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RESUMO

A salmonelose continua apresentando altas taxas de incidéncia em pessoas, sendo
considerado um dos maiores problemas de salde publica, principalmente em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. O tratamento convencional da salmonelose é feito
por meio de antibiodticos, entretanto, este pode causar alguns efeitos prejudiciais ao organismo
tratado, tais como disfuncdo imune, digestiva e hepética, além de tornar a populacdo de
bactérias remanescente mais resistente. Nesse contexto estdo sendo estudadas alternativas ao
uso de antibidticos no tratamento de doengas. Uma das opgdes € 0 uso de organismos
probidticos, que podem agir de forma preventiva ao fortalecer o sistema imune, além de
ajudar o organismo a se defender de infeccOes ja estabelecidas. Este estudo visou avaliar a
acdo probidtica de uma nova cepa de Lactobacillus rhamnosus EM1107 em animais
infectados por Salmonella enterica, analisando-se parametros histopatoldgicos para

determinar a eficacia do tratamento a base do probiotico.

Palavras-chave: Probidtico, Histopatologia, Salmonella, Lactobacillus.



ABSTRACT

Salmonellosis continues to have high incidence rates in humans and is considered one
of the major public health problems, especially in underdeveloped and developing countries.
Conventional treatment of salmonellosis is the use of antibiotics, however, it can cause some
detrimental effects on the treated organism, such as immune, digestive and hepatic
dysfunction, in addition to making the remaining bacterial population more resistant. In this
context, alternatives to the use of antibiotics in the treatment of diseases are being studied.
One of the options is the use of probiotic organisms, which can act in a preventive way by
strengthening the immune system, as well as helping the body to defend itself against
established infections. This study aimed to evaluate the probiotic action of a new strain of
Lactobacillus rhamnosus EM1107 in animals infected with Salmonella enterica,

histopathological parameters were used to determine the efficacy of probiotic treatment.

Keywords: Probiotic, Histopathology, Salmonella, Lactobacillus.
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1. INTRODUCAO

As doencas transmitidas através da ingestdo de alimentos hoje sdo tidas como um dos
maiores problemas de Salde Publica, entre elas estd a salmonelose, doenca causada por
bactérias do género Salmonella. Apds a ingestdo, as bactérias se passam pelo estdmago, local
onde algumas morrem devido principalmente & acidez do meio. Em seguida aderem-se e
adentram nas células do tecido epitelial de revestimento na regido ileo-cecal causando a morte
dessas células, desencadeando assim o processo inflamatério nesse 6rgdo. Alguns dos
sintomas causados pela proliferacdo de Salmonella sdo diarréia, dores abdominais, febre e
nauseas.

O Tratamento convencional da salmonelose focado na administracdo de antibidticos além
de eliminar a populacdo de Salmonella, diminuem a sobrevida de outras bactérias importantes
para nosso organismo, comprometendo principalmente os sistemas imunologico e digestivo
humano, sabendo disso, buscam-se alternativas na terapéutica da salmonelose.

Pesquisas desenvolvidas a respeito dos probioticos vem crescendo de forma exponencial
nos ultimos anos (GUARNER et al, 2011) e os resultados obtidos vém chamando a atencao da
comunidade cientifica e profissionais da area da saude devido aos seus beneficios para a
saude (FAO/WHO, 2002). O consumo de probidticos pode resultar numa melhora em funcées
imunologicas, digestivas e respiratorias, além de aliviar sintomas de doencas infecciosas
como a salmonelose (FLESCH et al.,, 2014), sabendo disso, a utilizacdo de probioticos
mostra-se como potencial de medicina preventiva, protegendo o individuo de possiveis
futuras infecgbes. Micro-organismos do género Bifidobacterium, Lactobacillus e
Saccharomyces sdo conhecidos por sua acdo probidtica. Ja foi registrada a acdo probiotica de
algumas cepas de Lactobacillus rhamnosus na prevencédo e tratamento da diarréia infecciosa
aguda, assim como a diarréia associada ao uso de antibioticos e sindrome do intestino irritavel
(GUARNER et al, 2011).

O objeto de estudo desse trabalho € a cepa EM1107 de Lactobacillus rhamnosus isolada
de queijo de coalho de leite de vaca, na "Colecdo de Micro-organismos de Interesse para a
Agroindustria Tropical', EMBRAPA/Fortaleza-CE. Diversos estudos in vitro buscando
investigar o potencial probidtico dessa cepa ja foram realizados, entretanto, mais estudos séo
necessarios antes de aprovar a comprovagao desse organismo como um probidtico e sua
disponibilizacdo no mercado, andlises da acdo do L. rhamnosus EM1107 em modelo animal

se fazem importantes nessas circunstancias.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os possiveis efeitos probidticos da cepa EM1107 de Lactobacillus rhamnosus no

intestino, figado e baco de ratos Wistar (Rattus norvegicus) desafiados com Salmonella

enterica do sorovar Enteritidis P125109.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as possiveis alteracdes nos tecidos epiteliais e conjuntivos dos 6rgaos

estudados;
Verificar a ocorréncia de inflamacéo de tecido nos diferentes grupos testados;

e Identificar a abundancia de muco ou glicoproteinas no intestino.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. SALMONELOSE

A salmonelose é uma doenca relacionada a bactérias gram negativas do género
Salmonella que compreende duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori.
Existem seis subdivisdes da Salmonella enterica: salamae, enterica, arizonae, diarizonae,
houtenae e indica; enquanto a Salmonella bongori ndo possui subespécies (SANCHEZ-
VARGAS et al, 2011). Séo reconhecidos mais de 2.400 sorotipos de Salmonella enterica, dos
quais cerca de 1.400 pertencem a subespécie enterica. Os sorotipos mais encontrados em
humanos s&o Enteritidis e Typhimurium (CHEN et al, 2013).

