes letras sdo significativamente diferentes (p<0,05).

ab,c

ZACARIAS et al., 2011). Neste trabalho B. longum 5'* resistiu as condicdes de congelamento,

sem perda da viabilidade, conforme encontrado em outros trabalhos para outras linhagens

(SAXELIN et al.,1999; ZACARIAS et al., 2011).

O fendmeno de pos-acidificagdo ndo foi observado neste trabalho, correspondendo com o

esperado, uma vez que o cultivo iniciador utilizado apresentava em sua composicdo uma

propor¢ao maior de estreptococos em relacdo aos lactobacilos (10:1). Este fendmeno pode

ocorrer em baixo pH e baixa temperatura devido a natureza acidofilica de L. bulgaricus

(LOURENS-HATTINGH & VILJOEN, 2001; VASILJEVIC & SHAH, 2008). Como muitas
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linhagens de bifidobactérias sao sensiveis aos valores de pH abaixo de 4,6, um produto ideal para
sua sobrevivéncia deve apresentar um valor de pH final acima de 4,6 para prevenir o declinio
desta populacdo (LOURENS-HATTINGH & VILJOEN, 2001).

Em todos os casos, B. longum 5'*, perdeu a viabilidade durante a fermentagdo do leite
e/ou durante o periodo de estocagem. Muitas linhagens probidticas mostram sobrevivéncia
limitada em leites fermentados durante armazenamento sob refrigeracdo (SAXELIN et al., 1999;
VINDEROLA et al., 2009). Entre as bifidobactérias, algumas linhagens parecem ser mais
adequadas para aplicacOes industriais que outras. Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12
(Chr. Hansen) e DN-173 010 (Danone) sdo as linhagens mais utilizadas na industria alimenticia.
Entretanto, outras espécies também tém sido usadas com sucesso para o desenvolvimento de
culturas probidticas comerciais ja sendo encontradas no mercado: B. bifidum BF2, B. breve BR2,
B. infantis BT e M-63, B. longum BG3 e BB536 e B. pseudolongum M-602 (MULLER et al.,
2009).

A adicdo da bifidobactéria antes ou apds a fermentacdo foi feita para mimetizar a
producdo de leites fermentados batido ou pastoso, respectivamente. A redugdo da viabilidade da
bifidobactéria durante o processo fermentativo pode ser explicada pela temperatura elevada
(43°C) a que foi exposta e/ou inibicdo pela liberacdo de metabdlitos téxicos produzidos pela
cultura iniciadora (VINDEROLA et al., 2002). Temperatura de incubacio € um fator importante
relacionado a prética de inoculagdo. Geralmente, o iogurte é fermentado a 43°C (temperatura
6tima para o cultivo iniciador), entretanto, a temperatura 6tima de crescimento da bifidobactéria €
37°C. Portanto, uma temperatura mais baixa (em torno de 40°C) pode favorecer a sobrevivéncia
de bifidobactérias, sem prejudicar o processo fermentativo (LOURENS-HATTINGH &
VILJOEN, 2001). Outra alternativa valida para contornar este problema € a adicdo da
bididobactéria apds a fermentagdo do leite, entretanto, sua sobrevivéncia mesmo nesta condi¢ao,
ndo € garantida. Alguns autores sugerem também a aplicacdo da fermentacdo de dois passos:
fermentagdo inicial com a cultura probidtica por duas horas, seguida de fermentacdo com o
cultivo iniciador por quatro horas. Isto permite que o probidtico atinja a fase final lag ou inicio da
fase log resultando em altas contagens apos seis horas de fermentacdo (VASILJEVIC & SHAH,
2008). Neste trabalho, mesmo a adi¢c@o da bifidobactéria apds a fermentacdo ndo aumentou a sua
sobrevivéncia nos iogurtes. Apesar de ter muitos dados na literatura de inibi¢do do probidtico

pelo cultivo iniciador, pode ocorrer também uma estimulacio, devido a natureza proteolitica de
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L. bulgaricus, com consequente liberacdo de aminodcidos essenciais requeridos para o
crescimento da bifidobactéria. Além disso, S. thermophilus pode estimular o crescimento de
bifidobactérias pelo consumo de oxigénio (VASILJEVIC & SHAH, 2008). Portanto, a escolha do
cultivo ideal para cada probidtico € crucial para a viabilidade, independentemente da pratica de
inoculagdo adotada.

A prética de inoculagdo direta é vidvel em termos praticos para a indudstria, uma vez que
se adiciona, em um s6 momento, a cultura iniciadora juntamente com a cultura probidtica. No
entanto, como as bifidobactérias produzem, durante a fermentacdo, acido acético e latico, a taxa
de 3:2, seu desenvolvimento excessivo pode gerar produtos com sabor “a vinagre”, dificultando a
aceitacdo do produto pelos consumidores (ZACARCHENCO & MASSAGUER-ROIG, 2004).
Por este motivo, as industrias de leites fermentados optam por adicionar a bifidobactéria apos o
final do preparo do iogurte e, em seguida, refrigeram o produto. Assim, a bifidobactéria estard
presente em baixissima atividade fermentativa, produzindo quantidades irrisérias de dcido
acético, o que poderia alterar o sabor do iogurte.

Ao comparar os valores encontrados neste trabalho com os preconizados pelo
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) e também pela ANVISA, percebemos que os
iogurtes encontram-se fora dos padrdes (BRASIL, 2007). Somente no tempo 0 e apds 14 dias de
armazenamento, os iogurtes 3, 5, 6 e 7 estdo dentro do estabelecido na legislagdo, uma vez que
considera-se a ingestdo didria de pelo menos 100 mL de iogurte. Vale a pena ressaltar que para
um probidtico exercer um efeito benéfico no ecossistema digestivo, considera-se que a
concentra¢io em células vidveis no local de atuagdo deve estar pelo menos de 10’ UFC/g do
conteido (NICOLI & VIEIRA, 2000).

O efeito da inulina em acentuar a sobrevivéncia de bifidobactérias durante o periodo de
armazenamento de leites fermentados € bem descrito na literatura (CAPELA et al., 2006; AKIN
et al., 2007). Entretanto, no nosso estudo, o acréscimo de inulina ndo provocou efeito positivo na
viabilidade, mostrando que existe uma influéncia especifica de linhagem e matriz alimentar.
Embora o efeito bifidogénico da inulina seja bem documentado, ndo estd claro ainda quais
espécies de Bifidobacterium sdo estimuladas in vivo e se outros grupos de micro-organismos sao
afetados pelo seu consumo (RAMIREZ-FARIAS et al., 2009). Muitos trabalhos estdo disponiveis

avaliando a capacidade de linhagens de bifidobactérias de crescer in vitro principalmente na



62

presenca de FOS e inulina. ROSSI e colaboradores (2005) demonstraram que das 55 linhagens
testadas, todas foram capazes de crescer em FOS, mas, somente 8 em inulina. Este autor sugere
que esta caracteristica ndo € peculiar de Bifidobacterium spp. e sim especifica da linhagem.

