Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade de Medicina

Graduacao em Nutricéo

COLONIZACAO INTESTINAL COM PROBIOTICO
LACTOBACILLUS RHAMNOSUS GG EM ZEBRAFISH ADULTO

(Danio rerio)

Gabriel Tayguara Silveira Guerreiro

Porto Alegre, 2018



Gabriel Tayguara Silveira Guerreiro

COLONIZACAO INTESTINAL COM PROBIOTICO
LACTOBACILLUS RHAMNOSUS GG EM ZEBRAFISH ADULTO

(Danio rerio)

Trabalho de Concluséo de Curso
de graduacdo apresentado como
requisito parcial para obtencdo do
grau de Bacharel em Nutricdo, a
Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, Curso de Nutricéo.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Valesca
Dall’Alba

Porto Alegre, 2018



AGRADECIMENTOS

A dr2 prof2 Valesca Dall Alba pela oportunidade de ser seu bolsista de
iniciacdo cientifica em seus trabalhos experimentais, e por ter sido minha
querida orientadora deste presente trabalho. Guardo muito carinho, respeito,
admiracao, e principalmente aprendizado por sua postura e conhecimento.

Aos colegas de laboratorio pelos muitos momentos de aprendizado,
conversas e brindes. Guardo muitas lembrancas com carinho das diferentes
pessoas que compuseram o LEHG neste tempo em que me fiz presente.

Aos amigos e colegas de graduacéo. Estes anos repletos de discussdes
e conversas terapéuticas sobre diferentes assuntos de dentro e fora dos temas
académicos me fizeram crescer muito. O apoio de vocés foi imprescindivel.

A familia. O incentivo que tive desde sempre para o estudo foi essencial.
E provavel que eu ndo conseguisse entrar ou terminar este curso caso nao
fosse o apoio, carinho e estimulo que recebo da minha familia. Meu amor,
carinho e gratiddo a quem esta comigo desde sempre.

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul. As experiéncias que
obtive a partir da minha vivéncia neste espaco, com as pessoas que conheci,
foram importantissimas para me transformar em quem sou hoje, e isso me faz
muito grato.



RESUMO

INTRODUCAO - O efeito protetor desempenhado pelos probiéticos no
desenvolvimento de diversas doencas hepaticas e intestinais vem sendo
demonstrado em uma série de estudos tanto experimentais quanto clinicos. A
presenca no intestino é um pré-requisito para que o probidtico tenha sua acéo
efetiva. Nesse sentido, 0 objetivo deste trabalho foi determinar uma dose
efetiva de probidtico Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) capaz de promover

colonizacéo intestinal em modelo experimental de zebrafish wild type adulto.

METODOLOGIA - Os peixes foram divididos em 4 grupos (8 peixes/grupo),
sendo testadas 3 diferentes doses de probittico: 0,4 mg/animal/dia, 1
mg/animal/dia e 2 mg/animal/dia, além de um grupo controle que nao recebeu
probioticos. Apos 14 dias de experimento, os animais foram eutanasiados e
coletados seus intestinos, sendo feitas as andlises de PCR com primers
especificos e avaliacdo microbiolégica em placa.

RESULTADOS - A partir das analises com os intestinos coletados, a dose de 1
mg/animal/dia foi a que apresentou crescimento mais homogéneo quando

comparado as outras doses.

CONCLUSAO - Neste estudo foi possivel testar diferentes doses do probiético
LGG no modelo experimental de zebrafish. Apds todas as analises, a dose de 1
mg/animal/dia do probiético demonstrou ser mais efetiva na colonizacao

intestinal.

Palavras-chave: Probioticos, Microbiota, Colonizacdo, Zebrafish.
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INTRODUCAO

Os probidticos sdo microrganismos vivos, que quando consumidos em
quantidade suficientes, podem tornar-se benéficos ao hospedeiro (FAO/WHO,
2001). Podem ser adicionados no preparo de diversos alimentos, produtos,
suplementos dietéticos e medicamentos. As cepas de probidticos séo
identificadas segundo seu género, espécie, subespécie (se corresponder) e
uma denominagdo alfanumérica que identifica uma cepa especifica. Os
probidticos alteram a comunidade bacteriana intestinal aumentando o namero
de bactérias anaerdbias benéficas e diminuindo a populacdo de
microrganismos potencialmente patogénicos, o que afeta o0 ecossistema
intestinal estimulando os mecanismos imunes da mucosa e 0S nao-imunes
através de um antagonismo e concorréncia com 0s patogénicos potenciais.
Pensa-se que esses fendbmenos conduzem a efeitos benéficos, inclusive a
reducdo da incidéncia e gravidade da diarreia, a patologia que mais se
beneficia do uso de probiéticos (CARUFFO et al., 2015; GUARNER; ELLEN
SANDERS, 2017; JAIN; GUPTA; JAIN, 2014; WHO, 2015).