Pesquisas relacionadas a surtos de doencas causadas pela alimentacdo vém mostrando que
a ocorréncia dessas enfermidades tem aumentado principalmente as causadas por bactérias do
género Salmonella do sorotipo Enteritidis (CARDOSO et al, 2006). A cada ano cerca de 1,4
milhdes casos de salmonelose sdo registrados na América do Norte, sendo necessario
tratamento hospitalar em aproximadamente 22% desses casos (CHEN et al, 2013).

A salmonelose é principalmente adquirida por meio da ingestdo de alimentos de origem de
animais contaminados com Salmonella spp, tanto com infec¢bes subclinicas, quanto
portadores assintomaticos. Pode também ser adquirida através de equipamentos contaminados
gue manuseiem determinado alimento (CARDOSO et al, 2006), é possivel ainda se infectar
através da ingestdo de liquidos, tais como a agua, por meio do solo, ou com contato direto
com um individuo infectado (SILVA JUNIOR et al, 2005). Os principais alimentos
relacionados a infec¢do por Salmonella sdo os produtos lacteos, ovos, carnes e derivados, por
apresentarem niveis de umidade alta e teor protéico adequados para o crescimento das
bactérias (GERMANO et al, 2015).

Apos serem ingeridas e sobreviverem ao suco gastrico, as bactérias Salmonella spp.
atravessam a mucosa intestinal e aderem-se as células do tecido epitelial de revestimento do
intestino delgado, local onde se proliferam (OLIVEIRA et al, 2013). As bactérias podem
induzir as ceélulas epiteliais do intestino a permitir com que estas penetrem no meio
intracelular através de uma complexa cascata de reacdes bioquimicas que leva ao rearranjo de
proteinas do citoesqueleto das células, num processo semelhante & fagocitose (SANCHEZ-
VARGAS et al, 2011). Estes processos eventualmente causam a morte das células do

intestino desencadeando processo inflamatério e estabelecendo o quadro de enterocolite.



Lipopolissacarideos presentes na parede celular da Salmonella spp. podem ativar
macrofagos e desencadear o processo de degranulacdo, liberando entre outras moléculas a
prostaglandina E2, que ao interagir com seus receptores nas células do intestino, sinalizam
para que as células ativem AMP ciclico, impedindo a absorcdo de &gua e estimulando a
liberacdo de 4gua para a luz do intestino, resultando em diarréia (SANCHEZ-VARGAS et al,
2011; LIANG et al, 2005).

A Salmonella spp. pode ultrapassar as células da mucosa intestinal e interagir com
fagdcitos, caso sejam fagocitadas e sobreviverem nessas células, a bactéria adquire
capacidade de atingir outros 6rgdos (geralmente baco e figado) por meio do deslocamento dos
fagdcitos pelo organismo e se proliferar nesses locais, quando isso ocorre, se diz que a
infeccdo se tornou sistémica e, nesses casos a infeccdo pode mais facilmente levar a
morte(OLIVEIRA et al, 2013).

3.2. CARACTERISTICAS GERAIS DOS PROBIOTICOS

Probidticos podem ser definidos como micro-organismos vivos que quando administrado
em quantidades ideais a determinado individuo, ird atribuir beneficios a sua salde
(GUARNER et al, 2011), sendo as espécies dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium mais
comumente utilizadas para essa finalidade (FAO/WHO, 2002). Entre os beneficios
comprovados devido a utilizacdo de probidticos, tém-se a prevencdo e tratamento da diarréia
de diversas patogenias em adultos e criancas, auxilio na digestdo, reducdo da intolerancia a
lactose, reducdo da constipacdo, prevencao da enterocolite, alivio dos sintomas da sindrome
do intestino irritado, aumento da imunidade (FLESCH et al., 2014), tratamento de infeccGes
vaginais, aumento da sobrevida de recém-nascidos pré-termo e efeito anti carcinogénico
(GUARNER et al, 2011).

