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1. INTRODUCAO

Probidticos podem ser definidos como micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, proporcionam beneficios a saude do
hospedeiro (FAO, 2006), como: estimulacdo do sistema imune, controle da
microbiota intestinal; estabilizacdo e reversdo da dishiose apdés o uso de
antibioticos; promocdo da resisténcia gastrointestinal a colonizacdo por
patégenos; promocdao da digestdo da lactose em individuos intolerantes a lactose,
entre outros (SAAD, 2006). E, no intuito de promover uma melhora na qualidade
de vida da populacdo em geral, os efeitos benéficos proporcionados pelos
alimentos ditos funcionais, principalmente os probioticos, tém sido estudos pelos
profissionais da area da saude (FAO, 2006).

As leveduras Saccharomyces boulardii e Saccharomyces cerevisiae
mostram-se particularmente promissoras, pois demonstram vantagem em relagao
as bactérias, uma vez que néo sao inibidas por fatores antibacterianos (MARTINS
et al., 2005).

Pichia pastoris € uma levedura da familia Saccharomycetaceae, género
Pichia, que pode ser utilizada na producédo de proteinas recombinantes em larga
escala (SIEDLER et al., 2017). Estudos com a levedura demonstraram melhora
na conversao alimentar de aves saudaveis (GIL DE LOS SANTOS et al., 2012;
GABOARDI et al., 2016), reducdo da mortalidade de camundongos desafiados
com Salmonella Typhimurium (FRANCA et al., 2015), efeito protetor a
hepatotoxicidade e reducdo dos niveis de TBARS de animais imunossuprimidos
pela aplicacéo de quimioterapico (CUNHA, 2016).

Sob este contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da
suplementacdo com a levedura P. pastoris sobre o estresse oxidativo em
camundongos Swiss saudaveis.

2. METODOLOGIA

2.1 Cultivo do probiético

A levedura P. pastoris (X-33), suspensa em glicerol a 80% e armazenada a -
20° C, proveniente do banco de micro-organismos do Nucleo de Biotecnologia
(CDTec-UFPel), foi inoculada, em sua totalidade (2 mL), em 10 mL de caldo Yeast
Malt (YM) e incubada por 24 h, a 28°C em agitador orbital a 200 rpm. Apdés, os 10
mL do cultivo foram adicionados a 90 mL de caldo YM e o cultivo foi incubado
novamente, sob as mesmas condi¢bes durante 24 h. Finalizando o processo, 0s
100 mL desse cultivo foram transferidos para 1,4 L de YM e incubado por mais 24



R

43 SEMANA
INTEGRADA

UFFEL 2018

h a 28°C sob agitacdo de 200 rpm em agitador orbital. Por fim, as células foram
recuperadas por centrifugacao a 5000 g por 15 minutos a 4°C e o pellet celular foi
lavado duas vezes com 300 mL de solucdo salina (NaCl 0,9%) através da
centrifugagcdo nas mesmas condigdes. Na etapa final, o cultivo foi concentrado a
um volume de 300 mL em solucdo salina 0,9% estéril e armazenado sob
refrigeracdo durante todo o periodo do estudo. A concentracdo de P. pastoris
(expressa em UFC/mL) foi determinada através de diluicdo seriada decimal em
solucdo salina 0,9% estéril e contagens em placas contendo Agar YM, apds
incubacédo das placas a 37°C por 24 h.

2.2 Manejo de animais e delineamento experimental

A duragédo do experimento foi de 17 dias e utilizou-se 30 camundongos
Swiss machos, com 28 dias de idade. Os camundongos foram divididos em dois
grupos: grupo suplementado diariamente com P. pastoris (PP) e grupo nao
suplementado, controle (C).

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.

2.3 Suplementacdo com o probiotico

O grupo PP recebeu suplementacédo diaria de 108 UFC/animal da levedura
P. pastoris no volume de 200 pl de solucéo salina por gavagem durante todo o
experimento. J4 o grupo C recebeu 200 pl de solugdo salina (NaCl 0,9%) pela
mesma via, no intuito de simular o mesmo niveil de estresse.