Em relacdo ao uso de probiético nas doencas hepéticas, estudos tém
demonstrado um efeito protetor contra o aparecimento da esteatose, uma
melhora do perfil metabdlico (CANO et al., 2013; SCHNEIDER et al., 2014) e
uma reducdo dos niveis de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) (LOGUERCIO et al., 2002; WAGNERBERGER et al.,
2013). Quanto a relacéo entre probidticos e doencas hepéaticas em um publico
infantil, um estudo com criancas portadoras de doenca hepética pelo fator
obesidade, foi submetido a suplementacdo de LGG por oito semanas,
mostrando reducéo significativa de AST, quando comparado ao grupo placebo
(VAJRO et al., 2011). Em relacdo a doenca hepética alcodlica, a utilizacdo de
LGG também tem demonstrado resultados positivos. Schneider e
colaboradores avaliaram a exposicdo de LGG a partir de um modelo com
etanol, demonstrando reducdes dos niveis séricos de triglicerideos, colesterol e
esteatose hepatica em zebrafish (SCHNEIDER et al., 2014).



O probidtico Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) como uma bactéria
Gram-positiva, pertencente ao filo Firmicutes, apresentando caracteristicas
como o crescimento preferencial anaerébico, a producdo de substancias
antibacterianas e a fermentacédo de xilose, trealose, sorbitol, manitol, glicose,
frutose, ramnose, entre outros. O LGG também é conhecido por prevenir a
disfuncdo da barreira intestinal causada por reacfes inflamatérias e reduzir a
infeccédo intestinal e diarreia (DONATO et al., 2010).

O namero de pesquisas experimentais com zebrafish (Danio rerio) vém
crescendo nos ultimos 20 anos (AMALI et al., 2006; THAKUR et al., 2011).
Também conhecido como paulistinha, € um peixe pequeno de agua doce.
Apresenta diversas vantagens como modelo experimental, como facilidade de
manejo, reprodugdo e manutengdo. Apresenta excelente homologia anatomica,
imunoldgica, fisiolégica e molecular com mamiferos (PARNG et al., 2002). O
figado dos peixes e dos mamiferos possuem as mesmas funcées metabdlicas,
como no processamento e armazenamento de nutrientes, sintese de enzimas e
cofatores, formagcdo de bile e metabolismo de composto xenobioticos
(SHIMADA et al.,, 2015). A diferenca mais significativa entre o figado dos
mamiferos e dos peixes teledsteos € a inexisténcia do classico I6bulo hepatico,
com 0s respectivos espacos-porta. O peixe possui veia porta, artérias
hepaticas e ductos biliares que, no entanto, estdo distribuidos aleatoriamente
no parénguima hepatico (TAO; PENG, 2009).

A utilizacdo do zebrafish foi padronizado no Centro de Pesquisa
Eexperimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CPE-HCPA) desde
2007 (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012). Outro estudo padronizou a
melhor forma da coleta de sangue no zebrafish (PEDROSO et al., 2012), e
ainda, foi avaliado o efeito da taurina na esteatose hepatica induzida por
tioacetamida (HAMMES et al., 2012).



FUNDAMENTACAO TEORICA

Probioticos
Os probidticos sdo microrganismos vivos que quando consumidos em

quantidade suficientes podem tornar-se benéficos ao hospedeiro, e podem ser
adicionados no preparo de diversos alimentos, produtos, suplementos
dietéticos e medicamentos. Tais probioticos afetam o ecossistema intestinal
estimulando 0s mecanismos imunes da mucosa, interagindo com
microrganismos comensais ou potencialmente patogénicos, gerando produtos
metabdlicos finais, como acidos graxos de cadeia curta, e se comunicando com
as células do hospedeiro através de sinais quimicos. Estes mecanismos podem
conduzir ao antagonismo de patdgenos potenciais, a melhorar o ambiente
intestinal, fortalecer a barreira intestinal, & regulacdo negativa da inflamacéo e
a regulacdo positiva da resposta imune a desafios antigénicos. Estima-se que
esses fendmenos conduzem a efeitos benéficos, inclusive reducdo da
incidéncia e gravidade da diarreia, a patologia que mais se beneficia do uso de
probiéticos (GUARNER; ELLEN SANDERS, 2017).