Outro trabalho interessante foi publicado em 2000, em que se avaliou o efeito de
prebidticos (FOS, galacto-oligossacarideo - GOS e inulina) no crescimento, atividade e
viabilidade de duas linhagens de B. bifidum (Bf-1 e Bf-6) incorporadas ao leite. Para todos os
prebidticos observou-se um aumento proporcional do efeito em relagdo a concentragdo de
prebidtico, sendo méximo em 5% (p/v). A inulina foi o prebidtico menos efetivo em todos os
parametros avaliados entre as fontes de carboidratos testadas. Mesmo em baixas concentracdes,
FOS promoveu um estimulo no crescimento e aumentou consideravelmente a viabilidade da
bifidobactéria apds quatro semanas de armazenamento a 4°C (SHIN et al., 2000).

Para tentar contornar este problema da perda da viabilidade, algumas estratégias podem
ser adotadas, modificando algumas varidveis tecnoldgicas como: aumento de sdlidos totais
(acréscimo de 2% (p/v) de leite em p6 desnatado e 2% (p/v) de concentrado protéico de soro),
uso de temperatura de fermentacdo mais baixa (40°C), uso de outro cultivo iniciador assim como
outro prebidtico. Estes fatores juntos sdo varidveis tecnoldgicas candidatas a otimizar
sobrevivéncia da bactéria probidtica em leite fermentado (CHAMPAGNE & GARDNER, 2005;
ROSS et al., 2005). MAZOCHI e colaboradores (2010) mostraram sobrevivéncia de 7,5 log
UFC/mL desta linhagem por 40 dias em iogurte produzido com leite de cabra e saborizado com
morango. Isto mostra que a matriz alimentar onde o probidtico estd incluido tem um papel
decisivo na determinacdo da viabilidade durante elaboragdo do produto e protecdo das células
para consumo (RANADHEERA et al., 2010). Outra op¢ao seria utilizar queijos como veiculos
para probidticos com alta sensibilidade ao acido lético, devido ao alto pH (4,5-5,6), matriz s6lida
(exclusao do oxigénio) e alto contetido de gordura (VINDEROLA et al.,, 2011a). Outra
importante ferramenta para proteger células sensiveis na matriz alimentar para melhorar a
sobrevivéncia € a aplicacdo de técnicas de microencapsula¢do. Microencapsulacio € um processo
onde as células sdo retidas dentro de uma membrana encapsulante para reduzir a injiria ou morte
celular (VASILJEVIC & SHAH, 2008; BURGAIN et al., 2011).

A resisténcia da bifidobactéria a digestdo gastrica simulada foi avaliada em trés pontos

durante o armazenamento. Apds a fermentacio a sensibilidade foi mais alta para os iogurtes que
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foram inoculados com a bifidobactéria antes da fermentacdo (reducdo do log de 1,3-1,7)

comparadas com as culturas adicionadas apds fermentagdo (valores entre 0,43-0,99) (Tabela 6).

Tabela 6 - Resisténcia de B. longum 5'* a digestdo 4cida simulada em diferentes tipos de leites

fermentados durante o armazenamento a 5°C

Alog UEC/ ml™ *

Tipos de leites fermentados Tempo (dias)
0 14 28
Iogurte 2 1,30 3,58 > 3,00
Togurte 3 0,65 5,25 > 3,00
Iogurte 4 1,70 3,00 > 3,00
Iogurte 5 0,51 5,25 > 3,00
Togurte 6 0,43 5,18 > 3,00
Iogurte 7 0,99 4,70 > 3,00

Fonte: Dados da pesquisa, 2010

Legenda: DP = desvio-padrio

Nota: Os resultados estdo expressos como média da duplicata, da contagem do log UFC ml" + DP

*Diferencas na viabilidade (log UFC/ml) antes e ap6s a acidificacio em leites fermentados a pH 3,0 por 90 minutos a
37°C na presenca de 0,5% NaCl e de 0,1% pepsina suina.

Ap6s 14 dias de armazenamento, observou-se uma sensibilidade celular aumentada com
perda da viabilidade ranqueando 3,0-5,25 ciclos log UFC/mL, alcangando valores maiores que 3
log ciclos apds 28 dias, independentemente do iogurte. A diferenga na viabilidade, antes e apos a
acidificacdo em iogurtes, armazenados por 28 dias, foi dificil de ser mensurada devido aos baixos
niveis populacionais da bifidobactéria. Mudancas na resisténcia de bactérias probidticas a
digestdo 4cida gdstrica, durante a vida de prateleira, ja foi registrada para bifidobactérias em suco
de fruta e leite desnatado (SAARELA et al., 2006) e para lactobacilos em leites fermentados
comerciais (VINDEROLA et al., 2011b).

5.8. Efeito dos iogurtes adicionados de B. longum 5'* na proliferacio de células IgA+ na

lamina propria intestinal de camundongos BALB/c
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O Gréfico 4 mostra o ndmero de células IgA+ na lamina prépria do intestino de
camundongos que receberam os produtos fermentados. Um significante aumento foi observado
(P<0,05) neste parametro no intestino delgado de camundongos que receberam iogurtes contendo
bifidobactérias adicionadas apds a fermentacdo, como cultivo fresco e congelado ou animais que
receberam iogurte com a bifidobactéria como cultivo fresco e inulina (Controle: 228,5+19,0
células IgA+/10 campos; logurte 1: 248,0+58,05 células IgA+/10 campos, logurte 3:
342,66+51,36 células IgA+/10 campos; logurte 5: 307,33+45,99 células IgA+/10 campos; logurte
6: 277,66%16,0 células IgA+/10 campos). Nenhuma diferenca foi observada entre os trés grupos.
No intestino grosso, um significante aumento do niimero de células IgA+ foi observado quando
0s animais receberam iogurtes, com ou sem inulina, e adicionados com a bifidobactéria como
cultura fresca, sendo nenhuma diferenga detectada entre estes dois grupos (Controle: 372,1+24,0
células IgA+/10 campos; logurte 1: 382,79+15,52 células IgA+/10 campos, logurte 3:
459,89+32,0 células IgA+/10 campos; logurte 5: 393,55+24,45 células IgA+/10 campos; logurte
6: 423,0+16,0 células IgA+/10 campos) (P<0,05). Um dos beneficios atribuidos aos probidticos é
sua capacidade de modular positivamente a resposta imune intestinal, de maneira linhagem
especifica (LOPEZ et al., 2010). A ativacio do sistema imune pode levar a exercer diferentes
efeitos benéficos em um caminho preventivo e terapéutico. Dentro da mucosa intestinal a
principal funcdo de IgA € exercer exclusio imune de patdgenos e proteinas exdgenas em
cooperacdo com os mecanismos de defesa ndo especificos (MACPHERSON et al., 2001).

