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1. INTRODUCAO

O papel de uma alimentacdo saudavel na manutencdo da saude tem
despertado interesse dos consumidores e da comunidade cientifica, 0 que vem
estimulando inimeros estudos com o intuito de comprovar a atuacdo de
componentes bioativos na reducédo e prevencéo de riscos de certas doencas
(BADARO, et al., 2008), como os probioticos. Probidticos podem ser definidos
como micro-organismos vivos que, quando ingeridos em quantidades
adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro (FAO-WHO, 2002),
dentre eles: controle da microbiota intestinal; estabilizacdo da microbiota
intestinal apds o uso de antibibticos; promoc¢do da resisténcia gastrointestinal a
colonizacdo por patdgenos; promocao da digestdo da lactose em individuos
intolerantes a lactose; estimulacao do sistema imune, entre outros (SAAD, 2006).

Outro beneficio importante associado aos probioticos refere-se a atividade
antioxidante. Essa atividade vem sendo investigada pela contribuicdo que pode
proporcionar na inibicdo da oxidacdo dos alimentos, bem como pela prevencao
ou inibicdo dos danos oxidativos provocados aos organismos Vvivos pela
producdo de radicais livres como reportados por SHOKRYAZDAN; TZANG e
FARDET (2017).

A geracdo de radicais livres constitui, por exceléncia, um processo continuo
e fisioldgico, cumprindo fungBes bioldgicas relevantes. Sua producdo, em
propor¢cdes adequadas, possibilita a geracdo de ATP (energia), por meio da
cadeia transportadora de elétrons; fertilizacdo do 6vulo; ativacdo de genes; e
participacdo de mecanismos de defesa durante o processo de infec¢cao. Porém,
a producédo excessiva pode conduzir a danos oxidativos (BARBOSA, 2010). O
estresse oxidativo tem sido definido como um distarbio no estado de equilibrio,
no sistema de pré-oxidantes e antioxidantes, nas células intactas (JORDAO,
1998).

Tendo isto em vista, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar se os
probidticos Bacillus Toyonensis e Saccharomyces boulardii, além de
apresentarem o0s efeitos benéficos ja comprovados como probioticos,
apresentam efeitos de defesa aos radicais livres, exercendo o mecanismo
antioxidante nos orgédos: cérebro, rins e figado, em testes utilizando o modelo
animal camundongo Swiss.

2. METODOLOGIA

ANIMAIS
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Camundongos Swiss machos, com 60 a 75 dias, pesando entre 25 e 30 g
foram mantidos no Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
a temperatura de 22 a 25°C, em ciclos de 12 h de claro/escuro. Os animais
tinham acesso livre a agua e comida e eram mantidos em gaiolas separadas com
3 a 5 animais/gaiola, totalizando 28 animais. Este estudo foi aprovado pela
Comisséo de Etica em Experimentacéo Animal da UFPel (processo 9031-2013).

PRODUCAO DOS PROBIOTICOS

As cepas de B. toyonensis e S. boulardii utilizadas durante o experimento
foram cedidas pelo Laboratério de Imunologia Aplicada, do Centro de
Desenvolvimento Tecnologico da UFPel.

As bactérias liofilizadas de B. toyonensis foram cultivadas em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) por 16 a 18 h a 37°C, sobre agitacao de 200 rpm em agitador
orbital. In6culo de 700mL foi adicionado a 7L de caldo NYSM e o cultivo foi
incubado em biorreator (Bioflo 110 New Brunswick Scientific, NJ, USA) a 37°C,
500 rpm e 1 vwm de ar por 48 h. Ao final deste periodo, a temperatura e agitacao
foram desligados. O suprimento de ar foi mantido para fermentacdo por 72 h.
Apés o periodo de fermentacao, as células foram centrifugadas a 4000 g por 15
min, sob refrigeracédo de 4°C, lavadas com solucéo salina 0,9% (NaCl 0,9%) e
concentradas 10x. As celulas foram aquecidas a 80°C por 15 min para eliminar
as formas vegetativas do Bacillus. A contagem de células viaveis foi realizada
por meio de plagueamento de diluicbes seriadas decimais em agar BHI, apds
incubacédo a 37°C por 24 h.