De acordo com a legislacéo brasileira, os probiéticos sdo definidos como
suplementos alimentares microbianos vivos que afetam beneficamente o
organismo pela melhora do seu balanco microbiano (ANVISA, 2003). Os
probioticos estdo disponiveis como suplementos alimentares, na forma de po,
capsulas e tabletes, ou em alimentos, como iogurtes, queijos, leites
fermentados e ndo fermentados, em sumos e bebidas de soja, ou ainda em
produtos terapéuticos, onde sdo adicionados liofilizados (BOSSCHER et al.,
2009).

As propriedades das bactérias probidticas estdo relacionadas nao
somente com o género da bactéria, mas especialmente com sua cepa. Uma
cepa especifica produz beneficios especificos, assim o efeito de uma cepa
bacteriana ndo pode ser extrapolado para outras do mesmo género
(GUARNER; MALAGELADA, 2003). As cepas de probiéticos séo identificadas
segundo seu género, espécie, subespécie (se corresponder) e uma

denominagdo alfanumérica que identifica uma cepa especifica, por exemplo,
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Lactobacillus casei DN114001 ou Lactobacillus rhamnosus GG ATCC53103
(GUARNER; ELLEN SANDERS, 2017).

Probiotico: Lactobacillus rhamnosus GG
O Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), ATCC 53103, foi originalmente

isolado a partir de amostras fecais humanas por Sherwood Gorbach e Barry
Goldwin, por isso as letras GG em seu nome. Bactéria Grampositiva e
anaerdbia, o LGG foi identificado como uma potencial estirpe probiodtica,
inicialmente devido a sua excelente resisténcia ao acido biliar e boa
capacidade de adesdo a camada epitelial intestinal (KANKAINEN et al., 2009).
A nomenclatura da espécie deriva da capacidade do LGG para metabolizar e
fermentar a ramnose, uma caracteristica bioquimica que € usada para

identificar esta espécie de Lactobacillus.

O efeito sobre o sistema imunolégico € explicado pela estimulacéo e
producdo de citocinas diferentes, tais como TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12,
IFN-y e uma proteina particular, p40, segregada por Células GG de L.
rhamnosus que podem reduzir o estado inflamatorio e a apoptose das células
epiteliais intestinais (CLAES et al., 2012). Portanto, LGG é bem caracterizada e

€ conhecido por ter varios efeitos anti-inflamatoérios (KHAILOVA et al., 2017).

Como apresenta excelente efeito de adesdo a mucosa intestinal, o LGG
é frequentemente selecionado como candidato a probidtico para a prevencao e
tratamento de infeccbes gastrointestinais e diarreia. Os efeitos de
suplementacdo oral de LGG apresentam diminuicdo de sintomas como dor
abdominal e diarreia, tanto em um publico infantil quanto em adultos (SEGERS;
LEBEER, 2014).

Microbiota
A microbiota intestinal tornou-se uma fonte de estudo extremamente

importante para o conhecimento e tratamento de muitas patologias. Uma
qguestao que ainda esta em aberto é se o trato gastrointestinal (TGI) € um 6rgéo

estéril ao nascimento e que iria adquirindo microrganismos logo apos o parto.
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Mas o fato € que o microambiente do TGI pode ser modulado por uma série de
fatores ambientais como a dieta, medicamentos, exercicio, entre outros
(BOUTER et al.,, 2017). Embora tenha essa caracteristica, sabe-se que a
microbiota € bastante estavel e tende sempre a retornar as suas caracteristicas

basais.

Dentre as principais funcdes da microbiota, destacam-se a
imunomodulacdo, contribuicdo nutricional e resisténcia a colonizacdo por
bactérias patogénicas, metabolizacdo de compostos toxicos, inibindo agentes
patogénicos, além do processamento de alimentos, digestdo de
polissacarideos ndo digeriveis complexos e sintese de vitaminas. Sofre
alteracBes por fatores externos e internos como o meio ambiente, antibiéticos,
sistema imunoldgico, genético, probidticos, prebidticos e a dieta (PAIXAO;
CASTRO, 2016). Disturbios da microbiota residente tém sido relacionados com
uma lista cada vez maior de enfermidades (QUIGLEY, 2013). A dieta exerce
importante influéncia sobre a microbiota nos diferentes estados de doencas e
identificam varios metabdlitos microbianos que orquestram o0s aspectos cruciais
do didlogo entre microrganismo e o hospedeiro. Descobertas recentes
identificaram perfis e metabolitos especificos da microbiota como preditores de
risco de doenca, bem como determinar as espécies microbianas que se

correlacionam com a saude e a doenca (JOYCE; GAHAN, 2014).