A exclusdao competitiva (EC) € conhecida por ser um dos principais mecanismos que
geram os beneficios causados pela presenca dos probiéticos num hospedeiro, diz-se que esta
ocorrendo exclusdo competitiva quando determinada populacdo € incapaz de se estabelecer
em um ambiente devido a presenca de outra populacio (OKAMOTO et al, 2005), se a
populacdo a ser reduzida for de um micro-organismo nocivo a determinado hospedeiro,
espera-se que ocorram beneficios a sua satde. No caso do trato gastrointestinal humano, a EC
pode ocorrer entre as populagdes de organismos da microbiota, o que inclui os probiéticos.
Espécies de Lactobacillus podem inibir a colonizagdo de bactérias patogénicas por liberar

substancias como &cidos que reduzem o pH intestinal, competir por locais de adesdo na



mucosa, assim como por nutrientes e por favorecer o crescimento de outras populacGes de
organismos probidticos (FLESCH et al., 2014).

E importante esclarecer que os resultados encontrados em estudos com determinadas
cepas de probidticos ndo podem ser generalizados para outras cepas, ainda que sejam da
mesma espécie devido a diversos fatores evolutivos derivados das variagBes genéticas
presentes em diferentes populacdes desses organismos, essas diferencas podem influenciar na
dosagem que deve ser administrada, nos efeitos a satde do hospedeiro, mudangas na interacéo
com o veiculo em que o probidtico é inserido (GUARNER et al, 2011).

3.3 PROBIOTICOS: UMA ALTERNATIVA AO USO DOS ANTIBIOTICOS NO
TRATAMENTO A SALMONELOSE

Torna-se cada vez mais frequente encontrar populacfes bacterianas resistentes a multiplas
substéancias antibioticas, incluindo bactérias do género Salmonella (KAY et al, 2013). Para a
comunidade académica é evidente que o motivo dessa resisténcia é o processo de selecéo
desses micro-organismos em consequéncia ao uso em larga escala dos antibidticos (LI et al,
2015). Bactérias podem adquirir essa resisténcia pela transferéncia horizontal de genes que
afere capacidade a bactéria de sobreviver ao uso dos antibioticos, essa caracteristica pode
inicialmente surgir devido a alguma mutacdo e ser passada para varios individuos, criando a
partir dai uma populacéo resistente (BLAIR et al, 2014). Devido ao seu ciclo de vida que
inclui habito parasitario intracelular, as bactérias do género Salmonella conseguem manter
mais individuos vivos durante algum tratamento a base de antibioticos (MOAL et al, 2014), o
que reduz a eficacia dos antibidticos no tratamento da salmonelose.

Além da problematica da resisténcia microbiana, o uso dos antibidticos esta
correlacionado com alguns problemas de saude como a obesidade (FIOL et al, 2015), diabetes
tipo 1 e 2, asma, alergias e doencas inflamatorias do intestino (BLASER et al, 2016). Muitas
dessas consequéncias estdo relacionadas com o fato de que os antibidticos muitas vezes nédo
sdo tdo especificos quanto ao seu alvo e reduzem além da populacdo de bactérias patogénicas,
populacdes probidticas e benéficas ao organismo, o que afeta 0 metabolismo, imunidade e
outros aspectos fisioldgicos (KORPELA et al, 2016).

A ac¢do dos probioticos é bem documentada no trato gastrointestinal, local onde a infeccéo
da Salmonella é iniciada e estabelecida, sabe-se que cepas de Lactobacillus atuam
influenciando o funcionamento imunoldgico, fisiologico, quimico, fisico e modulando o

microbioma nos locais em que estdo presentes (KUISMA et al, 2003; WENFENG et al,



2015). Os principais mecanismos de agdo realizados pelos probidticos no combate a
salmonelose sdo: (1) A modulacdo do microbioma intestinal por alterar a concentracdo de
oxigénio, tornando inviavel a colonizacdo de outras populagdes de bactérias muitas vezes
patogénicas (KUISMA et al, 2003); (2) Interferir em mecanismos moleculares dos
organismos patogénicos, tais como a interacdo com sitios de ligacdo, acdo de toxinas, entre
outros fatores de viruléncia (MOAL et al, 2014); (3) Ativacdo do sistema
imunoldgico,correlacionada com a presenca de Lactobacillus por promover a producdo de
IgA (OKAMOTO et al, 2005); (4) Producdo de moléculas com agdo antimicrobiana, tais
como &cidos laticos e outros metabdlitos (MOAL et al, 2014); (5) Producdo de enzimas
digestivas como a amilase e lactase por exemplo (WENFENG et al, 2015).

Em um estudo in vitro foi demonstrado que o Lactobacillus acidophilus LB é capaz de
conter a infeccdo intracelular de Salmonella enterica de Sorotipo Typhimurium SL1344 em
enterocitos humanos de linhagem Caco-2/TC-7 (COCONNIER et al, 2000), um dos principais
obstaculos do tratamento da salmonelose baseado em antibidticos. Lactobacillus reuteri
ATCC 55730 (CIMPERMAN et al, 2011) e Lactobacillus casei DN-114 001 (TERAN et al,
2009) mostraram-se bastante eficientes em reduzir a duracdo e severidade da diarréia aguda
infecciosa em criangas, L. casei DN-114 001 ainda atuou positivamente na prevencdo da
diarréia em criancas e adultos. Existem evidéncias de que o uso de probidticos € eficiente no
tratamento de doencas associadas ao uso de antibioticos, entretanto, 0 mecanismo de acéo
ainda é incerto (NAMI et al, 2014). Estudos com a utilizacdo de probioticos no tratamento e
prevencdo de doencas vém crescendo e ganhando atencdo, entretanto, ainda sdo necessarios
muitos experimentos para comprovar os beneficios de diversas cepas, assim como entender 0s

