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RESUMO

MASSAUT, Khadija Bezerra. Lacticaseibacillus casei CSL3: viabilidade em
sorvete funcional e efeito em modelo in vivo de imunossupresséo induzida
2023, 147 p. (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de
Pés-Graduacao Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS, 2023.

As mudancas no perfil alimentar da populacdo mundial, tém impulsionado
industrias de alimentos a desenvolverem novos produtos funcionais. A ingestao
de probioticos € capaz de fornecer beneficios como modulacdo da microbiota
intestinal e resposta imunologica e, regulacdo dos niveis de colesterol e indices
glicémicos, porém esses beneficios precisam ser avaliados para cada cepa, a
fim de validar as propriedades probiéticas. Alimentos probidticos, geralmente se
restringem a leites fermentados e queijos, 0 que nem sempre satisfaz o
consumidor, em especial uma parcela da populacdo que apresenta restricao a
lactose. Neste contexto, objetivou-se avaliar a viabilidade de L. casei CSL3 em
sorvete funcional e sem lactose, durante o armazenamento, as condi¢des do
trato gastrointestinal (TGI) simulado e, a aceitabilidade do produto, bem como
avaliar o efeito da administracdo de CSL3, quanto aos parametros bioquimicos,
de estresse oxidativo, histologicos e imunologicos, em modelo in vivo de
imunossupressao induzida. Também foi realizado um estudo sobre o consumo
de sorvete nas regides brasileiras, as preferéncias e intencdes de compra dos
consumidores, usando uma plataforma online. Para elaborac&o do sorvete, foi
produzida uma infusdo de gengibre e mel que foi suplementada com 104
UFC.mL?! de CSL3, com armazenamento sob congelamento por 180 dias.
Analises de viabilidade da bactéria foram realizadas durante o armazenamento
e sob a passagem ao TGI simulado e, no produto as analises de composicéo
proximal, compostos fendlicos, antioxidantes, cor, pH, fusdo, densidade, overrun
e analise sensorial. Para o estudo in vivo, 40 camundongos Swiss machos foram
divididos em quatro grupos (Controle, L. casei CSL3, Ciclofosfamida, L. casei
CSL3+Ciclofosfamida), onde dois grupos foram imunossuprimidos com 250
mg.kg? de ciclofosfamida e dois grupos suplementados diariamente com 10%°
UFC.mL* de CSL3. Foram realizadas analises de hemograma, colesterol total,
expressdo génica de IL-4, IL-23, TNF-a e NF-kB, estresse oxidativo do rim, figado
e encéfalo, contagem de bactérias acido-lacticas (BAL) resistentes a bile nas
fezes e, histologia do figado, rim e intestino. O sorvete foi uma matriz eficaz na
manutencdo da viabilidade do microrganismo, além de contribuir para a
gualidade nutricional do produto, através da elevada atividade antioxidante
apresentada, além do mais, obteve indice de aceitabilidade e intencdo de
compra superiores a 95%. Ja, em relacdo ao estudo in vivo, foi observado que a
suplementacao foi segura, ndo apresentando mortalidade e alteragfes negativas
na expressao de citocinas, 0s animais que receberam CSL3 ndo apresentaram
reducédo do leucograma e lipidose hepatica quando em comparacéo aos demais
grupos e, apresentaram aumento de 1 log UFC.g* na contagem das BAL nas
fezes, além da reducdo nos niveis de colesterol total. Conclui-se que o sorvete
€ uma matriz eficaz na manutencdo da viabilidade de Lacticaseibacillus casei
CSL3, apresentando potencial probidtico e juntamente com 0s compostos
bioativos pode ser considerado um alimento funcional, com elevado indice de
aceitabilidade. No estudo in vivo, a suplementacdo além de segura no modelo



utilizado, influenciou no perfil lipidico dos animais, reduzindo o colesterol total e
a lipidose hepatica e, na resposta imunoldgica, através do aumento do
leucograma e da expressdo de citocinas, sugerindo seu potencial
imunomodulador. Contudo, como os efeitos probidticos sdo cepa e dose
dependentes, outros protocolos com diferentes dosagens, periodos de
exposicdo e patologias devem ser estudados, a fim de melhor elucidar o
potencial probiético de Lacticaseibacillus casei CSL3.

Palavras-chave: bactéria acido-lactica, estresse oxidativo, imunomodulacéo,
modelo in vivo, probiéticos, produtos lacteos, quimioterapia, trato gastrointestinal
simulado.



ABSTRACT

MASSAUT, Khadija Bezerra. Lacticaseibacillus casei CSL3: viability in
functional ice cream and effect in an in vivo model of induced
immunosuppression 2023, 147 p. (Doctorate in Food Science and Technology)
— Postgraduate Program in Food Science and Technology, Department of Agro-
industrial Science and Technology, Federal University of Pelotas, Pelotas-RS,
2023.