A importancia da manutengdo de uma microbiota intestinal saudavel tem
sido reconhecida de maneira empirica ha bastante tempo, porém recentemente
tem se dado uma atencdo especifica ao potencial dos probiéticos como
agentes preventivos e terapéuticos. As comunidades residentes que compdem
a microbiota sdo conhecidas como autdctones, porém, também existem
comunidades transitorias, que se estabelecem apenas durante um determinado
periodo. Entre estes microrganismos transitorios, estdo 0s probioticos, a
maioria dos quais n&o coloniza permanentemente o trato digestivo (GUARNER,;
MALAGELADA, 2003; NAVA; STAPPENBECK, 2011).

Dentre as principais bactérias que compde a microbiota entérica estao
as benéficas e/ou probidticas e as patogénicas. Como exemplo de probidticas,

temos as Bifidobactérias e Lactobacilos (Bacteroides spp., Bifidobacterium
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spp., Lactobacillus spp.), e para as nocivas podem ser citadas a
Enterobacteriaceae e Clostridium spp. S&o encontrados também na microbiota
entérica a Eubacterium spp., Fusonbacterium spp., Peptostreptococcus spp.,
Ruminococcus (SANTOS; VARAVALLO, 2011).

Microbiota, Inflamacao e Doenca Hepatica
Pela importancia do 6rgao, as doencas do figado compreendem muitos

das mais relevantes doencas de saude publica. Embora as doencas que
afetem o figado sejam bastante complexas, pois envolvem o papel central do
figado no metabolismo e na desintoxicacdo, as principais classificacdes de
doenca hepatica incluem doenca hepatica alcodlica (DHA), doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica (DHGNA), hepatites e cancer. Embora o
desenvolvimento e o resultado da doenca sejam ditados pela genética do
hospedeiro, ha influéncia de uma variedade de fatores ambientais, como dieta,
infeccdo e consumo de alcool, sendo que os mecanismos pelos quais todos
esses fatores afetam a suscetibilidade a doenca podem ser vistos do prisma da
inflamacéo (CHASSAING; ETIENNE-MESMIN; GEWIRTZ, 2014).

Muitas doencas do figado estdo associadas a marcadores elevados de
inflamacdo, especialmente citocinas proé-inflamatérias, que supostamente
desempenham papel no desenvolvimento de tais doencgas. Os estudos apoiam
a ideia de que a microbiota desempenha um importante papel na inflamacéao, e
consequentemente, nas doencas hepdaticas. A alteracdo da composicdo da
microbiota intestinal e/ou da permeabilidade intestinal pode resultar em
produtos microbianos que ativam receptores que impulsionam a expressao
génica pro-inflamatoéria, promovendo a doenca hepatica (CHASSAING;
ETIENNE-MESMIN; GEWIRTZ, 2014).

Pensando em estratégias que buscam diminuir o estado inflamatério, um
ponto importante a se destacar € que o antagonismo da sinalizagcdo imune
inata pode resultar em maior disbiose bacteriana e consequentemente
impulsionar a expressdo génica de alguns pro-inflamatérios em alguma
proporcdo. Assim, pode ser mais eficaz direcionar diretamente a microbiota

intestinal para restaura-la a um estado mais saudavel, o que presumivelmente
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invocaria uma expressao génica pro-inflamatoria reduzida no hospedeiro.
Sendo tal restauracdo e/ou manipulacdo feita a partir de probidticos, entre
outros como prebioticos, antibidticos e/ou transplante de microbiota. Em ratos
com DHGNA induzida a partir de frutose, o tratamento com Lactobacillus casei
Shirota foi um fator de protecdo contra o desenvolvimento da doenca
(WAGNERBERGER et al., 2013). Ja em ratos com DHA induzida com alcool
por gavagem, o tratamento com Lactobacillus rhamnosus GG foi associado
com reducdo de marcadores de estresse oxidativo intestinal e hepatico,
inflamacé&o e preservacéo da funcéo da barreira intestinal, ou seja, um fator de

protecdo contra a doenca em questdo (FORSYTH et al., 2009).

Modelo experimental zebrafish
O zebrafish (Danio rerio) € um peixe teleésteo (2 ~ 4 cm) de agua doce

que vem sendo utilizado amplamente em pesquisas cientificas como modelo de
vertebrados. Sua utilizacdo se justifica devido a facilidade de manutencéo,
manipulacdo e relativo baixo custo (BRIGGS, 2002; SCHNEIDER et al., 2009).
Os animais sdo pequenos, logo ocupam espacos fisicos menores, tém curto
ciclo de vida, possuem homologia anatbmica, imunoldgica, fisiolégica e
molecular com mamiferos (MCGRATH; LI, 2008).