mecanismos de acdo destas.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

Os ensaios com animais foram realizados no Laboratério de Experimentacdo Animal
CCS/UFPB; a preparacdo dos indculos de Lactobacillus rhamnosus EM1107 e Salmonella
enterica sorovar Enteritidis P125109 foram realizadas no Laboratério de Bioguimica e
Microbiologia de Alimentos DN/CCS/UFPB; O processamento do material para analise
histopatoldgica foi realizado no Laboratério de Processamento de Amostras Biologicas e
Histotecnologia — LAPBH ETS/CCS/UFPB.

4.2 PREPARACAO DOS INOCULOS

A cultura de Lactobacillus rhamnosus EM1107 utilizada no experimento foi obtida na
Colecdo de Micro-organismos de Interesse para a Agroindustria Tropical da Embrapa
Caprinos e Ovinos/Sobral, Ceard, Brasil. Foram feitos repiques da cultura em agar MRS
(Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA), incubada em estufa durante 24 horas, temperatura de
37° Celsius, apds esse tempo a cepa foi inoculada em caldo MRS (Sigma-Aldrich) e
novamente foi deixado na estufa durante 18 horas a 37° Celsius. Em seguida os caldos com
probidticos foram centrifugados (4500 g, 15min, 4 °C), passaram por lavagem em solucéo
salina estéril (NaCl, 0,85%) duas vezes e suspensas em solucdo salina estéril. As
concentracBes ideais dos inoculos foram de 108 UFC/mL, para aferir se as concentracoes
estavam corretas foi utilizado um espectrofotometro (SF200DM- UV-Vis, Bel Engineering,
Monza, Italy) para realizar leituras de densidade Gptica para um comprimento de onda de 625
nm (DOe2s), correspondente a concentracao ideal das bactérias.

O preparo do indculo de Salmonella diferente, mudando apenas a composicdo do agar e
caldo utilizado, sendo o &gar BHI (Sigma-Aldrich) e o caldo BHI (Sigma-Aldrich). A cultura
usada foi a Salmonella enterica de sorovar Enteritidis P125109, fornecida pelo Dr. Paul
Andrew Barrow da “School of Veterinary Medicine and Science”, da “University of

Nottingham” na Inglaterra.



4.3 ENSAIO IN VIVO

O experimento foi realizado com um total de 36 ratos (Rattus norvegicus) Wistar albinos,
sendo divididos em trés grupos: (1) grupo controle negativo (GCN) (n= 4). O GCN
corresponde a animais cuja dieta ndo foi adicionada de probidticos e sem desafio com
Salmonella spp.; (2) grupo controle positivo (GCP) (n= 16) com quatro caixas (GCP-1, GCP-
2, GCP-3 e GCP-4) com quatro individuos cada. GCP corresponde a animais sem dieta
adicional de probidticos, mas, desafiados com Salmonella enterica sorovar Enteritidis; (3)
grupo positivo e com Lactobacillus (GPL) (n= 16) também com quatro caixas (GPL-1, GPL-
2, GPL-3 e GPL-4) com quatro individuos em cada grupo. No grupo GPL todos os animais
foram infectados com Salmonella enterica sorovar Enteritidis e foram nutridos com caldo
probidtico de Lactobacillus rhamnosus EM1107. Todos os individuos eram machos, no inicio
do experimento tinham cinco semanas de idade.

Todos os grupos tiveram cuidados padronizados, 0s quatro animais de cada caixa eram
identificados por meio de marcas feitas em suas caudas com caneta permanente de tinta ndo
toxica. Os animais foram identificados como: sem marca (SM), individuos que nao
apresentavam marcas na cauda; uma marca (1M), representando individuos que apresentavam
apenas uma marca na cauda; duas marcas (2M), correspondente a animais que possuiam duas
marcas na cauda; trés marcas (3M), ratos com trés marcas na cauda.

A quantidade de racdo (Rhoster) disponibilizada era de 30g por individuo para dois dias,
apos esses dias, as sobras eram pesadas e 0 peso anotado, em seguida eram novamente
colocadas 30g por individuo. O peso de cada animal também era aferido e anotado a cada dois
dias, caso algum comportamento diferente ou algum sintoma de doenca em algum animal
fosse notado durante a pesagem, eram realizadas anotacGes sobre isso e nos dias seguintes
aquele individuo era observado com mais atencdo. Os ratos tinham acesso livre a dgua ad
libitum, todo dia a quantidade de dgua consumida era reposta. A maravalha de cada gaiola era
trocada a cada trés dias, havia um timer no circuito das lampadas para propiciar um ciclo de
luz para os animais, sendo 12 horas com luz e 12 horas sem luz, esses periodos coincidiam
com o ciclo diario local, a temperatura no ambiente era mantida em 25°.

