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1. INTRODUCAO

A microbiota intestinal, quando saudavel e equilibrada, regula as func¢des
fisiologicas, prové fatores de crescimento, protege contra infeccdes e estimula o
sistema imunologico (SAAD et al., 2006; SANTOS & VARAVALLO, 2011). E os
probidticos estabelecem-se como um suplemento, composto por agente
microbiano vivo que age beneficamente no hospedeiro, melhorando o balancgo
microbiano do intestino de forma preventiva e/ou curativa (ANVISA, 2002). Efeitos
positivos na produtividade, conversdo alimentar e eficiéncia alimentar, tém sido
constatados com o uso desses micro-organismos (CHIQUIERI et al., 2007; GIL
DE LOS SANTOS et al., 2012; GABOARDI et al., 2016).

A avaliacdo das contagens hematimétricas em animais € um método
indireto para determinacéo da eficiéncia destes promotores de crescimento, tanto
para estabelecer a resposta imunoldgica, quanto para analisar o metabolismo
proteico e energético (JAIN, 1993; GONZALEZ, 1997; CHIQUIERI et al., 2007).

Segundo MARTINS et al. (2005), por ndo serem inibidas pelos fatores
antimicrobianos, a suplementacdo com leveduras apresenta-se vantajosa. E
estudos com a levedura Pichia pastoris tem sido realizados em aves para
avaliacdo do seu potencial probidtico, tendo em vista que esta apresenta
expressiva capacidade de desenvolvimento em meios de cultura simples, a partir
de residuos de baixo custo (CELIK et al. 2008; GIL DE LOS SANTOS et al., 2012;
FRANCA et al, 2015; GABOARDI et al., 2016). Com base no exposto, o0 objetivo
do estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo com P. pastoris sobre o
hemograma de camundongos Swiss saudaveis.

2. METODOLOGIA

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) sob o n° 23110.006974/2015-40,
teve duracdo de 17 dias e utilizou 30 camundongos Swiss machos, com 28 dias
de idade. Os animais foram divididos em dois grupos: grupo suplementado com P.
pastoris (PP); e grupo néo suplementado, controle (C).

A levedura P. pastoris (X-33), suspensa em glicerol a 80% e armazenada a
-20° C, foi cultivada em 1,4 L de caldo Yeast Malt (YM) e incubada por 72 h a
28°C sob agitagdo de 200 rpm em agitador orbital. Apds, as ceélulas foram
recuperadas por centrifugacao a 5000 g por 15 minutos a 4°C e o pellet celular foi
lavado duas vezes em solucgéo salina (NaCl 0,9%). Concentrou-se o cultivo a um
volume de 300 mL em solucéo salina 0,9% estéril e, 0 mesmo foi armazenado sob
refrigeracdo durante todo o periodo do estudo. A concentracdo de P. pastoris
(expressa em UFC/mL) foi determinada por meio de diluicdo seriada decimal em
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solucdo salina 0,9% estéril e contagens em placas contendo Agar YM, apos
incubacéo das placas a 37°C por 24 h.
No grupo PP, os animais foram suplementados diariamente por gavagem
contendo 10® UFC da levedura/animal e, no grupo C, os animais receberam
gavagem com solucdo salina no intuito de gerar o mesmo nivel de estresse. No
17° dia foi realizada a eutanéasia, onde os camundongos foram anestesiados com
isoflurano e submetidos ao procedimento de exsanguinacdo por puncéo cardiaca,
seguindo os principios éticos estabelecidos pelo COBEA (DOU, 2016). Foi
efetuada coleta de sangue de todos os animais ao final do estudo, para realizacao
do hemograma completo em laboratorio de andlises clinicas especializado.

As andlises estatisticas foram realizadas no programa Graphpad Prism 6.0
atraves do teste: Two-way Anova, considerando-se o nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias e desvio padrdo do eritrograma podem ser observados na
Tabela 1.

Tabela 1: Médias * desvio padrdo do hemograma de camundongos Swiss
machos saudaveis, suplementados diariamente por gavagem por 17 dias com 10°
UFC/animal de P. pastoris (PP); ndo suplementados, controle (C) e valores de
referéncia (n=29).