Changes in the food profile of the world's population have driven food production
to develop new functional products. The intake of probiotics can provide benefits
such as modulation of the intestinal microbiota and immune response and
regulation of cholesterol levels and glycemic indexes. However, in each strain
needs to analyze these benefits to validate your probiotic properties. Probiotic
foods are generally restricted to fermented milk and cheese, which has only
sometimes helped the consumer, especially a portion of the population restricted
to lactose. In this context, the objective was to evaluate the viability of L. casei
CSL3 in functional and lactose-free ice cream during storage, the conditions of
the simulated gastrointestinal tract (GIT), and the acceptability of the product, as
well as to evaluate the effect of administering CSL3, regarding biochemical,
oxidative, histological and immunological stress parameters, in an in vivo model
of induced immunosuppression. A study was also carried out on the consumption
of ice cream in Brazilian regions and consumers' motivations and purchase
intentions using an online platform. To make the ice cream, an infusion of ginger
and honey was produced and supplemented with 1014 CFU.mL"* of CSL3, with
storage under freezing for 180 days. Bacterial viability analyzes were carried out
during storage and when passing through the simulated TGI and, in the product,
analyses of proximal composition, phenolic compounds, antioxidants, color, pH,
melting, density, overrun, and sensory analysis. For the in vivo study, 40 Swiss
male mice were divided into four groups (Control, L. casei CSL3,
Cyclophosphamide, L. casei CSL3+Cyclophosphamide), where two groups were
immunosuppressed with 250 mg.kg? of cyclophosphamide and two groups
supplemented daily with 10° CFU.mL"* of CSL3. Blood count, total cholesterol,
, IL-4, IL-23, TNF-a and NF-kf3 gene expression, kidney, liver, and brain oxidative
stress, resistant lactic acid bacteria (LAB) count were analyzed to bile in the stool
and, histology of the liver, kidney, and intestine. The ice cream was an effective
matrix in maintaining the microorganism's viability and contributing to the
product's nutritional quality through the high antioxidant activity presented,;
moreover, it obtained an acceptability index and purchase intention greater than
95%. Concerning the in vivo study, it was observed that the supplementation was
safe, not presenting mortality and negative alterations in the expression of
cytokines; the animals that received CSL3 did not show a reduction in the
leukogram and hepatic lipidosis when compared to the other groups and, an
increase of 1 log CFU.g* in the BAL count in the feces, in addition the reduction



in the levels of total cholesterol. It is concluded that ice cream is an effective
matrix in maintaining the viability of Lacticaseibacillus casei CSL3, presenting
probiotic potential and, together with bioactive compounds, can be considered a
functional food with a high acceptability index. In the in vivo study,
supplementation, in addition to being safe in the model used, influenced the lipid
profile of the animals, assisting total cholesterol and hepatic lipidosis and, in the
immune response, through the increase in leukogram and expression of
cytokines, suggesting its immunomodulatory potential. However, as the probiotic
effects are strain and dose-dependent, other protocols with different dosages,
exposure periods, and pathologies should be observed better to elucidate the
probiotic potential of Lacticaseibacillus casei CSL3.

Keywords: chemotherapy, dairy products, immunomodulation, in vivo model,
lactic acid bacteria, simulated gastrointestinal tract, oxidative stress, probiotics.
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1 INTRODUCAO

A importancia de uma adequada alimentacdo na promoc¢do da saude,
remonta aos tempos de Hipocrates (377 a.C.), chamando a atencéo para o
alimento, com a conhecida citacdo: “que teu alimento seja o teu remédio e que
teu remédio seja o teu alimento”. Com o passar dos anos, essa necessidade de
buscar a prevencdo e a manutencdo da saude com uma nutricdo apropriada,
tem sido cada vez mais confirmada pela ciéncia, trazendo assim, uma maior
preocupacao dos consumidores sobre quais os alimentos podem e devem ser
ingeridos no seu dia a dia (BALTHAZAR et al., 2017; GRANATO et al., 2018;
YAHFOUFI et al., 2018).

A industria de alimentos, aproveitando esta crescente demanda pelos
consumidores em manter um estilo de vida saudavel, tem produzido inUmeros
produtos com alegacéo de propriedades funcionais, com o intuito de atender a
demanda e preencher esse nicho de mercado em constante renovagéo e
expansado (ASIOLI et al., 2017; TERPOU et al., 2019). Desta forma, a oferta de
alimentos probidticos tém apresentado importante destaque, tendo em vista que,
0S probidticos sdo microrganismos capazes de conferir beneficios ao
hospedeiro, quando consumidos regularmente e em quantidades adequadas
(FAO/WHO, 2001; HILL et al., 2014).