Um dos procedimentos que variou entre os grupos foi a gavagem intragastrica,
procedimento ao qual se insere uma sonda flexivel ligada a uma seringa na boca do animal,
objetivando chegar proximo ao estdmago para ser adicionada alguma substancia ao contetdo
estomacal do animal, a substancia variava de acordo com o grupo ao qual estava sendo

administrada, sendo gavagem intragéstrica com solucdo fisiolégica salina nos animais dos



grupos GCN e GCP e inoculo de Lactobacillus rhamnosus EM1107 nos animais do grupo
GCP, a inducdo a salmonelose por meio do inoculo de Salmonella enterica sorovar Enteritidis
também foi feita por gavagem intragéstrica. Independentemente da substancia administrada, a
quantidade era de 2 mL por animal todo dia durante 25 dias dado o inicio do experimento.

O experimento do grupo controle negativo ocorreu durante 0 més de junho de 2016,
enquanto os ensaios dos grupos controle positivo e o grupo positivo e com Lactobacillus
aconteceram no més de agosto desse mesmo ano. Os animais foram obtidos do Biotério
Thomas George - UFPB, ao chegarem ao laboratério foram marcados e separados em seus
respectivos grupos, no dia seguinte o experimento era iniciado. 14 dias apds o inicio do
experimento foi administrado streptomicina aos animais do grupo GCP e GPL (0,2 mg por
animal via gavagem intragastrica), mas antes foram retiradas a agua e racdo desses animais.
No 15° dia por meio da gavagem foi adicionado 100uL de bicarbonato de sodio a 10%
dissolvido em solucdo salina no contetdo estomacal dos animais dos grupos GCP e GPL para
tornar mais susceptivel a infeccdo da Salmonella sp., 30 minutos depois foi realizado o
desafio com 1 mL de 1x108 UFC/mL de S. Enteritidis uma vez em cada animal desse grupo, a
gavagem nos dias seguintes foram realizadas da mesma forma que vinham sendo feitas
anteriormente.

As eutanasias foram realizadas nos dias 16°, 18°, 22° e 25° do periodo experimental para a
coleta de 6rgédos para analise histopatoldgica (Quadro 1). Todos 0s quatro animais de uma
caixa dos grupos GCP e GPL eram eutanasiados em cada um desses dias, enquanto o grupo
GCN tinha apenas um animal eutanasiado. No dia da eutanésia de determinado individuo, este
ndo recebia gavagem intragastrica, entretanto, para os demais animais o procedimento era
seguido normalmente.

Os ratos a serem eutanasiados foram anestesiados com Cloridrato de Ketamina (0,4
mL/100 g de peso) e Cloridrato de Xilazina (0,1 mL/100 g de peso) administrados em via
intramuscular na regido interna da coxa do animal, o tempo necessario era aguardado até o
anestésico fazer o efeito completamente, em seguida o animal era colocado em uma mesa
cirrgica com o ventre virado pra cima, seus membros eram fixados na mesa e passado alcool
a 70% na regido abdominal onde um corte longitudinal no plano mediano seguindo o sentido
do eixo craniocaudal, esse corte iniciava na parte inferior do abdémen do animal e ia até o
meio da caixa torécica, inicialmente apenas a pele era cortada, apds o corte da pele era
colocado alcool a 70% na regido do corte, 0 material cirargico utilizado era substituido por
outro esterilizado e em seguida a camada muscular era cortada de forma a tornar possivel a

visualizacdo dos 6rgdos internos, o esterno do animal era cortado a fim de se ter acesso ao
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coracdo e sem seguida era realizada a técnica de puncédo cardiaca, que consiste na retirada do
sangue do animal pelo coragéo, para isso era utilizada uma seringa de 5mL. Com o animal
devidamente eutanasiado. Em seguida, eram coletados fragmentos do figado, baco, ileo e
cblon. O material foi imediatamente imerso em solucdo fixadora (Liquido de Bouin) e
armazenado numa geladeira para ser posteriormente processado.

Durante todo o tempo no laboratério foram utilizados Equipamentos de Protecdo
Individual (EPI) descartaveis, tanto os Equipamentos de Protecdo Individual (EPI) quanto os
ratos, maravalha, e qualquer outro objeto que teve contato com os animais ao fim da eutanasia
era colocado em sacos para autoclavagem e descontaminados em autoclave antes de ser
descartados. O material cirirgico era autoclavado antes e apds os procedimentos. A bancada,
mesa cirurgica, gaiolas e equipamentos de laboratorio eram descontaminados apds a eutanasia

Ou quando necessario.

4.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apos a fixacdo do material coletado, estes foram novamente seccionados para o tamanho
aproximado de 1cmd utilizando uma lamina de barbear (Gillette) e colocados em cassetes
histoldgicos, em seguida lavados em agua corrente por 24 horas. Apos a lavagem iniciou-se a
desidratacdo dos fragmentos, sendo os cassetes submersos em concentracdes crescentes de
alcool a 70%, 80%, 90% e absoluto, durante 30 minutos em cada uma dessas solucdes, sendo
a ultima etapa repetida uma vez, em seguida foi realizado o processo de diafanizacdo, durante
uma hora com uma repeticdo. Para infiltracdo e confeccdo do bloco foi utilizada parafina
histoldégica com ponto de fusdo de 56 — 60°C.