As varidveis tecnoldgicas “fresco” e “congelado” e a adi¢do ou ndo da inulina tiveram um
impacto similar na proliferacdo das células IgA+ no intestino delgado. Entretanto, no intestino
grosso, a adi¢do de bifidobactérias como cultivo congelado falhou em induzir a proliferacdo de
células IgA+ comparadas com o cultivo fresco. A razdo desta observacdo permanece
desconhecida, mais estudos de mecanismos imunes devem ser conduzidos. Entretanto, em
concordancia com este resultado, observamos que alguns tratamentos tecnolégicos, como spray
drying, pode mudar a capacidade imunoestimuladora de componentes bioativos (BURNS et al.,
2010). Como muitos dos determinantes antigé€nicos apresentando capacidade imunoestimulante
estdo localizadas na superficie da parede celular da bactéria probidtica (CORTHESY et al,
2007), eles podem de alguma maneira ser afetados pelo tratamento tecnoldgico aplicado. Vale

ressaltar que, os ensaios microbioldgicos e fisico-quimicos foram realizados simultaneamente.
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Portanto, durante os dez dias de administracdo dos iogurtes aos animais, ainda sim, apresentavam

niveis populacionais de bifidobactérias satisfatorios (Tabela 5).
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Grifico 4 - Efeito da administracio oral de iogurtes adicionados de B. longum 5'* no nimero de
células IgA+ na lamina prépria do intestino delgado e grosso de camundongos BALB/c. Os
resultados estdo expressos como a média do nimero de células IgA+/10 campos. As barras
verticais representam os desvios-padrdo das médias. *Indica diferenca estatisticamente

significativa entre o grupo controle e experimentais (P<0,05).

5.9. Efeito dos iogurtes adicionados de B. longum 5'* no nimero de células de Kiipffer de

camundongos BALB/c

Em todos os animais, os figados apresentavam citoarquitetura de aspecto habitual, sem
infiltrados inflamatérios ou lesdes dignos de nota. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa (P>0,05) quando se comparou o nimero de células de Kiipffer nos animais controles
(51,3 = 6,26 células de Kiipffer por 100 hepatdcitos) com aquelas nos tratados com os iogurtes
(Iogurte 1: 63,17 £ 9,18 células de Kiipffer por 100 hepatdcitos; logurte 3: 59,92 + 5,2 células de
Kiipffer por 100 hepatdcitos; logurte 5: 63,95 + 9,27 células de Kiipffer por 100 hepatdcitos e
logurte 6: 48,41 + 0,92 células de Kiipffer por 100 hepatdcitos) (Grafico 5). Nos grupos

experimentais que receberam os iogurtes 1, 3 e 5, observou-se aumento das células de Kiipffer,
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em relacdo ao controle, uma vez que se apresentavam vesiculosas e hiperpldsicas, sugerindo um
aumento da atividade metabdlica. Em contrapartida, nos grupos controle e que recebeu o iogurte
6, estas células se apresentavam quiescentes e menores. As c€lulas de Kiipffer representam uma
das maiores populagdes de macréfagos teciduais, e juntamente com os neutréfilos, sdo
responsdveis pelo clareamento de bactérias da corrente sanguinea. Trabalhos demonstram um
aumento no numero de células de Kiipffer em camundongos monoassociados com L. delbrueckii
UFV H2B20 e S. boulardii comparados com camundongos isentos de germes sendo este aumento
simultdneo com o aumento do clareamento de bactérias patogénicas injetadas sistemicamente
(NEUMANN et al., 1998; RODRIGUES, et al., 2000). SILVA e colaboradores (2004) também
nao encontraram diferengas ao avaliar este parametro em camundongos monoassociados com B.

longum Bb46.
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Grifico 5 - Efeito da administragdo dos iogurtes adicionados de B. longum 5'* no nimero de
células de Kiipffer em camundongos BALB/c controle e tratados por dez dias com os diferentes
iogurtes. Os resultados estdo expressos como média do numero de células de Kiipffer/100

hepatdcitos. As barras verticais representam os desvios-padrao das médias (P>0,05).

5.10. Efeito dos iogurtes adicionados de B. longum 5'* na sobrevivéncia de camundongos

BALB/c desafiados com S. Typhimurium

Outro parametro avaliado neste trabalho foi a capacidade de os iogurtes protegerem 0s

animais contra infec¢do por S. Typhimurium. Uma dose tnica do patégeno foi administrada aos
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camundongos no 11° dia de tratamento. A sobrevivéncia pds-infec¢do foi monitorada por 20 dias.
Os animais que receberam o iogurte contendo a bifidobactéria adicionada como cultivo fresco
sem inulina apresentaram sobrevivéncia de 100%, estatisticamente diferente do grupo controle
(50%) (Gréfico 6) (P<0,05). O grupo que recebeu iogurte adicionado de cultivo fresco e inulina
ndo teve capacidade similar de sobrevivéncia. Os demais tratamentos aumentaram a

sobrevivéncia em relacdo ao controle, porém ndo houve diferenca estatisticamente comprovada.
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Grafico 6 - Andlise comparativa entre a curva de sobrevivéncia de camundongos ndo tratados
(controle) e tratados com os diferentes iogurtes e desafiados com S. Typhimurium no 11°dia.
*Indica diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle e o grupo que recebeu o

iogurte 3 (P<0,05).

Os resultados disponiveis sdo contraditérios no que diz respeito a prevengdo de infec¢ao
por Salmonella por prebidticos. Em certas circunstancias os prebiodticos inulina e FOS podem
acentuar a colonizagdo e translocacdo de S. Enteritidis em ratos (TEN BRUGGENCATE et al.,
2004). Além deste trabalho, TEN BRUGGENCATE e colaboradores (2003) mostraram que FOS
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da dieta aumentou a translocacdo de Salmonella em ratos de maneira dose dependente, enquanto
que PETERSEN e colaboradores (2009) registraram que suplementando uma dieta para roedores
com amido de milho e 10% FOS ou XOS (xilo-oligossacarideo) aumenta a translocacio de S.
Typhimurium SL1344 em camundongos. Por outro lado, hd muitos registros mostrando os efeitos
positivos da administragdo de inulina, sozinha ou com probidticos na prevengdo ou atenuagao da
infeccdo por Salmonella em modelos animais (BUDDINGTON et al., 2002; APANAVICIUS et
al., 2007; BENYACOUB et al.,, 2008; RISHI et al., 2009). Estudos adicionais sio necessarios
para determinar o papel da inulina durante o curso da infec¢do por Salmonella em modelos
animais.

HITCHINS e colaboradores (1985) demonstraram que o tratamento com iogurte pode
aumentar a taxa de sobrevivéncia de ratos infectados com S. Typhimurium. Os animais do grupo
experimental tiveram significativamente menor morbidade e melhor ganho de peso que os
animais do grupo controle apds o desafio com a bactéria patogénica. Neste estudo, a sobrevida de
100% encontrada nos animais que receberam o iogurte suplementado com o cultivo fresco da
bifidobactéria ndo pode ser atribuida ao cultivo iniciador, j& que o mesmo efeito ndao foi
observado nos demais grupos. Mesmo com a perda da viabilidade, houve uma prote¢do contra
infecc¢do por S. Typhimurium, possivelmente ocasionada, pelo menos em parte pelo aumento no
nimero de células IgA+ no intestino delgado e grosso, no momento da infeccdo. Ou ainda, as
células mortas da bifidobactéria administradas no final do experimento, podem ter exercido um
efeito imunomodulador que ndo foi observado quando esta linhagem foi submetida ao
congelamento. Existem trabalhos que enfatizam uma possivel “desvinculagdo” entre viabilidade e
funcionalidade (SAARELA et al., 2006; ADAMS, 2010) e que a verificagdo da primeira ndo é

condi¢do suficiente para o cumprimento da segunda.