Entretanto, para que produtos probidticos garantam beneficios a saude
como a modulacdo da microbiota intestinal, resisténcia contra microrganismos
patogénicos e melhora da resposta imunologica, os probioticos devem estar
viaveis e ser seguros para uso, podendo ser administrados sob diferentes meios,
seja participando da fermentacéo ou, de forma suplementada no produto (HILL
et al., 2014; MARINELLI et al., 2017; PEREIRA et al., 2018).

As bactérias acido-lacticas (BAL) compdem uma grande variedade de
alimentos probioticos, principalmente os lacteos, sendo as espécies mais
frequentes, pertencentes aos géneros Lactobacillus!, Bifidobacterium e
Enterococcus (DORON; SNYDMAN, 2015; INABA et al., 2014; MACHADO,;
SOCCOL, 2015). Nesse contexto, Lacticaseibacillus casei (L. casei) CSL3,
isolado de silagem de colostro bovino, tem demonstrado resultados promissores

como microrganismo potencialmente probidtico, através de testes in vitro

10O género Lactobacillus, foi reclassificado segundo sua taxonomia em 25 novos
géneros (ZHENG et al., 2020).
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(VITOLA et al., 2018) e in situ em manteiga (BELINAZO et al., 2019), queijo Petit
suisse (VITOLA et al., 2020) e iogurte (AMES et al., 2021), sendo considerado

tecnologicamente adequado para adicionar em outras matrizes alimentares.

Porém, para a elaboracdo de um produto probiético inUmeros fatores
devem ser levados em consideracédo, que poderao influenciar diretamente na
viabilidade do microrganismo tais como: a composi¢cdo e caracteristicas da
matriz alimentar (pH, acidez, atividade de agua, oxigénio molecular, presenca de
sal, aclcar e produtos quimicos), as caracteristicas do processamento
(tratamento térmico, temperatura de incubacado, temperatura de resfriamento,
escala de producéo e armazenamento) e, a distribuicdo do alimento no mercado,
além disso, as caracteristicas microbiologicas das cepas utilizadas, a proporcéo
de inoculacédo bem como, o periodo de vida util do produto sdo fundamentais
para determinar que 0 microrganismo permaneca viavel e funcional ao ser
ingerido pelo consumidor (RANADHEERA et al., 2010; TRIPATHI; GIRI, 2014;
MAJID et al., 2018).

Outro fator de suma relevancia na escolha do microrganismo, € observar
suas caracteristicas quanto a tolerancia ao pH acido do trato gastrico, aos sais
biliares e as enzimas digestivas, ter capacidade de aderéncia a superficie da
mucosa epitelial e persisténcia no trato gastrointestinal (TGI) (MITROPOULOU
et al., 2013). Enfrentando os obstaculos impostos pelo TGI e colonizando a
mucosa intestinal, espera-se que o microrganismo exerca 0s beneficios no
hospedeiro, desta forma, ha um consenso de que a dose minima necessaria
para que um microrganismo seja considerado probidtico é de 6 log UFC.g* do
alimento (HILL et al., 2014; PAPADOPOULOU et al., 2018; COSTA et al., 2019).
Logo, deve-se levar em consideracao tanto as caracteristicas da matriz alimentar

guanto as caracteristicas da cepa escolhida.

7

Alguns estudos demonstram que o0 sorvete € uma matriz alimentar
adequada para a adicdo de bactérias probiéticas, em virtude de sua composicao
e do pH proximo a neutralidade, assim como, por ser um produto cujo
armazenamento ocorre sob temperatura de congelamento, fatores estes que

beneficiam diretamente na viabilidade e estabilidade dos microrganismos (CRUZ
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etal., 2009; PANDIYAN et al., 2012; VALERIO et al., 2014; CRUXEN et al., 2017;
FARIAS et al., 2019).

Da mesma forma, por apresentar uma massa base que permite a
substituicdo de ingredientes — como lacteos sem lactose e outras fontes de
carboidratos como mel, xilitol e estévia por exemplo, bem como, a adi¢cao de
inUmeros componentes, como 0S microrganismos probiéticos, prebioticos, frutas
e compostos antioxidantes, por exemplo, sua formulacéo permite que o produto
possa facilmente ser transformado em alimento funcional, desde que atenda as
especificacdes dos 6érgdos regulatorios (LAMOUNIER et al., 2012; PALMIERI et
al., 2013; OKKELS et al., 2016).

Os mecanismos de acdo dos probidticos ainda ndo foram totalmente
elucidados, contudo, estudos in vivo destacam a capacidade de alguns
microrganismos em promover a reducdo dos efeitos colaterais do tratamento
guimioterapico, por estarem associados a uma melhora na fungdo imunolégica
e, também, & reduc&o dos indices de peroxidacao lipidica (ARAGON et al., 2014;
ZHAO et al., 2014; MARINELLI et al., 2017; XU et al., 2021; LIN et al., 2022). Do
mesmo modo, evidéncias de que a administracdo de probioticos é capaz de
promover a regulacdo da homeostase intestinal através da liberacdo de
metabdlitos como acidos graxos de cadeia curta, etanol, acidos organicos,
diacetil, acetaldeidos, peroxido de hidrogénio e peptideos (bacteriocinas) ja
foram relatadas na literatura (KAREEM et al., 2014; HAN et al.,, 2021,
KARAFFOVA et al., 2021; TOUKAM et al., 2021; KANG et al., 2022).