A microtomia foi realizada utilizando um micrétomo rotativo manual, 0s cortes
histolégicos foram feitos com 4 pm de espessura, submetidos a coloracdo de Hematoxilina de
Harris e Eosina (H&E) para a observacdo da morfologia e aspectos gerais dos tecidos. Foi

utilizado Entelan e laminulas de vidro para a montagem das laminas.
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5. RESULTADOS

5.1 DESCRICAO ANATOMICA DOS ORGAOS ANALISADOS

O intestino dos ratos apresenta morfologia semelhante ao intestino humano, ou seja, € um
6rgdo tubular cujo diametro e aspectos variam de acordo com a regido do 6rgdo. O figado e
baco sdo 6rgdos glandulares ricamente vascularizados localizados no abdome dos ratos. O
figado tem quatro lobos, € localizado logo abaixo do diafragma e ocupa grande espaco na
cavidade abdominal, sendo predominante no lado direito do corpo, ja 0 baco ndo apresenta
divisbes de lobos e é localizado na regido superior esquerda da cavidade abdominal. O figado
apresenta regides basais (conectadas a vasos de grande porte) e periféricas (distantes dos
vasos de grande porte e nas extremidades do 6rgdo). Foram coletados fragmentos do ileo e
cdlon proximal de cada animal e foram clivados em sentido transversal ou ao longo do maior

eixo quando necessario.

5.2 DESCRICAO HISTOLOGICA DOS TECIDOS ANALISADOS

A principal caracteristica do tecido epitelial de revestimento do intestino delgado é a
presenca de projecBes digitiformes (vilosidades) [Figura 1] e de microvilosidades,
representando um tipo de especializacdo da membrana celular na regido apical das células,
formando projecBes que aumentam a superficie de contato dessas células com o meio
extracelular. Ao longo do intestino sdo encontradas formacdes glandulares que se assemelham
a invaginacdes do tecido epitelial chamadas de criptas intestinais ou criptas de Lieberkiihn
[Figura 2]. No epitélio de revestimento intestinal observam-se as células caliciformes,
responsaveis pela que producdo de mucina que ao entrar em contato com a agua forma o
muco, o qual é liberado por via apocrina e merocrina. Na coloracdo H&E as células
caliciformes sdo identificadas por apresentarem coloracdo mais clara que as demais células do
epitélio devido a presenca de muco em seu meio intracelular [Figura 2].

As vilosidades intestinas no ileo sdo menores se comparadas com as do jejuno, mas,
maiores que as do duodeno. No ileo é encontrada grande quantidade de células caliciformes e
algumas criptas intestinais. No c6lon ndo sdo encontradas vilosidades intestinais, entretanto,
podem se observar muitas criptas intestinais e também sdo encontradas muitas células

caliciformes.
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Figura 1 - Caracteristicas histoldgicas do intestino.
Vilosidades intestinais do ileo. As setas apontam para as células caliciformes.
Aumento de 100x

Figura 2 - Células caliciformes e criptas intestinais do colon.
Fotomicrografia epitélio do colon. As setas apontam para as células caliciformes. Cabeca
de seta aponta para uma cripta intestinal. Aumento de 400x.
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O componente estrutural basico do figado s&o as células chamadas de hepatdcitos, células
epiteliais com formato poliédrico com nucleo arredondado e cromatina descondensada
[Figura 3]. O aglomerado de hepatdcitos delimitado por tecido conjuntivo do tipo adiposo é
denominado lébulo. No centro de um lébulo é encontrada uma veia centro-lobular onde
convergem 0s sinusoOides hepaticos, que sdo canais formados entre 0s hepatécitos em um
I6bulo conduzindo sangue até a veia centro-lobular.

No baco sdo encontrados ndédulos linféides dispostos ao longo do tecido, em geral esses
nédulos apresentam um ramo arterial, que nem sempre é centralizado [Figura 4].
Normalmente sdo encontrados linfocitos proximos as artérias existentes no bago, esses
linfécitos em conjunto com as artérias formam estruturas conhecidas por bainha periarteriolar.
Os nodulos linféides e a bainha periarteriolar compdem o que é chamado de polpa branca do
baco. A polpa vermelha do baco é constituida de sinusdides e de linfocitos e outros tipos
celulares presentes nessa matriz. Uma capsula formada por tecido conjuntivo propriamente
dito denso modelado reveste o 6érgdo como um todo, em algumas regifes existe 0
prolongamento desse tecido em direcdo a regido interna do baco, formando estruturas
chamadas de trabéculas de tecido conjuntivo, a capsula do baco €é revestida externamente por

tecido epitelial de revestimento simples pavimentoso.

Figura 3 - Caracteristicas histoldgicas do Figado.
Tecido hepatico saudavel. A seta aponta um vaso sanguineo.
Aumento de 100x.
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Figura 4 - Parénquima do baco
Polpa vermelha do tecido do baco. Aumento de 400x.