5.11. Avaliacio da seguranca de B. longum 5", em camundongos NIH convencionais

Para a selecdo de uma bactéria probidtica sdo avaliadas algumas propriedades, como
funcionalidade, aspectos tecnoldgicos e seguranca. Apesar das bifidobactérias serem
reconhecidamente seguras, € importante avaliar a seguranca de candidatas a probidticos.
Infectividade e patogenicidade sdo pardmetros importantes no estudo de bactérias probidticas

(ZHOU et al., 2000; BARRENETXE er al., 2006). Por isso, neste trabalho avaliou-se se o
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tratamento com B. longum 5'* promove alteracdes no indice hepdtico e esplénico, ganho de peso
e ainda, na mucosa intestinal de camundongos NIH convencionais.

Em relacdo ao ganho de peso, o tratamento por dez dias com a bifidobactéria ndo
provocou mudancas neste parametro (Controle: 7,99+2,18 g e Experimental: 7,75+1,46 g;
P>0,05). Um exame macroscopico ndo revelou diferengas no aspecto das visceras entre os
grupos. Hepatomegalia e esplenomegalia sdo indicativos indiretos de infecc¢do. Pela andlise do
Grifico 7, pode-se observar que B. longum 5'* ndo provocou alteracdes nestes indices (Indice
Hepatico/Controle: 56,33+4,84 mg figado/g peso corporal; Experimental: 55,16+5,85 mg
figado/g peso corporal; Indice Esplénico/Controle: 5,83+1,15 mg bago/g peso corporal;
Experimental: 5,58+0,72 mg bago/g peso corporal; P>0,05).
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Grifico 7 - Indice hepitico e esplénico de camundongos do grupo controle e experimental. Os
resultados estdo expressos como média do indice hepatico ou esplénico (mg 6rgdo/g peso

corporal). As barras verticais representam os desvios-padrao das médias (P>0,05).

Quanto a histologia do intestino delgado e grosso, o tratamento com a bifidobactéria nao
provocou lesdes no ileo e colon (Figura 1). O grupo controle apresentou aspecto habitual, sem

alteracOes da parede intestinal em todas as suas camadas, mucosa integra com vilosidades de
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aspecto e tamanho preservado, sem alteracdes da celularidade das criptas e superficie (Figuras 1A
e B). Os fragmentos intestinais correspondentes ao ileo do grupo tratado com a bifidobactéria
apresentaram-se com discretas alteracOes degenerativas na superficie do epitélio do ileo de alguns
animais (Figura 1C), no entanto sem presenca de edema na ladmina prépria ou aumento da
celularidade da mucosa. O célon apresentou-se com a mucosa integra, sem edema ou infiltrado
inflamatério (Figura 1D). Além disso, durante todo o tratamento experimental, ndo foi observada
nenhuma alteracdo do comportamento e atividade dos animais, que apresentaram pélo brilhante
em todos os grupos experimentais tratados, bem como no grupo controle salina. Também, ndo
apresentaram diarréia ou qualquer outro sinal clinico que poderia ser atribuido ao tratamento com
os isolados. Estes resultados indicam que B. longum 5'* ndo causa nenhum efeito adverso na
saude dos camundongos quando tratados por dez dias.

Outras linhagens potencialmente probidticas apresentaram resultados similares aos aqui
descritos quando foram administradas em animais (ZHOU et al., 2000; BARRENETXE et al.,
2006). Lactobacillus rhamnosus HNOO1, L. acidophilus HNO17 e Bifidobacterium lactis HNO19
foram administrados oralmente por 4 semanas em camundongos BALB/c. Nos animais tratados
nao foram observadas altera¢des do indice hepdtico, esplénico, aspectos histoldgicos do figado,
intestino e baco e outros parametros de saide avaliados. Estes resultados atestam que o consumo
dessas linhagens bacterianas foi seguro em animais e, provavelmente, também seguro para seres

humanos (ZHOU et al., 2000).

5.12. Niveis de imunoglobulinas secretadas do tipo A (sIgA) totais e do tipo M (IgM) no

conteudo intestinal e soro, respectivamente, de camundongos NIH

Os Grificos 8 e 9 mostram a influéncia de B. longum 5'™ nos niveis de sIgA e IgM
produzidas no conteido intestinal e soro, respectivamente. Uma diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos controle e experimental foi observada nos niveis de sIgA total
(43,02426,47 ng/g de contetido intestinal de animais do grupo controle x 136,28+42,04 ug/g de
conteudo intestinal de animais do grupo experimental; P<0,05) e IgM total (63,73+15,2 ng/mL de
soro de animais do grupo controle x 75,25+14,29 upg/mL de soro de animais do grupo

experimental; P<0,05).
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Figura 1 - Fotomicrografia do ileo (A e C) e célon (B e D) de camundongos convencionais ap6s

dez dias de tratamento com B. longum 514 (CeD)ounao (A e B).

Fonte: Dados da pesquisa, 2011

Nota: O tratamento com a bifidobactéria ndo produziu lesdo, entretanto, observou-se em alguns animais alteracdes
histolégicas no f{leo, indicando uma discreta degeneragdo na superficie epitelial. Representativo de trés

animais/grupo. Coloracdo H&E, objetiva: 10x.



72

150+

1004

e e e e e e,
!

s-IgA total (ug/g de contetdo intestinal)

Controle Experimental

Grifico 8 - Niveis de sIgA total produzidas no conteido intestinal de camundongos NIH controle
e experimental. Os resultados estdo expressos como média das concentracdes de sIgA (ug/g
conteudo intestinal). As barras verticais representam os desvios-padrdo das médias. * Indica

diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle e experimental (P<0,05).
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Grafico 9 - Niveis de IgM total produzidas no soro de camundongos NIH controle e
experimental. Os resultados estdo expressos como média das concentracdes de IgM (ug/mL
soro). As barras verticais representam os desvios-padrdo das médias. * Indica diferenca

estatisticamente significativa entre o grupo controle e experimental (P<0,05).
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Um dos primeiros mecanismos de defesa contra patégenos intestinais € a producdo local
de IgA secretoria (sIgA), que representa uma barreira imunoldgica contra a adesdo de patégenos
a mucosa intestinal, ligando-se ou a superficie bacteriana e prendendo-a na camada mucosa do
epitélio intestinal, ou as moléculas da superficie bacteriana que medeiam a adesdo as células
epiteliais, prevenindo, assim, a translocacdo para 6rgdos internos. Esta imunoglobulina esta
envolvida, principalmente, em protecdo imune especifica da superficie mucosa intestinal. Ela
resiste a protedlise intraluminal e ndo ativa o sistema de complemento ou resposta inflamatoria.
Isso a faz ideal para desempenhar sua fun¢do na primeira linha de defesa, em combina¢do com os
mecanismos de defesa imunoldgicos celulares (HAJISHENGALLIS et al., 1992).