Além disso, foi evidenciado que os probidticos também séo capazes de
aumentar a adeséao das células intestinais, a producdo de mucina e, a modulacéo
da atividade do tecido linfoide associado ao intestino (GALT), podendo ainda
interagir no eixo intestino-cérebro e desempenhar um expressivo papel no
comportamento do hospedeiro (PLAZA-DIAZ et al., 2019).

Segundo Maasen et al. (2000), dentre os microrganismos do género
Lactobacillus avaliados sob seu potencial probiotico, Lacticaseibacillus casei
apresentou melhor resposta imunomoduladora, demonstrando que a sintese de
citocinas pela mucosa intestinal € cepa dependente, corroborando com o

observado por Perdigbn et al. (1999), que verificaram que cepas de
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Lacticaseibacillus casei e Lactiplantibacillus plantarum interagiram positivamente
com as células M das placas de Peyer, estimulando uma imunidade secretéria
especifica. Ainda, segundo Di Cerbo et al. (2016), microrganismos dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, podem atuar como potenciais adjuvantes na
resposta imunoldégica sistémica, através da inducdo de producdo de Interferon-y
(INF-y), expressao de citocinas e aumento da citotoxicidade das células natural
killer (NF).

Contudo, ainda ndo existem dados com relagdo ao comportamento de L.
casei CSL3 sobre o perfil bioquimico, imunoldgico de estresse oxidativo e
histopatologico de animais saudéveis e com imunossupresséo induzida pelo

tratamento quimioterapico.

A Tese esta estruturada em quatro capitulos: No Capitulo 1, reviséo
bibliografica, encontra-se a abordagem  sobre bactérias &cido-lacticas,
microrganismos probioticos, sua relacdo com o sistema imunologico, com
estudos in vivo associados ao uso de quimioterapicos e, suas aplicacbes
tecnoldgicas, principalmente do género Lacticaseibacillus; ainda, sao
apresentadas informacgdes acerca da producéo e consumo de sorvete, producéo

de produtos sem lactose, além de caracteristicas a respeito do gengibre e mel.

7

No Capitulo 2, € apresentado um estudo online sobre o consumo de
sorvete nas regides brasileiras, através da percepcdo dos consumidores, suas
preferéncias e intencdes de compra. Na sequéncia, no Capitulo 3, é abordado o
estudo envolvendo a producdo de um sorvete sem lactose potencialmente
probidtico de gengibre e mel; a manutencao da viabilidade de Lacticaseibacillus
casei CSL3 durante o armazenamento do produto e passagem pelo transito
gastrointestinal simulado; as caracteristicas fisico-quimicas, antioxidantes e
aceitabilidade do produto. E por fim, no capitulo 4, é apresentado o estudo sobre
a influéncia de Lacticaseibacillus casei CSL3 no sistema imunoldgico de animais
saudaveis e imunossuprimidos com ciclofosfamida, avaliando a colonizacao do
trato gastrointestinal, expressao relativa de citocinas pro-inflamatorias,

histopatologia, parametros bioquimicos e de estresse oxidativo.
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2 HIPOTESES

Hipotese 1: Lacticaseibacillus casei CSL3 é capaz de manter a viabilidade,
guando aplicado em matriz alimentar como sorvete, durante o periodo de

armazenamento e na simulagao ao trato gastrointestinal (TGlI).

Hipétese 2: A administracdo de L. casei CSL3, possibilitara melhorar os
parametros imunoldgicos, bioquimicos, histolégicos e de estresse oxidativo em

camundongos imunossuprimidos.



20

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a viabilidade de L. casei CSL3 em sorvete, durante o
armazenamento e, as condi¢des do TGI simulado e a aceitabilidade do produto,
avaliar as preferéncias de consumo de sorvete nas regides brasileiras, bem
como avaliar o efeito da administracdo de L. casei CSL3 in vivo, quanto aos
parametros imunologicos, histoldgicos, bioquimicos e de estresse oxidativo, em

um modelo de imunossupresséao induzida.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar as preferéncias de consumo de sorvete nas regides brasileiras e
identificar a percepcdo e a intencdo de compra de produtos direcionados a
pessoas com restricdo alimentar e com uma abordagem funcional e de saude,

por meio de pesquisa online.