Figura 1. Modelo experimental zebrafish

O zebrafish é bastante utilizado como modelo de experimentacéo para o
estudo de doencgas hepdticas, devido ao figado desse peixe exercer as
mesmas funcbes metabdlicas que os figados dos mamiferos. O figado de

peixes e mamiferos é semelhante, visto que ambos sdo encapsulados,
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apresentam sinusoides, e 0 suprimento sanguineo é proveniente de ramos da
artéria hepética e veia porta (GOESSLING; SADLER, 2015; WOLF; WOLFE,
2005). Entretanto, ha diferencas, esse 6rgdo, em peixes, ndo se arranja em
espacos porta e os hepatécitos estdo organizados em tubulos que vado de
encontro aos ductos biliares e ndo em colunas, como nos mamiferos
(GOESSLING; SADLER, 2015).

O figado do zebrafish esta totalmente formado em 72 horas apds a
fertilizacdo (PASSERI et al., 2009). Embora haja algumas diferengas entre o
figado desses animais e o0 humano, de uma forma geral, ha mais semelhancas
do que diferencas, principalmente em relagdo a anatomia, fisiologia e
caracteristicas bioquimicas (WOLF; WOLFE, 2005).

O trato digestivo do zebrafish adulto € assim composto: boca, faringe,
esbfago, intestino e anus, ndao possuindo estbmago. O eso6fago se diferencia
em intestino, consistindo em um tudo longo inicialmente largo e
progressivamente mais estreito no sentido rostral-caudal. O intestino preenche
a cavidade abdominal e possui trés divisbes funcionais: anterior, média e
posterior. A por¢cdo anterior, também conhecida como bulbo intestinal, € onde
se encontram as principais enzimas responsaveis pela digestdo, sendo o
principal local de digestdo de lipidios e proteinas (MUDUMANA et al., 2004).
Como o bulbo intestinal do zebrafish ndo possui glandulas géastricas, o pH
intestinal ndo costuma ficar abaixo de 7,5 (NALBANT et al., 1999).

O bulbo, a porcdo média e o terco anterior caudal do intestino
correspondem ao intestino delgado dos mamiferos, e a por¢cdo posterior
corresponde ao intestino grosso, onde se acaba no anus (WANG et al., 2010).
Se comparado com o intestino dos mamiferos, o intestino do zebrafish
apresenta uma arquitetura simples, mas com a regido das vilosidades
homéloga em estrutura e funcdo. O segmento posterior do intestino possui
maior quantidade de microrganismos do que o segmento anterior, como nos
mamiferos (RAWLS; SAMUEL; GORDON, 2004).
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JUSTIFICATIVA

A microbiota tem se demonstrado como uma das grandes fontes de
estudo e producdo cientifica na area da salde nos Ultimos anos, pois
apresenta relevancia clinica em um grande espectro de doengas, explicada por
sua funcéo imune. Os resultados obtidos na utilizacdo do probiotico como
agente terapéutico em diversas doencas hepaticas e intestinais tém
concretizado a sua importancia para a saude, dada sua atividade
imunomoduladora e protetora junto a microbiota intestinal, além da relativa
acessibilidade e seguranca do produto. Por outro lado, negligenciar a
importancia da utilizacdo de probioticos pode significar deixar de lado uma
promissora terapia a diferentes doencas em diferentes niveis de

desenvolvimento.

Como a pesquisa cientifica busca elucidar a realidade para analisa-la de
uma forma efetiva e verdadeira, este trabalho busca encontrar uma dose
efetiva de (LGG) para a colonizacéo intestinal do modelo zebrafish, para que
assim seja dado seguimento as pesquisas envolvendo tal probi6tico com este

promissor modelo experimental.

Vale salientar que este trabalho serve como parte de um trabalho maior,
onde, uma vez estabelecida a dose efetiva, o probiético LGG foi adicionado a
racdo dos animais para avaliar seu efeito protetor na esteatose induzida por
etanol em um modelo de Doenca Hepética Alcodlica (DHA) em zebrafish. Para
isto, foi necesséario determinar uma dose efetiva na colonizacdo intestinal do

probiotico (LGG) no modelo de zebrafish.
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OBJETIVO

Determinar a dose efetiva do probibtico Lactobacillus rhamnosus GG

(LGG) para promover colonizacéao intestinal de zebrafish wild type adulto.
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MATERIAIS E METODOS