2.4 Estresse oxidativo

Os orgaos figado, encéfalo e rins foram removidos assepticamente durante
a eutanasia, sendo o encéfalo, um dos rins e dois tercos do figado
acondicionados em micro tubos e imediatamente congelados em ultra freezer a -
70°C, durante o periodo maximo de 30 dias, para a avaliacdo do estresse
oxidativo. Posteriormente, para preparo da amostra, foi realizada a pesagem do
orgao (nao ultrapassando 0,5 mg de tecido) e a adicdo da solucdo de tampao Tris
em volumes adequados (cinco vezes o peso do cérebro e dez vezes o0 peso dos
demais Orgdos) para realizacdo da homogeneizacdo manual. O material foi
centrifugado em tubos de ensaio a 3,2 g por 10 minutos a temperatura ambiente,
para separacdo do pellet, e os sobrenadantes foram coletados para realizacéo
das andlises espectrofotométricas da formacdo de malondealdeido (MDA),
através do protocolo descrito por Ohkawa et al. (1979), e da atividade da enzima
catalase (CAT), conforme descrito por Aebi (1984).

2.5 Andlises estatisticas
As andlises estatisticas foram realizadas no programa Graphpad Prism 6.0
através do Teste t considerando-se o nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Tabela 1 podem ser observados valores meédios dos niveis de TBARs e

de atividade da enzima catalase nos animais suplementados ou ndo com a
levedura P. pastoris.
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Tabela 1. Médias + desvio padrdo de concentracbes finais (dia 17) dos
marcadores de estresse oxidativo TBARs e catalase, por tecido por grupo, de
camundongos Swiss machos suplementados diariamente com P. pastoris (PP) e
nao suplementados, controle (C) (n=29).

Médias dos valores encontrados nos grupos
(x desvio padrao)

Marcadores de Estresse

oxidativo / tecido Controle PP

Rim

TBARS (nmol de MDA/q) 271,37+56,98 231,56+33,91"
Catalase (UCAT/mg) 5,40+0,61 3,45+0,79"
Figado

TBARS (nmol de MDA/q) 102,86+24,75 144,26+44,07™
Catalase (UCAT/mg) 5,78+1,76 6,34+1,73"
Encéfalo

TBARS (nmol de MDA/q) 80,31+32,88 67,70+9,20
Catalase (UCAT/mg) 9,66+3,58"" 2,84+1,28"

* p<0,05 " p<0,01 (Teste T)

Segundo Chen et al. (2013), distintas causas sé&o capazes de desencadear o
estresse oxidativo, sendo o0 uso da terapia probidtica um fator cada vez mais
eficaz no auxilio da reducdo do mesmo. Esse efeito protetor pode ser atribuido a
reducdo do risco de acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e pela
reativacdo de enzimas antioxidantes (Ou et al. 2012).Conforme demonstrado na
Tabela 1, foram observados valores médios de niveis de TBARs
significativamente menores nos rins do grupo que recebeu o probidtico.

A observacao de niveis elevados de atividade da enzima catalase demonstra
uma reducdo no estresse oxidativo celular, fato este detectado no presente
estudo, sendo verificadas diferencas significativas no figado, cujos valores foram
significativamente maiores no grupo PP.

Observa-se ainda que nos rins e encéfalo também foram encontradas
diferencas significativas, no entanto, a atividade da enzima foi reduzida com a
suplementacao, sugerindo que a levedura causou efeito inverso ao desejado nos
animais, evento também observado nos niveis de MDA do figado, onde houve
aumento com a administracdo, quando comparado ao grupo controle.

4, CONCLUSOES

Foram observadas alteracOes significativamente positivas em relacdo a
utilizacdo de P. Pastoris, sobre a peroxidacao lipidica nos rins e a atividade da
enzima catalase no figado. No entanto, estudos adicionais com outros metodos
de mensuragcdo de estresse oxidativo fazem-se necessarios para uma melhor
compreensao da acao da levedua.
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