- Caracterizar o sorvete sem lactose com gengibre e mel, suplementado com L.
casei CSL3, quanto aos parametros microbiologicos, fisico-quimicos e

tecnoldgicos, bem como avaliar a aceitabilidade do produto;

- Avaliar a manutencéo da viabilidade de L. casei CSL3, durante o periodo de

armazenamento do produto e as condi¢des do TGI simulado;

- Avaliar os efeitos da administracdo por gavagem do probidtico L. casei CSL3
em camundongos Swiss saudaveis e imunossuprimidos com ciclofosfamida
sobre os parametros imunoldgicos, histolégicos, bioquimicos e de estresse

oxidativo.
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CAPITULO 1

Reviséo bibliografica

4.1 Bactérias acido-lacticas

Bactérias acido-lacticas (BAL), podem se apresentar na forma de cocos
ou bacilos e constituem um grupo de microrganismos Gram-positivos, catalase
negativa, nao formadores de esporos, que possuem caracteristicas metabolicas,
morfoldgicas e fisiologicas em comum e, cujas condi¢cdes de desenvolvimento
em meios com baixas concentracdbes de oxigénio e pH (PFEILER;
KLAENHAMMER, 2007; FUGELSANG; EDWARDS, 2007; FERNANDES et al.,
2013).

Compdem o grupo das BAL, principalmente, os géneros Pediococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Weissella, Lactobacillus,
Lactosphaera, Streptococcus e Vagococcus (MOGENSEN et al.,, 2003;
MOHANIA et al, 2008). Recentemente, com a reclassificacdo do
género Lactobacillus, novos géneros tiveram a nomenclatura alterada,
totalizando 25 géneros (ZHENG et al.,, 2020). Apresentam-se amplamente
distribuidas no ambiente, como solo, agua, esgoto e silagem, e compdem parte
da microbiota da boca, mucosa do intestino e do trato geniturinario, bem como
da epiderme do homem e dos animais, podendo influenciar beneficamente estes
ecossistemas (NASCIMENTO et al., 2008; SETTANNI; MOSCHETTI, 2010).
Muitas espécies de BAL, estdo presentes naturalmente, em alimentos ou sdo
adicionadas intencionalmente, sendo consideradas seguras para ingestao
humana (GRAS — Generally Recognized as Safe) (KORCZ; KERENYI; VARGA,
2018).

Em virtude da ampla gama de cepas utilizadas na elaboracéo de produtos
fermentados (bebidas, derivados lacteos, carneos, vegetais e de panificacao),
diversos autores relatam a importancia da sua utilizacdo na tecnologia de
alimentos; entretanto, possuem também a capacidade de atuar na
bioconservacao, através da producéo de substancias antimicrobianas, oriundas

do seu metabolismo como o acido latico e bacteriocinas (ROSS et al., 2002;
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GARCIA et al, 2004, KYUNGWHA; AZLIN, 2007) e, de favorecer as
caracteristicas sensoriais, através da formacdo de compostos do flavor, em
virtude da presenca de enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas, como
também, influenciam na textura, principalmente de leites fermentados, por
secretarem exopolissacarideos (SAAD et al., 2011; BONOMO et al., 2011; REIS
et al., 2012).

Outro ponto a ser considerado, € a recorrente utilizacdo de BAL na
realizacdo de ensaios clinicos e biolégicos, visando prospectar os beneficios
probidticos ocasionados pela ingestdo destes microrganismos, através do
consumo de alimentos e/ou por suplementacao. Inimeros estudos evidenciaram
gue a adicado de BAL na dieta, tém sinalizado impactos positivos em relacéo a
modulacéo do sistema imune (YAZDI et al., 2012; YAZDI et al., 2013; VIAUD et
al., 2013; ARAGON et al., 2014), reducéo do aparecimento e da intensidade de
efeitos colaterais em modelos de neoplasia induzida (SUBBARAMAIAH et al.,
2011; CHEN et al., 2012; NUNEZ et al., 2014; LENOIR et al., 2016; XU et al.,
2021) e protecédo contra o estresse oxidativo (OU et al., 2012; AMARETTI et al.,
2013; ZHAO et al., 2014; BAMPI et al., 2015), dentre outras, evidenciando os
beneficios a curto e longo prazo da utilizacdo destes microrganismos em terapias
probidticas (MIZOCK, 2015; MARINELLI et al., 2017; WU et al., 2021).

Lactobacillus € o género de maior diversificacao entre as BAL, e apresenta
uma vasta aplicacdo em alimentos e utilizacdo clinica (AYENI et al., 2011;
COUSIN et al.,, 2015; WUYTS et al.,, 2017). Encontram-se compondo a
microbiota no trato gastrointestinal de homens e animais, no entanto, fatores
ambientais como: pH, disponibilidade de oxigénio, oferta de substrato, presenca
de secrecdes e interacdes bacterianas podem influenciar seu desempenho e
multiplicacao, interferindo nos mecanismos de defesa do hospedeiro contra
patégenos (HAMMES; HERTEL, 2006; RAIZEL et al., 2011).