Peixes e condi¢cfes experimentais
Os peixes zebrafish wild type adultos foram adquiridos de um

comerciante local em Porto Alegre, RS, Brasil. Os animais passaram por um
periodo de adaptacdo (15 dias) no novo local, sendo estes aclimatados e
observados. Nesse periodo ocorre maior mortalidade devido ao estresse do
animal pelo transporte e novo ambiente, assim animais doentes podem ser
detectados e retirados. O ambiente é climatizado e 0s aquarios possuem
sistemas de filtragem e aeracéo, termostatos e termémetros. Os peixes adultos
foram mantidos em aquarios com a densidade de no maximo 5 peixes/litro de
agua, com ciclo de luz de 14 horas, alimentados com racdo especifica e
mantidos em temperatura entre 28 = 2°C. Semanalmente foram verificados os
parametros de qualidade da agua dos aquarios: pH, presenca de nitratos e

nitritos, amonia e oxigénio dissolvido.

Alimentacéo
Os animais foram alimentados com racdo granulada na frequéncia de 4

vezes ao dia em 5 dias da semana, e 2 vezes ao dia em 2 dias da semana. Foi
utilizado 7% do peso do peixe para calculo da quantidade diaria de racao
oferecida ao animal, o que equivale a aproximadamente 51 kcal/peixe/dia. A
composi¢cdo do alimento foi: 60% farinha de soja, 31% farinha de milho, 5%
farinha de peixe, 0,5% Oleo de soja e o restando em um mix de vitaminas e

minerais.

Local do estudo
Este projeto foi desenvolvido majoritariamente no Laboratério

Experimental de Hepatologia e Gastroenterologia no Centro de Pesquisa
Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, utilizando como areas de
apoio a Unidade de Experimentacdo Animal, Unidade de Analises Moleculares
e de Proteinas, Laboratério de Patologia Experimental e o Laboratério de

Pesquisa em Resisténcia Bacteriana.
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Desenho experimental
Foram avaliados 4 grupos e 3 doses de probiético — 0,4 mg, 1 mg e 2 mg

— por 14 dias, sendo a administracdo do probidtico Lactobacillus
rhamnosus GG (Culturelle®, Amerifit, Cromwell, CT), ATCC 53103, em p0é junto
a alimentacéo, misturado com a racao em flocos. Foi utilizado n = 6 animais por
grupo, somados a 20% de animais como faixa de seguranga para a
mortalidade, totalizando 32 peixes.

Anestesia, eutanasia e coleta das amostras
ApoOs a realizacdo do experimento, todos os grupos foram anestesiados

por imersdo em tricaina, na concentracdo de 400ug/ml de agua, e mortos por
exsanguinacdo. J& exanguinados pela veia retro orbital, o intestino foi
devidamente coletado e armazenado para realizacdo das analises intestinais:

avaliacado microbioldgica das colénias e PCR para confirmacao da cepa.

Analises intestinais
A avaliagdo microbiolégica das colbnias se deu por técnica de

esgotamento por estrias, 20 pl do homogeneizado intestinal de cada amostra
foi dispensado em placa de Petri identificada, contendo Agar Lactobacilli MRS
(de Man, Rogosa, Sharp, Difco ®), preparado de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O meio MRS é especifico para Lactobacillus. O
inoculo foi espalhado com alcas esterilizadas descartaveis uniformemente na
superficie da placa. As semeaduras foram realizadas em triplicata, em camara
de fluxo continuo e as placas incubadas em ambiente de microaerofilia a 37°C
por 48 horas. Posteriormente, foi realizada uma comparacdo entre as
caracteristicas fenotipicas das semeaduras dos intestinos dos peixes e a
semeadura processada somente com a cepa pura do LGG, como controle
positivo. A quantificagdo das UFC (Unidades Formadoras de Col6nias) foi
realizada por contagem direta do numero de colénias apdés 36 horas de

incubacéo.
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Também foi realizado qtPCR-RT a fim de confirmar a identificacdo da
cepa do Lactobacillus rhamnosus GG no intestino com primers espécie-
especificos complementares a sequéncia de L. rhamnosus 16S ribossomal
DNA (TGCATCTTGATTTAATTTTG, foward; CCGTCAATTCCTTTGAGTTT,
reverso). As condi¢cdes de amplificacdo da PCR foram as seguintes: amostras
com um volume final de 50 pl contendo 5 yL de DNA, 67 mM Tris-HCI, 16 mM
(NH4)2S504, 0,01% (w/w) Tween-20 (pH 8,8 a 25°C), 1,5 mM MgCI2, 0,25 mM
dNTP, 1 pmol de cada primer e 2,5 U de enzima Super-Term. A amplificacédo
por PCR foi realizada em termociclador. O protocolo de amplificacdo consistiu
em incubacéo a 94°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de amplificagédo: 40
segundos de desnaturacdo a 94°C, 30 segundos de anelamento ( 62°C nos
ciclos 1 a 10, a 60°C nos ciclos 11 a 20, e a 58°C nos ciclos 21 a 30), 60
segundos de sintese a 72°C e uma extensao final de 10 minutos a 72°C. Os
produtos da PCR foram avaliados num gel de agarose a 2% em 0,5% de
tampdao de Tris - borato — EDTA.