A sIgA € o isotipo de anticorpo predominante na mucosa intestinal, sendo secretada na
forma de dimero e transportada através do epitélio mucoso por uma proteina receptora de
imunoglobulinas poliméricas, também conhecida como componente secretério (CS). A ligacdo a
este componente € seguida pelo transporte através da célula epitelial pelo complexo dimero IgA-
CS, que é chamado de anticorpo IgA secretéria (ABBAS & LICHTMAN, 2005). A habilidade de
estimulacdo de produgdo de sIgA ndo € a mesma para diferentes micro-organismos, entretanto,
diversos trabalhos t€m demonstrado o aumento de sIgA apds administragdo de bactérias laticas e
bifidobactérias em camundongos monoassociados e convencionais (PERDIG()N et al., 1995;
MARTINS et al., 2009; MARTINS et al., 2010). Este aumento na producdo de IgA na mucosa
intestinal, pode ser atribuido ao aumento do nimero de células plasmédticas produtoras de IgA ou
aumento da atividade de secrecio destas células residentes na mucosa intestinal. O mecanismo de
aumento da produgdo de IgA pode ser melhor esclarecido através da contagem de células
produtoras de IgA na lamina prépria, usando para isso a marcacido de nucleos nas preparagdes

marcadas também com anti-IgA conjugado com FITC.

5.13. Perfil de citocinas regulatdrias e pro-inflamatorias em células esplénicas cultivadas em

RPMI 1640 por qPCR em Tempo Real

Para o estudo dos mecanismos imunes envolvidos pela administracdo de probidticos t€ém
sido empregadas técnicas que permitem a dosagem de mediadores da resposta imunoldgica, como
as citocinas. A maior parte do conhecimento adquirido sobre o perfil de citocinas foi obtido pela

técnica de ELISA. Entretanto, devido as limitacdes dessa técnica, alternativas para a dosagem
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desses mediadores vém sendo empregadas, como o uso da PCR quantitativa em tempo real (RT-
gPCR). O desenvolvimento da qPCR disponibilizou uma ferramenta sensivel para avaliacio
concomitante de um numero grande de citocinas em uma pequena quantidade de material
biolégico, através da quantificacio do mRNA das citocinas. Entretanto, devido aos mecanismos
de regulacdo pOs-transcricionais (controle da meia vida do mRNA no citoplasma, taxa de
traducdo, meia vida proteica, vias de exportacdo de proteinas, etc...) o mRNA permite apenas
uma estimativa do perfil de citocinas produzido em nivel proteico. Apesar da variedade de
métodos que sdo usados para quantificar a expressio de mRNA, RT-qPCR ¢ atualmente o
método mais preciso para quantificacdio de mRNA de citocinas, que s3o frequentemente
expressas em baixos niveis na célula (GIULIETTI et al., 2001).

A técnica de qPCR em tempo real permite a quantificacio da expressdo de genes
induzidos em resposta a diferentes condicoes. Esta quantificagdo pode ser feita de forma relativa,
ou seja, pela comparacdo da expressio em um grupo exposto a um estimulo (neste caso
tratamento com B. longum 5'*) com outro grupo ndo exposto, denominado grupo controle.
Objetivando uma melhor anélise dos dados optou-se pela verificacdo individual das curvas de
amplificagcdo, remog¢do dos sinais ndo especificos e o ajuste manual do limiar de deteccdo para
que os resultados fossem obtidos na faixa de amplificacdo exponencial. Definiu-se, desta
maneira, um limiar de detec¢do distinto para cada gene testado.

Para testar a eficiéncia de amplifica¢do de cada um dos genes-alvo, dilui¢des decimais de
cDNA foram testadas e os resultados da rea¢@o (dados pelo valor de Cycle Threshold, CT) foram
tabeladas para o cdlculo da equacdo de regressdo e do R% As equagdes de regressdo obtidas
mostraram boas condi¢des de amplificacdo e correlacdo positiva entre as varidveis. Todos os
iniciadores apresentaram eficiéncia entre 90 a 110%.

Os resultados dos efeitos de B. longum 5' sobre o nivel relativo de expressio génica
(nivel de mRNA) das citocinas IL4, ILS, 1IL6, IL10, IL12b, 1L17a, Ifng, Tgfbl e Tnfa foi
expresso em quantidades médias relativas de mRNA, de acordo com o método descrito por
HELLEMANS e colaboradores (2007) usando como calibrador a média dos dados de expressao
do grupo controle. O resultado do grupo experimental é mostrado como uma quantidade relativa
da expressdo do grupo calibrador que tem nivel de expressao definido como 1x. Os genes Gapdh

e Actb foram usados com seguranga para normalizacdo dos dados de expressao de citocinas, uma



75

vez que, ndo foram encontradas diferencas de expressdo relativa entre os grupos experimental e
controle.

O Gréfico 10 (A, B) corresponde o nivel de mRNA relativo (RQ) que codificam as
citocinas IL5 e Tnfa. Observa-se que o tratamento com B. longum 5'* promoveu um aumento
significativo no nivel de mRNA de IL5 e uma diminuicdo significativa no nivel de mRNA de
Tnfa. Em relacdo as demais citocinas ndo houve alteragdes significativas nos niveis de expressao

(dados nao mostrados).
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Grafico 10. Efeito de B. longum 5 ' nos niveis de mRNA para ILS (A) e Tnfa (B), em culturas
de esplendcitos. As barras verticais representam os desvios-padrdo das médias. * Indica diferenca

estatisticamente significativa entre o grupo controle e experimental (P<0,05).

As citocinas podem ser secretadas por varios tipos celulares como por exemplo
macréfagos, células dendriticas e os linfécitos. Neste trabalho, os resultados de expressdo de
citocinas observados no cultivo de esplendcitos, podem ser um indicativo da presenca da resposta
celular de linfécitos T, uma vez que o cultivo feito estimula a proliferacdo desta populacdo de
células. No entanto, o perfil de citocinas observado pode também ter sido gerado pela interagdo
com outras células presentes, como as células dendriticas e macrofagos residentes. O
recrutamento e ativacdo das células T pela presenca de antigenos, produzem um perfil de
citocinas que caracteriza o tipo de subpopulagdo (Thl/ Th2/ Th17/T..,). Nessa abordagem, o

perfil de citocinas presente pode gerar um ambiente adequado para a polarizagdo de um
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determinado tipo de célula T em detrimento do outro, favorecendo uma determinada resposta Th
ou T, (DELCENSERIE et al., 2008).

A polarizagdo de células T em células Thl ou Th2 € geralmente dependente das condi¢des
ambientais (tipo de célula dendritica, citocinas presentes, natureza e dose do antigeno encontrado
durante sua polarizacdo). As células T imaturas podem passar através de um estdgio transitorio
(ThO) durante a ativagdo. A diferenciagdo de células Thl requer Infg enquanto o
desenvolvimento de Th2 requer 1L4 (DELCENSERIE et al., 2008). Os fatores envolvidos nas
respostas imunes Thl tem impacto negativo sobre a diferenciacdo de Th2 e vice-versa
(MURPHY & REINER, 2002). Outras citocinas estdo associadas a respostas Th1 (IL2 e Tnfa) ou
Th2 (ILS, IL6, IL9, IL10), mas sua produc@o ndo € necessariamente caracteristica de Thl ou Th2
(COFFMAN et al., 1989; LEONARD, 2003). Nos ultimos anos, porém, outras subpopulacdes de
células T tém sido descritas e sua importancia para a resposta imune vem sendo compreendida. A
célula Th17 € um tipo de subpopulacdo de células T que é caracterizado pela secrecdo de IL17,
produzida através da estimulacdo por Tgfbl e IL6 (BETTELLI et al., 2006; HARRINGTON et
al., 2006).