A partir da analise da taxonomia, filogenia genémica, critérios fisioldgicos
e ecolégicos dos representantes da familia Lactobacillaceae e
Leuconostocaceae, foi proposta uma reclassificacdo do género Lactobacillus e
dentre as espécies destaca-se Lactobacillus casei, agora denominado

Lacticaseibacillus casei (L. casei) (ZHENG et al., 2020), microrganismo este, ja
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isolado de inUmeras fontes como silagem de aveia, conservas vegetais, licor de
milho, fezes de criancas e vias aéreas superiores (nasofaringe) (WUYTS et al.,
2017) e silagem de colostro bovino (VITOLA et al., 2018)

Estudos com isolados de L. casei, tém sugerido que além de seguro, a
administracdo do microrganismo pode proporcionar efeitos probiéticos em
modelos clinicos, bioldgicos e in vitro (JONES, 2017; VITOLA et al., 2018).

Wu et al. (2021) isolaram L. casei T1 de Kurut e observaram a inibi¢do do
crescimento de Helicobacter pylori, aliviando os sintomas inflamatérios e
prevenindo alteracBes gastricas causadas pela infeccdo com a bactéria. J&4 Xu
et al. (2021), em estudo para andlise de efeito antitumoral no célon de
camundongos, utilizaram L. casei JY, isolado de talos frescos de milho, irradiado
por feixes de 12C®*, produzindo um isolado mutante, denominado L. casei JY300-
8, que foi capaz de promover a modulacéo da disbiose induzida pelo cancer,
uma taxa de sobrevivéncia de 90% dos animais e, efeito inibitorio de 83,5%
frente ao tumor no estagio inicial, demostrando seu efeito promissor na
modulacdo da microbiota intestinal.

Zhao et al. (2014), utilizaram soro de leite fermentado por L. casei isolado
de Koumiss em camundongos com doenca hepatica alcodlica induzida,
observando efeito protetor nos animais através do aumento da atividade
antioxidante, reducédo das alteracdes histopatologicas e das enzimas hepaticas.

Por outro lado, L. casei MYSRD 108, foi isolado de Vellappam por
Divyashree et al. (2021), e demonstrou inibicdo frente a diversos patégenos, com
destaque para Salmonella Paratyphi através da producdo de acidos organicos,
indicando seu potencial como conservante antimicrobiano na inddstria de
alimentos. Ja Das; Khowala; Biswas (2016), encontraram trés isolados de L.
casei (SB71, SB73 e SB93) em amostras marinhas na costa da india e
verificaram que todos os isolados foram capazes de produzir bacteriocinas,
apresentaram atividade antimicrobiana contra Vibrio cholerae, alta assimilacéo
de colesterol e, de aderéncia as células Caco-2.

O isolado L. casei CSL3, proveniente de silagem de colostro bovino, foi
identificado e caracterizado por Vitola et al. (2018), apresentando auséncia de
enzimas DNAse, gelatinase e atividade hemolitica, sensibilidade a antibidticos,

resisténcia a passagem pelo TGI, acdo antimicrobiana frente aos
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microrganismos Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella
Typhimurim e Escherichia coli, e, capacidade de produzir exopolissacarideos, de
auto-agregacao, co-agregacéao e hidrofobicidade, demonstrando que o isolado

apresenta elevado potencial probiotico e tecnolégico.

4.2 Probidticos

Probiéticos sdo microrganismos vivos que, ao serem administrados em
guantidades adequadas conferem efeitos benéficos, através do equilibrio
intestinal, sobre a salude e bem-estar do hospedeiro (FAO/WHO, 2001; HILL et
al., 2014).

Entretanto, para que sejam considerados probidticos, tais microrganismos
(bactérias e leveduras) devem ser capazes de sobreviver as condi¢cdes adversas
provenientes da passagem pelo TGI (como pH adverso, presenca de sais biliares
e enzimas, por exemplo), permanecendo em concentragdes = 6 log UFC.g* ou
mL* ao final do processo, na regido intestinal (MADUREIRA et al., 2011; EL-
SALAM; EL-SHIBINY, 2015) embora, segundo Sanders et al. (2018), o efeito
clinico ocasionado pelo microrganismo possa estar associado ndo somente a
sua concentracdo mas, também, a sua expressao génica e propriedades

tecnoldgicas.

Dentre os probioticos usados com maior frequéncia — tanto em humanos
guanto em animais —, encontram-se algumas espécies de Lactobacillus e
Bifidobacterium, sendo Lactobacillus, amplamente explorados em estudos
experimentais (COSTA; VARAVALLO, 2011; REIS et al., 2012; CARREIRO et
al., 2013; SALVA et al., 2014; MENG et al., 2019; XU et al., 2021).