As leveduras liofilizadas de S. boulardii foram suspensas em salina e
plagueadas em agar contendo extrato de levedura, peptona e dextrose YPD e
as placas foram incubadas por 42 h a 28°C. Ap6s incubacdo, 50 uL de
suspensao contendo de 3 a 5 colbnias foram adicionados a 70 mL de caldo YPD
e incubados a 28°C, por 24 h, sob agitacdo de 200 rpm em agitador orbital.
Entdo, 70 mL do in6culo foi adicionado a 700 mL de caldo YPD e o cultivo
novamente incubado sob os mesmos parametros por mais 24 h. A fermentacao
ocorreu em New Brunswick (New Brunswick Scientific, NJ, USA). Foram
utilizados 7 L de meio YPD suplementado com glicerol 15 g.L, previamente
autoclavados a 121°C por 45 min, sendo que 10% do volume foi de in6culo. A
fermentacdo ocorreu a 28°C por 24 h sob condi¢bes controladas. Apls a
fermentacao, as células foram recuperadas por centrifugacdo a 4000 g por 15
min e concentradas a um volume de 700 mL em solucao salina 0,9% estéril sob
refrigeracdo. A concentracdo foi determinada por diluicdo seriada decimal em
solucdo salina 0,9% e contagem em placas contendo agar YPD (UFC.mL™).

PREPARACAO DA RAGCAO CONTENDO PROBIOTICO

Foi utilizada racdo comercial Nuvilab (Sogorb Industria e Comércio Ltda) do
Biotério Central da UFPel como base e os probiéticos S. boulardii (10° UFC.g?)
e/ou os esporos viaveis de B. toyonensis (108 UFC.g?) foram adicionados. A
preparacao foi peletizada e mantida em forno com circulacao forcada de ar por
aproximadamente 24 h a 40°C. Apos, a dieta foi mantida em temperatura
ambiente até o uso e a cada 15 dias foi realizada quantificacdo de micro-
organismos (UFC.g?) para verificar a viabilidade e estabilidade.

EFEITO DOS PROBIOTICOS, INDIVIDUALMENTE E EM CONJUNTO,
EM BIOMARCADOR DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CAMUNDONGOS
SWISS POR 60 DIAS

Os camundongos foram separados em quatro grupos: controle (n=7, grupo

controle recebendo dieta sem adi¢do de probidticos), S.b. (n=7, grupo recebendo
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dieta contendo 10° UFC por g de S. boulardii), B.T. (n=7, grupo recebendo dieta
contendo 108 UFC por g de B. toyonensis) e S.b. + B.T. (n=7, grupo recebendo
dieta contendo os dois probioticos). O experimento durou 60 dias.
PREPARACAO DOS TECIDOS
Os animais foram anestesiados e eutanasiados e o figado, os rins e 0
cérebro foram rapidamente removidos, pesados e homogeneizados em 50 mM
de Tris/HCI, pH 7,4 (1/10, w/v). Os tecidos homogeneizados foram centrifugados
a 4000 g, por 10 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para o teste de espécias
reativas ao acido barbittrico (TBARS).
ATIVIDADE ANTIOXIDATIVA
Os niveis de TBARS foram determinados como descrito por OHKAWA
(1979) nos tecidos do figado, dos rins e do cérebro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta os resultados do efeito de S. boulardii e B. toyonensis,
individualmente e em associagdo, nos niveis de TBARS nos rins de
camundongos Swiss. O grupo que recebeu a dieta contendo B.T., administrado
individualmente, apresentou niveis menores de peroxidacdo lipidica quando
comparado ao grupo controle (p<0,0001) e ao grupo S.b. (p<0,005). A
associagao dos proébioticos diminuiu a peroxidacgéao lipidica comparado ao grupo
controle (p<0,05). No figado e no cérebro dos camundongos, ndo houve
diferenca estatistica nos niveis de TBARS.
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Figura 1: Efeito de S. boulardii e B. toyonensis, individualmente e em
conjunto, na avaliagdo dos niveis de espécies reativas ao acido barbitdrico
(TBARS) nos rins de camundongos swiss.

Os mecanismos pelos quais o B. toyonensis é capaz de reduzir a
peroxidacao lipidica ainda néo foi elucidado, mas é possivel visualizar, de acordo
com esse estudo, que mesmo em uma baixa concentracdo de células
esporuladas (108 UFC.g?) foi capaz de demonstrar beneficios em comparacéo
com outros estudos, como os demonstrados por CALCINARO (2005); PARK
(2013) e CHEN (2014).
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Mesmo que o mecanismo ainda ndo seja explicado, probidticos tem sido
reportados por melhorar a absorcéao de antioxidantes e reduzir as concentracdes
lipidicas no periodo pés-prandial, acdes diretamente relacionadas com o
estresse oxidativo (MIKELSAAR, 2009).

4. CONCLUSOES

B. toyonensis € capaz de proteger o rim contra situacdes de extresse
oxidativo, visto que reduziu a peroxidacao lipidica neste 6rgao, fato observado
através da reducéo dos niveis de TBARS.
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