MENARD e colaboradores (2008) avaliaram o impacto de dez linhagens de
Bifidobacterium spp. no balango Th1/Th2 em animais isentos de germes. Os niveis das citocinas
pré-inflamatérias (resposta Thl) Tnfa e Ifng, em culturas de esplendcitos, estimuladas com
concanavalina A, foram aumentados significativamente, com a monoassociacdo de trés e cinco
linhagens de Bifidobacterium spp., respectivamente. Na resposta Th2, houve também um
aumento na secre¢do de IL4 com a monoassociagdo de cinco linhagens e, para a citocina
regulatoria IL10, duas linhagens foram capazes de estimular a secrecdo desta citocina. Algumas
linhagens exibiram perfis de resposta Thl e Th2 simultaneamente, enquanto que outras
apresentaram uma resposta polarizada para Th1 ou Th2.

Outros trabalhos também demonstraram um aumento nos niveis de Ifng em células de
baco de camundongos tratados com B. lactis e estimuladas com concanavalina A (GILL et al.,
2000). Algumas linhagens induzem significativamente maiores secre¢des de citocinas pro-
inflamatdrias enquanto que outras modulam negativamente a resposta inflamatéria (HE et al,
2002). Peptideoglicanos sdo os principais componentes da parede celular de Gram positivo e sao
conhecidos induzir citocinas pro-inflamatérias. Alguns estudos indicam que a parede celular de

diferentes linhagens de mesma espécie causam diferentes respostas pré-inflamatdrias por causa
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das diferencas na composicdo do peptideoglicano. Portanto, a determinacdo da orientacdo da
resposta (Thl ou Th2) € linhagem especifica (ZHANG et al., 2001; SILVA et al, 2004;
MENARD et al., 2008).

Um balango adequado entre as respostas pro-inflamatorias e regulatdrias € importante
para a manuten¢do da saide (LEE & MAZMANIAN, 2010). Assim, a suplementacdo com
probidticos pode corrigir a disbiose e restaurar a homeostase intestinal através dos mecanismos
imunomodulatérios induzidos por essas bactérias (REID et al, 2011). O perfil de citocinas
induzido por B. longum 5 no bago de camundongos NIH gera condigdo para producio de

respostas do tipo Th2, j4 que foi aumentada a expressao de IL5 e diminuicdo de Tnfa.

5.14. Analise da sobrevivéncia e desenvolvimento ponderal de camundongos NIH tratados

ou nao com B. longum 5 14 e desafiados com S. Typhimurium

Para avaliar o efeito que B. longum 51A, sem estar veiculado a uma matriz alimentar,
provocaria no hospedeiro quando seu ecossistema intestinal fosse desafiado, foi determinada a
mortalidade por S. Typhimurium. Além disso, o desempenho ponderal dos animais também foi
registrado. O Grifico 11 ilustra a mortalidade acumulada dos camundongos, tratados ou nao com
B. longum 5", no periodo de 22 dias apés o desafio com S. Typhimurium. Como pode ser
observado, ndo houve diferenca do grupo tratado em relacido ao grupo controle pelo Teste exato
de Fisher (P>0,05). Para avaliar se houve diferenca ao longo da curva de sobrevivéncia entre o
grupo controle e os experimentais, os resultados foram também submetidos a andlise pelo Teste
Log Rank Survival e, também ndo foi observada diferenca no tempo de morte dos animais
quando comparado o grupo controle (P>0,05).

Quanto a morbidade observamos que ndo houve diferenca significativa no ganho de peso
entre os animais do grupo controle e os animais do grupo tratado com a bifidobactéria (Apds 8
dias/Controle: 7,37+1,4 e Experimental: 7,18+1,31; apds 16 dias/Controle: 9,36+2,13 e
Experimental: 9,14£1,93; ap6s 24 dias/Controle: 9,78+3,4 e Experimental: 7,16£3,68; apés 32
dias/Controle: 12,99+1,49 e Experimental: 7,66+4,65; P>0,05) (Gréfico 12).
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Grafico 11 - Andlise comparativa entre a curva de sobrevivéncia de camundongos nio tratados
(controle) e tratados com B. longum 5 1A (experimental) e desafiados com Salmonella

Typhimurium no 11° dia (P>0,05).
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Grafico 12 - Ganho de peso (g) de camundongos ndo tratados (controle) e tratados com B.
longum 5'* (experimental) e desafiados com Salmonella Typhimurium no 11° dia. Os resultados
estdo expressos como média dos animais sobreviventes. As barras verticais indicam os desvios-

padrao das médias (P>0,05).
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Os animais manifestaram a doenga dentro de seis a nove dias apds o desafio, sendo que as
mortes comecaram no nono dia apos o desafio. Todos os animais desafiados, tratados ou ndo com
a bifidobactéria apresentaram mudanca de comportamento, tornando-se menos ativos e
apresentando arrepiamento dos pélos do corpo e perda do seu brilho natural. Portanto, pode-se
concluir que a dose de 10* UFC de Salmonella foi suficiente para produzir os sintomas
associados ao modelo de salmonelose em animais convencionais da linhagem NIH com 4
semanas de idade. A observag¢do de micro-abcessos na superficie do figado que possuia também
cor mais opaca sdo sinais condizentes com a transloca¢do bacteriana presente no modelo de
desafio com Salmonella (MITTRUCKER & KAUFMANN, 2000). A Salmonella causa mudanca
na permeabilidade intestinal, principalmente devido altera¢des na estrutura do epitélio intestinal e
mudanca na arquitetura tecidual deste 6rgao (SANTOS et al., 2001), confirmadas neste trabalho

pelas andlises de cortes histoldgicos do ileo e c6lon.

MARTINS e colaboradores (2010) mostraram um efeito protetor em camundongos
monoassociados com B. lactis (Bifido B) e desafiados com S. Typhimurium. Neste trabalho,
observou-se reducdo do nimero fecal de Salmonella e diminuicao da taxa de mortalidade. SILVA
e colaboradores (2004) também mostraram um efeito protetor de B. longum Bb46 contra este
patégeno. Entretanto, a protecao foi conferida por outro mecanismo diferente de um antagonismo
in vivo conforme demonstrado por MARTINS e colaboradores (2010). Sugere-se que ocorra uma
modulagao da resposta inflamatoria.