Aspectos éticos
Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com a

legislacdo vigente no Brasil (Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008) que
estabelece procedimentos para o uso de animais e segue regulamentos da
utilizacdo humanitaria dos animais das resolu¢gbes normativas n°12 (Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e
Didaticos - DBCA) e n°13 (Diretrizes da Pratica de Eutanasia) do Conselho

Nacional de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA.
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RESULTADOS

Apés 14 dias de experimento, os animais foram eutanasiados e
coletados seus intestinos para analises posteriores.

Foram utilizados os primers espécie-especificos complementares a
sequéncia de L. rhamnosus 16S ribossomal DNA
(TGCATCTTGATTTAATTTTG, foward; CCGTCAATTCCTTTGAGTTT, reverso)
para confirmacdo da presenca do probidtico Lactobacillus rhamnosus GG
(LGG), ATCC 53103, no intestino do zebrafish, onde a confirmacdo do mesmo

se da como ilustra a figura 2.

Figura 2: PCR com primers especificos para confirmacdo de cepa de LGG - Linha 1 (L1) —
marcador de peso molecular; Linha 2 (L2) — amostra controle positivo (cepa do Lactobacillus
rhamnosus GG); Linha 3 (L3) — amostra do grupo controle; Linha 4 (L4) — Grupo dose 0,4 mg;
Linha 5 (L5) — Grupo dose 1 mg; Linha 6 (L6) — Grupo dose 2 mg.

A partir das analises de avaliacdo microbiolégica de contagem de
colénias em meio especifico para Lactobacillus em placa foram encontrados
colénias nas placas dos grupos que receberam as diferentes doses de
probidtico, como ilustra a figura 3. Apesar das 3 doses conseguirem
desenvolver colonias, destaca-se a dose de 1 mg/animal/dia de probidtico
como uma distribuicdo mais homogénea e permitindo ainda uma possivel

contagem de colonias.
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Figura 3: Avaliagdo microbioldgica em placa para avaliagdo do crescimento de col6nias de LGG
— crescimento de coldénias em meio especifico para Lactobacillus. Foi observado um
crescimento de colbnias nas placas dos grupos que receberam doses de probidticos, mas
destaca-se o Grupo Dose 1 mg/animal/dia, onde as col6nias foram mais confluentes.
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DISCUSSAO

Os resultados mostraram que o probidtico Lactobacillus rhamnosus GG
apresenta capacidade de colonizar o intestino do modelo experimental
zebrafish.

A microbiota intestinal tornou-se uma fonte de estudo extremamente
importante para o conhecimento e tratamento de determinadas patologias. O
trato gastrointestinal é um Orgdo estéreo ao nascimento, adquirindo
microrganismos logo apés o parto. Dentre suas principais funcdes, destacam-
se a imunomodulacgéo, contribuicdo nutricional e resisténcia a colonizacéo por
bactérias patogénicas. Sofre alteracbes por fatores externos e internos como
meio ambiente, alimentacdo, sistema imunoldgico, genético, probidticos e
prebidticos (PAIXAO; CASTRO, 2016).

Como o PCR com primers espécie-especificos para LGG analisados em
nosso estudo demonstraram com o resultado confirmatério, tal probidtico €
capaz de colonizar o intestino do modelo de estudo em questéo, o zebrafish.

A partir da avaliacdo microbiol6gica com placa para meio especifico de
Lactobacillus, a dose de 1 mg/animal/dia do probiético LGG foi a escolhida,
visto que apresentou o0 crescimento mais confluente na placa, o que é
interpretado como uma dose eficaz para promover colonizacdo intestinal.
Previamente Schneider e colaboradores (SCHNEIDER et al., 2014) realizaram
teste de colonizagcdo com uma dose diferente de LGG também em zebrafish,
entretanto ndo foi possivel replicar os resultados por eles encontrados. Haviam
diferencas relacionadas ao oferecimento da racdo e por consequéncia, do
probiético, onde os animais eram alimentados até a saciedade, diferente do
padronizado no nosso.