Médias dos valores encontrados nos grupos
(x desvio padrdao)

Hemograma Controle PP Valgr d.eﬁ
referéncia
Leucdcitos (cels/mm?®) 2010+880 3238+604* 1900-7000
Neutrofilos (cels/mm?) 1924111 197469 200-800
Linfécitos (cels/mm?®) 1758+734 2901+547*  1000-3100
Plaquetas (x10°/mm?®) 9114+2309 10535+457 3150-7580
Hemacias (x10° cels/mm?) 9,3620,40 9,31+0,15* 5,2-10,4
Hemoglobina (g/dL) 14,70+0,63 14,65+0,18* 11,1-14,8
Hematdcrito (%) 48,69+1,93 50,23+0,54** 32,1-46,5
VCM (fL) 52,03+1,68 53,98+1,24 42,2-58,5
CHCM (%) 30,20+0,69 29,18+0,43 28,4-38,5

" p<0,05 (Anova); ~ p<0,01 (Anova); ® Santos et al. (2016).

De acordo com SANTOS et al. (2016), os valores de hemaécias,
hemoglobina, VCM e CHCM encontravam-se dentro da faixa de normalidade.
Entretanto, foram observados maiores valores, em ambos 0s grupos, para o
percentual do hematocrito e contagem de plaquetas, além de valores menores de
neutofilos, quando comparado ao estabelecido pela literatura.

CUNHA (2016) avaliou o leucograma de camundongos Swiss machos,
imunossuprimidos com ciclofosfamida e suplementados por 17 dias com P.
pastoris e, observou que a levedura foi capaz de aumentar os niveis séricos dos
animais suplementados em comparacdo aqueles que ndo receberam a levedura,
corroborando com o observado no presente estudo onde a contagem de
leucdcitos e linfécitos do grupo PP apresentou valores significativamente maiores.

Em estudo realizado com ratos Wistar machos, com 28 dias de idade, com
uremia induzida por acetaminofeno e suplementacdo com 10° UFC/animal de
Sporosarcina pasteurii por 21 dias, as concentracbes de hemoglobina e a
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contagem de hemacias apresentaram-se significativamente maiores do que a do
grupo urémico sem suplementacao, equivalendo-se aos niveis do grupo controle.
Foi observado ainda, um aumento estatisticamente significativo nos niveis de
hemoglobina no grupo tratado apenas com o probidtico, indicando uma acéo
positiva do S. pasteurii no sistema hematopoiético (MANDAL et al., 2013). Dados
que corroboram com o presente estudo onde as concentracdes plasmaticas de
hemacias, hemoglobina e o hematdcrito apresentaram-se significativamente
maiores no grupo suplementado com a levedura do que no ndo suplementado
(controle), acarretando alteracdes significativamente positivas entre 0s animais
gue receberam a suplementacdo com P. pastoris.

Contudo, tais resultados diferem dos obtidos por ZHOU et al. (2000) que, ao
testarem a seguranca da utilizacdo das bactérias acido laticas Lactobacillus
rhamnosus HNOO1 (10" UFC/dia), L. acidophilus HNO17 (10° UFC/dia) e
Bifidobacterium lactis HN019 (10%*° UFC/dia), através da ocorréncia de efeitos
adversos em camundongos BALB/c machos, saudaveis, com 42 dias de idade,
com suplementacéo diaria por 30 dias, ndo observaram quaisquer alteracdes nas
contagens hematimétricas de hemacias, hemoglobina, VCM, plaguetas ou outros
pardmetros hematoldgicos, encontrando-se estes, com valores similares aos
encontrados no grupo controle, indicando que as cepas, apesar de seguras, ndo
apresentam beneficios na modulagéo destes parametros.

Os autores observam gue estudos com roedores saudaveis ndo sao usuais,
sendo estes dados comumente avaliados em suinos, uma vez que, segundo
CHIQUIERI et al. (2007), a caracterizacdo destes parametros € considerada uma
forma indireta de analisar a eficacia de promotores de crescimento.

4., CONCLUSOES

Além de segura, a suplementacdo com a levedura P. pastoris mostrou-se
significativamente benéfica na promocdo do aumento dos niveis séricos de
leucécitos, linfocitos, hemécias, dosagem de hemoglobina e hematdcrito
sugerindo sua eficacia como micro-organismo promotor de crescimento.
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