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1. INTRODUCAO

A primeira secrecdo lactea por ocasido do parto € denominada colostro e
constitui-se na Uunica fonte de transferéncia de anticorpos nos bovinos
(KURALKAR E KURALKAR, 2010). Uma das mais importantes fungdes do
colostro € fornecer protecdo imunolégica e nutricho adequada para 0 recém-
nascido (GODDEN, 2009). Aléem disso, outra importante funcéo e utilizacdo do
colostro em paises desenvolvidos é a suplementacdo alimentar para humanos
imunocomprometidos, como produto medicinal e como suplemento alimentar para
atletas (GODHIA; PATEL, 2013).

A fermentac&o anaerobica do colostro bovino (silagem de colostro) foi descrita
por Saalfeld (2008) como uma opcéo de aproveitamento do excesso de colostro
produzido nas propriedades rurais. A silagem de colostro possibilita o
armazenamento do colostro, ndo necessitando de refrigeracdo, congelamento ou
incrementos. E uma forma econdmica de se obter um substituto do leite e
colostro, apresentando boa qualidade nutricional para bovinos em aleitamento
(SAALFELD et al., 2013).

A literatura afirma que a silagem de colostro mantém as caracteristicas fisicas
e quimicas encontradas no colostro in natura, bem como a presenca de micro-
organismos e outros constituintes colostrais (SAALFELD et al., 2013, VIRGINIO et
al., 2016). Saalfeld et al. (2016) verificaram que ha manutencdo de bactérias
acido lacticas (BAL), principalmente do género Lactobacillus que, através da
producdo de compostos acidos, inibem o desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos.

Lactobacillus esta incluido no grupo das BAL e € reconhecido como micro-
organismo probidtico, ou seja, uma bactéria que quando administrada viva em
guantidade adequada promova beneficios a saude do hospedeiro (HILL et al.,
2014). Segundo a FAO/WHO (2002) os requisitos minimos para um
microrganismo ser probidtico incluem a avaliacdo de sua identidade, testes in vitro
gue demonstrem a sobrevivéncia pelo trato gastrointestinal; modulacdo na
resposta imune humoral ou celular; avaliacdo de seguranca e por fim, estudos in
vivo que comprovem os efeitos benéficos na satde do hospedeiro.

Os mecanismos de acdo responsaveis pelos beneficios dos probidticos nao
estdo totalmente elucidados. Os principais mecanismos propostos incluem a
modulagdo do sistema imunoldgico, a alteracdo da microbiota intestinal, o
fortalecimento da barreira epitelial do intestino, inibicdo da adesédo de patdégenos,


mailto:–danielabrayer@gmail.com

52 SEMANA
INTEGRADA

UFPEL 2019

exclusdo competitiva de microrganismos patogénicos e a producao de
substancias antimicrobianas (BERMUDEZ; BRITO et al., 2012).

Tendo em vista a importancia da utilizacdo da silagem de colostro bovino na
alimentacdo animal entende-se que a continuidade das pesquisas com colostro
bovino é extremamente relevante para elucidar e difundir os beneficios desse
produto como alimento. O presente trabalho tem como objetivo avaliar um dos
propostos mecanismos de acdo dos probiéticos: capacidade de imunomodulacao
in vitro do Lactobacillus casei P054 oriundo de colostro e silagem de colostro
bovino.

2. METODOLOGIA

Para avaliacdo da imunomodulacé&o in vitro, foram utilizadas placas de 24
pocos (Kasvi — modelo K12-024) para cultivar células originarias de esplendcito
bovino, segundo protocolo de Dummer et al. (2014). Tanto o cultivo celular como
0 qPCR foram realizados em duplicata com distintos esplendcitos originados de
dois animais.

As células foram estimuladas a partir de 20 horas de cultivo em meio RPMI
com 10ug de Lactobacillus casei PO54 oriundo do colostro e silagem de colostro
bovino, na concentracdo de 108 UFC. Cinco pg de concanavalina A foi utilizada
como controle positivo e somente meio de cultura, como controle negativo. Apos
24 horas de estimulo com o L. casei P054, o sobrenadante foi coletado e
armazenado e as células foram armazenadas em Trizol®. Posteriormente o
MRNA celular foi extraido segundo protocolo do fabricante e armazenados a -70
°C. O mRNA resultante serviu de molde para sintese de cDNA utilizando KitHigh
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems).