Ja existem estudos com o uso de zebrafish como modelo experimental
para uso de probidticos em diferentes idades do peixe. Falcinelli e
colaboradores (FALCINELLI et al., 2016) expuseram o probiético Lactobacillus
rhamnosus diretamente na agua de larvas de zebrafish, e os resultados
mostraram uma regulagdo positiva de genes relacionados a reducdo do nivel
de glicose e concomitante reducdo do nivel de apetite e glicose corporal, além
de reforcarem a capacidade do probidtico de modular a comunidade de
microbiota intestinal. Em outro estudo, Falcinelli e colaboradores (FALCINELLI
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et al., 2017) explorou se o conteudo lipidico da dieta influencia o microbioma
intestinal do zebrafish adulto, enriquecendo com Lactobacillus rhamnosus a
dieta de alguns grupos do experimento, onde foi verificado que as dietas com
adicao de probioticos induziram a reducao transcricional de genes orexigenos,
aumento de genes anorexigenos e diminuicdo transcricional de genes
envolvidos no metabolismo de colesterol e triglicerideos, concomitantemente
com menor teor de colesterol e triglicerideos, destacando o potencial dos
probioticos para atenuar o distarbio metabdlico relacionado a dieta rica em
gordura.

Tang e colaboradores (TANG et al., 2016) avaliaram a colonizagao de
Lactobacillus plantarum MA2 em camundongos (modelo murino) durante 6
semanas e os resultados demonstraram colonizacfes no ileo, célon e fezes, o
qgque demonstra a sobrevivéncia no trato intestinal para exercer seu efeito
antioxidante. Suo e colaboradores (SUO et al., 2012) investigaram em suinos
recém-desmamados a colonizacédo de Lactobacillus plantarum durante 60 dias
e encontraram efeitos probidticos no crescimento e qualidade do suino, sendo
a hipétese para o mecanismo que a colonizacdo inibe o crescimento de
patbgenos oportunistas, além de promover a altura das vilosidades. Liao e
colaboradores (LIAO et al., 2015) avaliou os efeitos do Clostridium butyricum
em 320 pintos durante 42 dias e encontrou a promoc¢ao do estado antioxidante
hepatico, a reducdo de conteudo de colesterol no soro e na circunferéncia
abdominal, a melhora na carne e na composicao de acidos graxos das aves no
corte, concluindo-se que o aumento da concentracdo de acidos graxos poli-
insaturados na carne pode ser atribuido a maior atividade antioxidante no
grupo suplementado com o probiético. Caruffo e colaboradores (CARUFFO et
al., 2015) investigaram as propriedades probiéticas de cepas de leveduras para
aplicacdo em aquicultura na protecdo de doencas bacterianas em larvas de
zebrafish, onde os resultados sugeriram que algumas leveduras intestinais do
peixe podem apresentar funcdo probiotica, se envolvendo como fator protetor
contra as doencgas bacterianas.

Nosso estudo apresenta uma limitacdo que esta relacionada ao modelo
experimental: como o probidtico € adicionado diretamente na agua, ndo ha
como controlar se todos os peixes de um aquario ingerem exatamente as

mesmas quantidades de racdo e consequentemente de probidtico. A racdo era
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oferecida despejando-a lentamente pela superficie da agua e os peixes nadam
para o topo na busca do alimento.

A determinagdo da dose efetiva de LGG foi fundamental para a
realizacdo das proximas etapas, onde se pretende avaliar o efeito hepato

protetor do probidtico em modelo de doenca hepéatica alcodlica.
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CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel testar diferentes doses do probiotico
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) no modelo experimental de zebrafish wild
type adulto. Apds todas as andlises, a dose de 1 mg/animal/dia do probidtico se
demonstrou a mais efetiva na colonizacao intestinal.

A determinacdo da dose efetiva de LGG foi fundamental para a
realizacdo das préximas etapas, onde se pretende avaliar o efeito hepato
protetor do probiotico em modelo de doenga hepética alcodlica.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A colonizacao intestinal pelo probiético LGG é a primeira condicdo para
que se possa verificar 0o seu efeito em diversos 6rgdos, como o figado e
intestino. Tendo em vista que a dose de 1 mg apresentou o melhor resultado
na colonizacdo intestinal do zebrafish, sera possivel, a partir deste trabalho,
avaliar seu efeito hepatoprotetor e de preservacao da barreira intestinal, apesar
dos efeitos deletérios do alcool. No futuro, seria interessante avaliar seus
efeitos também no microbioma intestinal, determinando alteracdes em relacdo
a bactérias probidticas e patogénicas, e seus possiveis beneficios terapéuticos

nas doencas hepaticas.
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