5.3 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Foram observadas varias lesGes e alteracOes teciduais nas amostras dos animais do Grupo
Controle Positivo (GCP), individuos foram desafiados a Salmonella enterica do sorovar
Enteritidis P125109 e foram realizadas gavagens intragastricas com solucéo salina.

No individuo da caixa 1 do GPC foi detectado aumento da producdo de muco, hiperplasia
mucdide e superatividade das células das criptas intestinais no fleo [Figura 5]; no Bagco foi
observada intensa inflamacédo no foliculos linféides, desorganizacdo do parénquima esplénico
com areas focais de necrose e presenca de hemossiderina; no figado foi encontrada
degeneracdo hidropica, e necrose nos hepatocitos, também se observou hiperemia e material
fracamente eosinofilico disperso no parénquima, compativel com edema, além disso foram
encontrados hepatocitos com degeneragédo balonizante compativel com necrose [Figura 7].

No animal da caixa 2, a anélise do Baco evidenciou uma desorganizagdo do parénquima
esplénico com inflamacdo cronica [Figura 6]; no célon foi observado inflamacdo de
impermeio entre as glandulas, assim como infiltrado leucocitario; o tecido do figado
apresentou hiperemia e inflamag&o no parénquima hepatico.

No animal da caixa 3, foi observado no ileo pouca inflamagdo nas criptas intestinais; no

cblon foi observado processo inflamatorio discreto também apenas nas criptas intestinais.
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As amostras do individuo da caixa 4 apresentaram algumas altera¢bes, no figado foi
possivel observar degeneracdo hidrépica dos hepatdcitos e inflamacéo discreta do parénquima
hepatico; a anélise das laminas do revelou apenas a presenca de uma discreta inflamacgédo nas
criptas intestinais; no bago foi encontrada hiperemia, um pouco de hemossiderina e processo

inflamatdrio discreto.

Figura 5 - GCP-1 ileo.

Fotomicrografia do ileo do animal da caixa 1 do Grupo Controle Positivo (GCP).

Hiperplasia de células caliciformes com conteddo a ser secretado. As setas indicam as

células caliciformes. Aumento de 400x.
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Figura 6 - GCP-2 Bago.
Fotomicrografia do Baco do animal da caixa 1 do GCP. Observa-se inflamacéo

cronica(setas) e a desorganizacgao estrutural do parénquima esplénico. Aumento de 100x.

Figura 7 GCP-1 Figado
Observa-se no centro a hiperemia de um vaso hepatico e material com fracamento

eosinofilico no parénquima do tecido compativel com edema destacados com um circulo.

Aumento de 400x.
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Foram encontradas poucas alteracbes nas amostras dos individuos do Grupo Positivo e
com Lactobacillus, cujos animais foram desafiados a Salmonella enterica do sorovar
Enteritidis P125109 e as gavagens intragastricas realizadas eram feitas com solu¢do com
Lactobacillus rhamnosus EM1107 e alteragfes quando encontradas foram menos severas do
que as observadas no Grupo Controle Positivo.

Na analise do baco do animal da caixa 1 foi possivel observar inflamagdo discreta e um
pouco de hemossiderina [Figura 9]; nas laminas histoldgicas do ileo, foi observada inflamagéo
discreta com permeio as criptas.

No individuo da caixa 2 também foi encontrada apenas uma alteracéo: hiperplasia mucosa
discreta no colon [Figura 8].

No animal da caixa 3 foram encontras alteracfes teciduais em alguns 6rgédos. No baco
apesar da arquitetura histologica estar preservada, foram encontradas areas focais de
hiperemia; No figado foi observada hiperemia, inflamacao discreta no parénquima e alguns
hepatocitos com degeneracdo hidrépica; a analise do ileo revelou inicio de processo
inflamatdrio nas criptas intestinais, quase imperceptivel; no célon foi encontrada inflamacéo
estromal moderada a intensa, desorganizando a arquitetura tecidual.

Nas amostras do animal da caixa 4, foram encontradas algumas lesdes. No baco foi
observada desorganizacdo da estrutura esplénica e hiperemia discreta; no ileo foi vista
inflamacéo discreta nos estromas; a analise do figado mostrou uma inflamacdo muito discreta
e hiperemia focal [Figura 10]; no célon foi observada inflamacdo discreta e hiperplasia
mucosa.

As amostras que ndo foram citadas ndo apresentaram alteracdes teciduais, assim como
também ndo foram encontradas alteragdes teciduais nos individuos do Grupo Controle

Negativo.
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Figura 8 - GPL-2 Célon
Tecido do célon do animal com tratamento de Lactobacillus r. a apresenta um discreto

aumento na quantidade de células caliciformes. Aumento de 100x

Figura 9 - GPL-1 Baco
Fotomicrografia do tecido do baco do animal da caixa 1 do GPL. Indicados por setas,
nota-se processo inflamatorio discreto no parénquima esplénico, menos severo do que 0s

observados nos animais do GCP. Aumento de 100x
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Figura 10 - GPL-4 Figado
Tecido hepatico com algumas células inflamatérias no parénquima e leve hiperemia

apontada pela seta. Aumento de 100x.