Estudos referentes a probi6ticos tem sinalizado inUmeros beneficios de
sua utilizacdo em populacbdes saudaveis ou ndo, uma vez que podem
desempenhar papel expressivo na modulacdo do sistema imunoldgico e
tratamento a alergias, reduzir a incidéncia e duracdo de patologias digestivas e
intestinais e, intervir de maneira positiva nas fungdes metabdlicas como diabetes
e hipercolesterolemia, tornando-se assim uma ferramenta importante na
prevencdo de inumeras enfermidades (SALVA et al., 2014; ZHAO et al., 2014;
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MARINELLI et al., 2017; GRANATO et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; WU et
al., 2021; XU et al., 2021).

Quanto aos beneficios ao hospedeiro, tem sido conferido trés
mecanismos de acao dos probidticos. O primeiro, é a reducao da quantidade de
células viadveis de microrganismos patogénicos, através da producdo de
compostos com atividade antimicrobiana, da competicdo por nutrientes e por
sitios de adesdo nas células intestinais. O segundo, consiste na alteracdo do
metabolismo microbiano, por meio do aumento ou diminuicdo da atividade
enzimatica. E o terceiro, se caracteriza pelo estimulo da imunidade do
hospedeiro, através do aumento dos niveis de anticorpos e/ou da atividade dos
macrofagos (MIZOCK, 2015; MARINELLI et al., 2017). Sendo assim, algumas
cepas, promoveriam nao so a regulacdo da microbiota, como também, seriam
capazes de modular o sistema imune do hospedeiro, agindo de forma direta no
desenvolvimento e regulacéo da imunidade local e sisttmica (CARREIRO et al.,
2013; SALVA et al., 2014; CALACA, et al., 2017; BEDADA et al., 2021; XU et al.,
2021).

Microrganismos probidticos e patogénicos competem constantemente por
sitios de adesdo e substratos no intestino, em virtude disso, uma microbiota
saudavel poderia impedir o desenvolvimento de patdégenos (MARINELLI et al.,
2017). Alem da competicao antimicrobiana, destacam-se outros beneficios como
antagonismo a patégenos, estimulo a imunidade, acdo anti-carcinogénica,
producdo intestinal de citocinas anti-inflamatérias e reducdo das pré6-
inflamatorias (CARREIRO et al., 2013; SALVA et al., 2014; MARINELLI et al.,
2017; VERON et al., 2017; PEREIRA et al., 2018).

Porém, € necesséario considerar ainda, que nem todas as cepas
probidticas que possuem eficacia comprovada, sdo consideradas adequadas
para todas as aplicacfes, sendo necessario o conhecimento dos mecanismos
moleculares e, potenciais efeitos colaterais dos microrganismos nos diferentes
modelos patologicos (BADARO et al., 2008; MARINELLI et al., 2017).

4.3 Probiéticos e o sistema imunoldgico
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O sistema imunolégico é constituido por um complexo conjunto de 6rgaos,
células e moléculas (citocinas e quimiocinas), responsaveis pelos inUmeros
mecanismos de defesa utilizados contra agentes toxicos e/ou infecciosos
(FURMAN; DAVIS, 2015; GUYTON; HALL, 2017).

Neste contexto, podem ser desencadeados dois tipos de resposta imune,
ainata e a adaptativa. A resposta imune inata, representa uma resposta precoce,
uma vez que visa reconhecer e eliminar microrganismos invasores e, envolve
células como neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, mondcitos, macréfagos, células
natural killer (NK) e dendriticas (CHAPLIN, 2010; KOENDERMAN; BUURMAN;
DAHA, 2014). Enquanto isso, a imunidade adaptativa por meio de duas vias, a
imunidade celular (linfécitos T) e a imunidade humoral (linfécitos B), apresenta
uma resposta imunolégica especifica a um determinado antigeno, num retorno
mais lento, através de um componente de memoria, quando as células
apresentadoras de antigeno (células dendriticas) estimulam os linfécitos T
(HAAN; ARENS; ZELM, 2014; MARSHALL et al., 2018; WANG et al., 2021).

Cerca de 20% das células intestinais sédo representadas por linfocitos e,
70% do sistema linfoide associado ao trato gastrointestinal (GALT) esta situado
no intestino, sendo representado por componentes como linfocitos intraepiteliais,
linfocitos T, células M, células apresentadoras de antigeno e fagocitos
(CARREIRO, 2013; PETERSON; ARTIS, 2014; SALVO-ROMERO et al., 2015).
Contudo, a microbiota intestinal possui ainda, microrganismos comensais
intimamente envolvidos no refor¢co das linhas de defesa, através de mecanismos
como a exclusdo imunoldgica, a regulacdo e a eliminacdo de carater imune
(MAJAMAA; ISOLAURI, 1997; COSTA; VARAVALLO, 2011).