Estes resultados sdo contraditérios ao que foi encontrado quando esta mesma linhagem foi
incorporada ao iogurte. Mesmo perdendo a viabilidade ela foi capaz de proteger camundongos
BALB/c da infeccio por S. Typhimurium. Entretanto, o mesmo ndo ocorre quando ¢é
administrada na forma de cultivo fresco, como células vidveis. Dentre as varidveis presentes em
ambos experimentos tem-se: ragas diferentes de camundongos (Swiss NIH x BALB/c),
diferencas na idade dos animais (3 semanas x 5-6 semanas), dose infectiva (104 UFC/animal x
10° UFC/animal) e sexo dos animais (ambos os sexos x machos), além das diferencas no veiculo
(salina 0,9% x iogurte) e viabilidade da bifidobactéria. Entretanto, foi avaliada a influéncia nos
niveis de sIgA no conteddo intestinal apds igual periodo de tratamento e, estes resultados
correponderam aqueles encontrados com os iogurtes suplementados com a bifidobactéria

(estimulagdo das células produtoras de I[gA+ nos intestinos delgado e grosso).
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5.15. Andlise da cinética de producao de sIgA e IgM totais no conteddo intestinal e soro,
respectivamente, de camundongos NIH tratados ou niio com B. longum 5 '* e desafiados

com S. Typhimurium

Neste estudo, houve uma diferencga significativa na producdo de sIgA total entre os grupos
apos 3 e 6 dias de infec¢do por S. Typhimurium (P<0,05) (Ap6s 1 dia de infec¢do/Controle:
170,5+65,56 pg/g conteddo intestinal e Experimental: 251,73+35,84 ug/g conteudo intestinal;
apos 3 dias de infeccdo/Controle: 226,72+63,97 pg/g conteido intestinal e Experimental:
445,95+79,87 ug/g conteudo intestinal; apos 6 dias de infec¢ao/Controle: 551,24+120,49 ug/g
conteddo intestinal e Experimental: 373,68+107,06 pug/g conteido intestinal; apés 9 dias de
infeccdo/Controle: 302,44+100,48 nug/g conteudo intestinal e Experimental: 181,39+31,56 pg/g
contedido intestinal) (Gréafico 13). No inicio da infec¢do, o tratamento com B. longum 54,
promoveu um aumento nestes niveis, enquanto que apds seis dias, os animais do grupo controle
apresentaram concentragdes maiores desta imunoglobulina no conteddo intestinal.

Em relacdo as concentracoes de IgM no soro dos animais, ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) entre os grupos em nenhum tempo de infeccio (Apdés 1 dia de
infeccao/Controle: 90,9549,27 ug/mL de soro e Experimental: 110,75£11,94 pg/mL de soro;
ap6s 3 dias de infec¢do/Controle: 97,77£10,49 ng/mL de soro e Experimental: 93,95+22.45
ug/mL de soro; apds 6 dias de infeccdo/Controle: 114,93+40,05 ng/mL de soro e Experimental:
131,33+45,98 pg/mL de soro; apos 9 dias de infeccao/Controle: 80,6+34,75 ug/mL de soro e
Experimental: 129,17+64,58 ug/mL de soro) (Grafico 13).

A sIgA atua logo no inicio da infeccdo, desta forma, é importante ter um estimulo de sua
producdo nos primeiros dias para tentar bloquear a invasio da salmonela pelo epitélio. A injecdo
de hibridomas de células B produtoras de IgA anti-Salmonella preveniu a infeccdo oral de
camundongos (MICHETTI et al., 1992). A protecdo contra a infeccdo provavelmente foi mediada
pela inibicdo da adesdo bacteriana em células M e enterdcitos, que € vital para o sucesso da
penetracdo bacteriana (MICHETTI ez al., 1994). Apds nove dias de infecg@o, outros mecanismos
provavelmente estdo envolvidos em conjunto com a resposta local no intestino.

Observou-se um aumento dos indices hepaticos e esplénicos no decorrer da infec¢do em
ambos os grupos (Tabela 7), entretanto, nao houve diferenga estatistica entre os grupos (P>0,05).

O aumento dos valores de indice esplénico pode ser relacionado com a elevacdo do niimero de
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esplendcitos, na tentativa de aumentar a resposta imune para controlar a infec¢io, e nao apenas
como resultado do aumento do volume do fluido ou do tecido conectivo desse Orgdo

(HILBURGER et al., 1997).
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Grafico 13 - Niveis de sIgA total produzidas no conteudo intestinal de camundongos NIH
controle e experimental. Os resultados estdo expressos como média das concentragdes de sIgA

(ug/g conteudo intestinal). As barras verticais representam os desvios-padrio das médias. *

Indica diferenca estatisticamente sgnificativa entre o grupo controle e experimental (P<0,05).

Tabela 7 - Indice hepitico e esplénico de camundongos do grupo experimental e controle

Dias pds infecgdo Indice Hepatico Indice Esplénico
Controle Experimental Controle Experimental
1 48,8+5,5 50,1+4,21 5,1+0,3 5,340,5
3 51,39+5,7 44,3+0,7 5,4+0,8 4,5+0,6
6 51,9+6,8 62,8+11,9 5,9+1,2 7,79+1,6
9 73,3+33,7 85,8+28,13 10,1£6,3 12,5+7.8

Fonte: Dados da pesquisa, 2011
Nota: Os resultados estdo expressos como: peso 6rgéo (mg)/peso corporal (g) (P>0,05).
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5.16. Analise histologica

O material histolégico do ileo, c6lon e figado corado por H&E dos animais de cada grupo
foi muito homogéneo permitindo representar os grupos pelas fotomicrografias aqui descritas. As

andlises histologicas foram feitas em amostras coletadas apos nove dias de infec¢ao.

Ileo: Os rocamboles representativos da parede intestinal de todos os animais do grupo nio tratado
com bifidobactéria e infectado com Salmonella mostraram lesdes discretas, inespecificas
segmentares, distribuidas irregularmente ao longo da parede, caracterizadas por presenca de areas
de encurtamento e alargamento das vilosidades, bem como pequenas dreas de erosdo superficial.
Observaram-se sinais de regeneragdo epitelial, com hipercromasia nuclear na regido das criptas e
alteracdes reacionais do epitélio. Areas de lesdo foram intercaladas com dreas sem alteracdes
significativas da mucosa. A parede muscular apresentou edema significativo, e o aspecto
panoramico das lesdes permitiu identificar dreas com perda da arquitetura sugestivas de
fendmenos isquémicos (Figuras 2A e B). No grupo tratado com a bifidobactéria, houve
preservacgdo intestinal sendo o aspecto da mucosa pouco comprometido em compara¢do com as
amostras ndo tratadas. A parede muscular estava integra e continua em todas as amostras deste
grupo (Figuras 2C e D). Em ambos os grupos desafiados a celularidade da mucosa e o edema da

lamina propria ndo foram aspectos proeminentes neste tempo.

Cdlon: A estrutura do c6lon apds nove dias de infec¢do por Salmonella apresentou poucas
alteracOes significativas. Assim como ocorreu no ileo, embora a arquitetura esteja preservada, em
vdrias regioes observa-se erosdo epitelial evidente, alteracOes reacionais das criptas glandulares,
aumento da celularidade intraepitelial, resultando em irregularidade na altura da mucosa, bem
como visiveis alteracdes degenerativas do epitélio com auséncia de diferenciacdo mucosecretora.
Observa-se aumento da celularidade e edema da lamina prépria e dreas de espessamento da
parede muscular intestinal também devido a edema e congestdo. Na submucosa ha edema intenso
e infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear (Figura 3A e B). No grupo tratado com
bifidobactéria os colons apresentaram evidéncias muito discretas de lesdo, com nitida prote¢ao da
barreira epitelial intestinal, auséncia de reatividade vascular e edema muito discretos da lamina

prépria/submucosa discreta lesdo da mucosa, entretanto, edema da lamina prépria de menor grau
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que aquele observado no grupo controle, assim como menor incidéncia de infiltrados

inflamatérios (Figuras 3C e D).