A andlise da transcricdo relativa de mRNA de citocinas pro-inflamatorias
frente ao estimulo com L. casei P054 foram quantificadas por meio de qPCR
(Mx30005P QPCR System - Agilent Technologies). A reacédo foi realizada com
temperatura de desnaturacéo a 95°C, anelamento a 60°C e extensdo a 72°C. Os
oligo iniciadores utilizados nas reacdes foram: 8 actina, IL 2, IL 4, IL 10, IL 17 e
INF-y. Para cada amostra, o valore de Ct (threshold cycle) foi obtido pelo gPCR e
a expressao relativa foi calculada usando a expressdo descrita por Livak e
Schmittgen (2001).

A expressao foi analisada usando Multi Experimental Viewer (MeV), EASE
Expression Analysis Systematic Explorer Ver. 4.6, e apresentando o diagrama de
cor usando o controle 0 como calibrador. As reacdes foram realizadas em
triplicatas e repetidas duas vezes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os niveis de transcricdo das citocinas estdo demonstrados na figura 1. Com

base nos dados, pode-se observar que o probiotico testado foi capaz de estimular
a transcricao relativa de mRNA de interleucina 2, 4, 10, e 17.
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Figura 1: Transcrigéo relativa de mRNA de Lactobacillus casei PO54. Resultados
de gPCR expressos em niveis de transcricdo de RNA mensageiro. O estimulo

com L. casei P0O54 aumentou os niveis de transcricdo do mRNA de IL-2, IL-10, IL-
17 e IL-4 em células de esplendcito bovino.
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Os efeitos dos probidticos na modulacdo da resposta imune dependem do
micro-organismo utilizado (HERICH & LEVKUT, 2002). Sabe-se que Lactobacillus
spp. estimulam células mononucleares do sangue periféerico (PBMCs) de
humanos a produzirem varias citocinas pro-inflamatérias, tais como: IL-10, fator
de necrose tumoral a (TNF-a) e IFN-y, e TGF- que estimulam o desenvolvimento
de perfis de respostas imunes distintas (SOLIMAN et al., 2015). Em nosso estudo
foi possivel observar alta expressao de IL-10, que é reconhecidamente importante
sua estimulacao, devido sua acdo em doencas alérgicas.

A alta expressao de IL-2 demonstrada em nosso estudo vem de encontro com
o descrito por Kleniewska et al. (2016). A producéo de IL-2 esta relacionada as
bacteriocinas, que sao produzidas a partir de componentes protéicos dos
Lactobacillus, sdo capazes de exercer acao local semelhante aos antibiéticos
contra organismos patogénicos e de diminuir a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como a IL- 2.

Segundo Castillo et al. (2016) a administracdo oral de Lactobacillus foi capaz
de modular a secrecédo de IL- 4 melhorando a resposta immune de camundongos
em afeccOes de trato respiratério. Dessa forma, sugere-se que a transcricao
elevada de IL — 4 revelada em nossa pesaquisa pode valer na administracéo oral
de silagem de colostro bovino podendo apresentar melhora na resposta imune
frente a essas afeccgdes.

Conforme Chen et al. (2015) a utilizacdo de Lactobacillus atenuou
significativamente a expressdo de IL-17 em casos de colite experimental,
apresentando resultados superiores no tratamento quando comparado a utilizacao
terapeutica medicamentosa. No presente estudo, a expresséo elevada de IL- 17
nos leva a acreditar que podemos obter resultados semelhantes ao estudo citado.

Os resultados encontrados no presente estudo sdo importantes, visto que o
isolado apresentou expressodes altas de interleucinas amplamente reconhecidas
em estudos envolvendo probidticos.
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4. CONCLUSOES

E possivel inferir que Lactobacillus casei PO54 presente no colostro e na
silagem de colostro apresenta atividade imunomoduladora in vitro. A presente
pesquisa vem complementar os prévios estudos que mostraram os beneficios do
emprego da silagem de colostro bovino para alimentagéo animal. Adicionalmente,
espera-se que ao final do periodo de estudo, os resultados obtidos sirvam de
alavanca para a difusdo e para amenizar o preconceito com relagcdo ao uso do
colostro bovino na alimentacdo humana, bem como vem corroborar com 0s
beneficios do emprego da silagem de colostro bovino na alimentacédo animal.
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