6. DISCUSSAO

A utilizacdo de antibidticos e anti-inflamatorios ndo esteroidais podem incidir em diversos
efeitos adversos como nausea, formacdes de Ulceras, hemorragia, problemas renais, asma e
febre (ARCHER; MUTHUKUMAR; HALAMI, 2015; BLASER et al, 2016), além de muitas
vezes tornar mais resistente a populacéo de micro-organismos patdégenos (BLAIR et al, 2014).
Por muitos anos buscaram-se meios de melhorar esses medicamentos, produzir farmacos mais
eficientes ou alternativas de tratamento para evitar esses problemas. Nesse ambito as
pesquisas com probioticos cresceram (GUARNER et al, 2011) e seus resultados mostram que
muitas vezes o tratamento com probidticos sdo mais eficientes do que os a base de farmacos
ARCHER; MUTHUKUMAR; HALAMI, 2015).

Os resultados encontrados mostram que em animais induzidos & salmonelose por
Salmonella enterica do sorovar Enteritidis P125109, a administracdo de solucdo probidtica

com Lactobacillus rhamnosus EM1107 leva a resisténcia aos danos que seriam causados pela



20

salmonelose, visto que as alteracbes teciduais encontradas no Grupo Positivo e com
Lactobacillus sdo bem menos severas do que as observadas no Grupo Controle Positivo.
Esses dados convergem com os resultados encontrados por Acurcio et al. (2017), que testou a
eficiéncia da acdo probidtica do Lactobacillus plantanarum B7 em ratos desafiados com
Salmonella enterica Typhimurium. Consolidando ainda mais a tese do uso de produtos
probi6ticos como meio de prevencao e tratamento a infecgdes gastrointestinais.

O padréo da evolugéo das lesGes teciduais encontradas no Grupo Controle Positivo, que
no decorrer do periodo experimental os individuos sem tratamento também nédo apresentaram
lesBes nos tecidos analisados, foi semelhante ao encontrado em uma avaliacdo histopatoldgica
em ratos infectados por Salmonella enterica Enteritidis com dieta probiética baseada em
Lactobacillus de diferentes espécies realizada por Okamoto et al. (2005). Dessa forma, pode-
se entender que o uso dos probidticos tem bastante influéncia na fase inicial da infeccdo de
patdgenos gastrointestinais, visto que no presente estudo os animais com poucos dias apés a
infeccdo do controle positivo apresentaram lesdes teciduais graves, enquanto os individuos

recém infectados e tratados com Lactobacillus apresentaram alteracdes discretas.

7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, pode-se inferir que o uso do
Lactobacillus rhamnosus EM1107 tem acdo probidtica em modelo de salmonelose induzida
in vivo. Estudos imunolodgicos, ultraestruturais e metagenémicos se fazem necessarios para
explicar melhor os mecanismos utilizados pelo Lactobacillus rhamnosus que levam aos
resultados encontrados. Além disso, sugere-se que sejam feitos futuros estudos com
abordagem comparativa da eficiéncia do uso dessa cepa probidtica e produtos sintéticos no
tratamento de doencas infectocontagiosas, pois, traria a populacdo para mais proximo da

realidade da uso dos probioticos na terapéutica.
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ANEXOS

Grupo Controle Negativo
(GCN)

Apenas uma Caixa

Grupo Controle Positivo
(GCP)

Caixas: 1,2,3¢e4

Grupo Positivo e com
Lactobacillus (GPL)

Caixa: 1,2,3e4

Inicio do Experimento

Gavagem Intragastrica com
Solugéo Salina

Eutanasia animal SM
Gavagem Intragéstrica com
Solugéo Salina
Eutanéasia animal 1M

Gavagem Intragéstrica com
Solucgéo Salina

Eutanasia animal 2M
Gavagem Intragastrica com
Solucgdo Salina
Eutanasia animal 3M

Gavagem Intragéstrica com
Solucgdo Salina

Gavagem Intragéstrica com
Lactobacillus

Streptomicina
Desafio com Salmonella Enteritidis

Eutanésia Caixa 1
Gavagem Intragastrica com
Solugdo Salina
Eutanésia Caixa 2

Gavagem Intragéstrica com
Solugdo Salina

Eutanasia Caixa 3
Gavagem Intragéstrica com
Solugdo Salina
Eutanésia Caixa 4

Quadro 1 —Esquema experimental.

(Nos dias de Eutanasia, apenas 0s animais a serem eutanasiados ndo recebiam gavagem

Eutanasia Caixa 1
Gavagem Intragastrica com
Lactobacillus
Eutanésia Caixa 2

Gavagem Intragéstrica com
Lactobacillus

Eutanésia Caixa 3
Gavagem Intragastrica com
Lactobacillus
Eutanasia Caixa 4

13 dias

14
15
16

17

18
19
20
21
22
23
24
25

intragastrica, para os demais individuos o procedimento era realizado normalmente.)

24

(e1p) odwia 1