Figura 2 - Fotomicrografia do intestino delgado (ileo) de camundongos convencionais nao

tratados (A e B) e tratados com B. longum 514 (C e D), ap6s nove dias de infec¢d@o por salmonela.
Fonte: Dados da pesquisa, 2011

Nota: Notar as dreas de desnudamento da mucosa (destaque em A, e setas em B), com perda significativa do
revestimento epitelial e sinais de isquemia no grupo ndo tratado e desafiado com salmonela (A e B). No grupo
tratado, observa-se melhor preservacdo das vilosidades (setas) e da parede muscular quando comparado com o grupo

ndo tratado. Representativo de quatro animais/grupo. Coloragdo H&E, objetiva: 4x (A e C), 10x (B e D).
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Figura 3 - Fotomicrografia do intestino grosso (célon) de camundongos convencionais nao

tratados (A e B) e tratados com B. longum 514

(C e D), ap6s nove dias de infec¢do por salmonela.
Fonte: Dados da pesquisa, 2011

Nota: Notar as dreas de erosdo superficial, com diminui¢do segmentar da espessura da mucosa (setas longas), e
significativas alteracdes da arquitetura glandular no grupo néo tratado e desafiado com salmonela (A e B). No grupo
tratado, ha preservacdo das glandulas intestinais cujo epitélio hipercromético denota atividade regenerativa
aumentada. H4 presenca de células mucosecretoras bem diferenciadas, o que nio se observa no grupo ndo tratado.

Representativo de quatro animais/grupo. Coloracdo H&E, objetiva: 4x (A e C), 10x (B e D).
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Figado: Observou-se nos animais desafiados e ndo tratados a presenga de sinais indiretos de
translocacdo bacteriana caracterizados por focos de infiltrado inflamatdrio, degeneragdo e necrose
de pequenos grupos de hepatdcitos distribuidos difusamente no parénquima tanto em areas
periportais como centrolobulares (Figuras 4A e 4B). Ha degeneracdo hialina de hepatdcitos
proximos aos focos de inflamag¢do com neutréfilos e células mononucleares. O aspecto
panoramico dos figados dos animais tratados com a bifidobactéria mostra melhor preservacio do
parénquima hepdtico, e embora sejam visiveis os focos inflamatérios com predominio de
mononucleares, as repercussdes degenerativas nos hepatdcitos foram discretas (Figuras 18C e D).

De um modo geral, o tratamento com a bifidobactéria conferiu uma discreta prote¢cdo no
intestino delgado e grosso. No figado, esta protecdo torna-se mais evidentemente caracterizada
por uma preservacdo do parénquima tecidual mesmo na vigéncia de focos de inflamacao.
Podemos propor que o nosso modelo de infec¢do por salmonela induz altera¢des locais (no
intestino) e sistémicas (aqui representadas pelo figado). A protecdo conferida pelo probidtico
testado aqui, parece conferir alguma protecdo ao intestino, bem como uma protecdo ao
parénquima hepatico. O intestino grosso apresenta sinais de integridade que sao compativeis com
maior capacidade regenerativa, que se especula ser induzida pelo probidtico.

O aumento observado no indice hepéatico dos animais desafiados com salmonela, tratados
ou ndo com a bifidobactéria pode ser explicado pela andlise histoldgica do figado onde foi
detectado infiltrados inflamatdrios. Em adi¢do a esses achados, alteracdes da arquitetura do
intestino observadas em cortes do ileo estd de acordo com o padrdo esperado para animais
infectados com Salmonella. A preservagdo da arquitetura do célon observada nos animais estd de
acordo com dados anteriores, nosquais foi relatado que Salmonella enteritidis ataca
preferencialmente o ileo terminal com menor extensdo de dano observada no célon (WELTON et

al., 2008; DE LEBLANC et al., 2010).
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Figura 4 - Fotomicrografia do figado de camundongos convencionais ndo tratados (A e B) e
tratados com B. longum 5'* (C e D), apés nove dias de infeccdo por salmonela.

Fonte: Dados da pesquisa, 2011
Nota: Notar os focos de infiltrado mais visiveis nos locais em destaque. Representativo de quatro animais/grupo.

Coloracdo H&E, objetiva: 4x (A e C), 10x (B e D).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos podem ser resumidos como a seguir:

- Bifidobacterium longum 54 apresentou as melhores caracteristicas tecnoldgicas, teve um maior
espectro de inibicdo de patégenos, e foi sensivel a todos os antimicrobianos testados, exceto a
neomicina.

- Bifidobacterium longum 5'*, instalou-se rapidamente no trato gastrintestinal de camundongos
isentos de germes, atingindo altos niveis populacionais nas fezes.

- A incorporacgio de B. longum 5'* em iogurtes ndo resultou em um alimento funcional estdvel
quanto a viabilidade e a resisténcia gdstrica, entretanto, promoveu a proliferacdo de células IgA+
no intestino delgado e grosso e protecao frente a infeccao por S. Typhimurium, mas ndo alterou o
numero de células de Kiipffer no figado.

- O tratamento com a bifidobactéria ndo causou alteragdes histolégicas nos intestinos, estimulou a
producdo de sIgA e IgM no soro, além de induzir aumento na expressdao das citocinas IL5, e
diminuicdo da expressdo de Tnfa em culturas de esplendcitos.

- O tratamento com a bifidobactéria ndo aumentou a sobrevivéncia de camundongos desafiados
com S. Typhimurium, assim como também ndo conferiu melhoria nos aspectos de morbidade.

- Ap6s trés dias de desafio com S. Typhimurium, B. longum 5'* exerce um efeito local,
estimulando a producdo de sIgA no contetido intestinal, entretanto, ndo exerceu efeito na
producao sistémica de IgM.

- Apos nove dias de infec¢do, em nivel histoldgico, o tratamento com a bifidobactéria conferiu
uma prote¢do nos intestinos contra S. Typhimurim e, no figado, um efeito protetor discreto.

Os resultados resumidos acima demonstram que, entre as amostras fecais humanas de
Bifidobacterium spp. avaliadas, B. longum 5 tem o melhor potencial para ser usada como
probidtico em alimento funcional, pelas anélises tecnoldgicas, de seguranca e funcionais feitas in
vitro. O tipo de processamento da cultura de bifidobactéria exerce uma influéncia na
funcionalidade, uma vez que a incorporacdo do cultivo fresco ao iogurte conferiu uma protecdo
apos infeccdo induzida e estimulou a resposta imune local. Entretanto, € necessario uma melhor
compreensao dos mecanismos de a¢dao envolvidos nos efeitos benéficos para otimizacido do seu

uso.
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