Tem sido associados aos microrganismos probioticos, trés possiveis
mecanismos de acdo, que seriam: 1) reducdo da quantidade de células
patogénicas viaveis, pela producdo de compostos com atividade antimicrobiana,
da competicdo por nutrientes e/ou da competicdo por sitios de adesao; 2)
alteracdo do metabolismo microbiano, por meio da regulacdo da atividade
enzimatica; e 3) estimulo da imunidade do hospedeiro, através do aumento dos
niveis de anticorpos e/ou da atividade dos macréfagos (SAAD et al., 2011;
AMARETTI et al., 2013).



27

Sendo assim, algumas cepas, poderiam estar envolvidas ndo s6é com a
regulacdo da microbiota, mas ainda, seriam capazes de modular o sistema
imune do hospedeiro, agindo de forma direta no desenvolvimento e regulagéo
da imunidade local e sistémica (LOLLO et al., 2012; CARREIRO, 2013; SALVA
et al., 2014; GENEROSO et al., 2015).

Outrossim, € importante ressaltar que o manejo indiscriminado de
antibioticoterapia, além de induzir quadros de multirresisténcia microbiana, pode,
também, desencadear alteragcdes na microbiota. Da mesma forma, doencas
metabdlicas, estresse, uso continuo de medicamentos e uma alimentacdo
desbalanceada, também podem instaurar a disbiose, fatores estes, que podem
influenciar na acéo dos microrganismos probioticos, o que refor¢ca a importancia
de se estabelecer a homeostase da microbiota intestinal por meio da ingestao
destes microrganismo, para a promocdo da modulacdo das funcdes
imunoldgicas, fisiolégicas e metabdlicas do hospedeiro (DINIZ et al., 2003;
WEISS; HENNET, 2017).

Ademais, estudos indicam que as citocinas, proteinas de baixo peso
molecular produzidas e secretadas pelas células do sistema imune e por outras
células do organismo, que atuam no desenvolvimento da resposta imunoldgica
(BOULAY et al., 2003; SPANGLER et al., 2015; COOK et al., 2018), podem ser
influenciadas pela presenca de probidticos, através do estimulo ou represséao de
sua secrecdo, sendo entdo os probidticos, classificados com acéo

imunoestimuladora ou imunorreguladora (KEMGANG et al., 2014).

O consumo regular de probidticos, pode apresentar efeito estimulante sob
o0 sistema imunoldgico, por meio do aumento da atividade fagocitica dos
macrofagos e pela capacidade de interacdo com as placas de Peyer e as células
intestinais, incitando os linfécitos B produtores de IgA e a migracao dos linfécitos
T do intestino (CROSS, 2002; WANG et al., 2020).

A producdo das citocinas envolve principalmente subconjuntos de
linfocitos T, sendo classificadas em citocinas Th1 (TNF, INFy, IL-12, IL-2, por
exemplo), Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13) e, reguladoras (IL-10, TGF-B). E, via de
regra, sua atuacao depende do agente agressor e da sua localizacao (intra ou

extracelular), o que inicialmente envolve componentes da resposta inata, como
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células fagociticas (neutroéfilos e macrofagos) e células NK, que serdo recrutadas
para o local da infeccdo através da producdo de quimiocinas e citocinas pro-
inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-23 e TNF-a, por exemplo) para, posteriormente,
iniciar a atuacao da resposta adaptativa (KEMGANG et al., 2014; FURMAN;
DAVIS, 2015; MARSHALL et al., 2018).

A interleucina 4 (IL-4), é sintetizada principalmente pelos linfécitos Th2,
além de mastocitos, eosinofilos e baséfilos, sendo uma das citocinas
responsaveis pela sintese de anticorpos (IgE e IgG) e pela ativagdo da resposta
humoral (PAUL; ZHU, 2010), atuando como um potente regulador da imunidade
(GADANI et al., 2013). As células Th2 estimulam a imunidade independente de
fagodcitos e, a IL-4, possui a capacidade de inibir a proliferacdo de macrofagos e,
de suprimir a imunidade mediada pela Thl, logo, quando ha um equilibrio entre
a ativacdo das ceélulas Thl e Th2, podemos determinar a resposta imune
mediada por células (SEDER, et al., 1994).

Ja a interleucina 23 (IL-23), € uma citocina pro-inflamatoria, que pertence
a familia das IL-12, cuja producéo ocorre a partir de diferentes células imunes,
como as células dendriticas e macréfagos, por exemplo (LIU etal., 2019; MARKS
etal., 2019), ela possui a capacidade de influenciar no processo de diferenciacéo
das células Th17, atuando no processo de estabilizacdo da proliferacéo celular
e, na manutencéao de diferenciacdo dessas células (MARKS et al., 2019). Logo,
esta associada com a regulacado dos sinais tanto da imunidade inata, quanto da
adquirida, durante a homeostase tecidual e de inimeros disturbios (NEURATH,
2019).

O Fator de transcricao nuclear kB (NF-kB), possui a capacidade de regular
a expressao génica de imunoglobulinas em linfécitos B e de genes que codificam
proteinas de perfil pro-inflamatorio (SEN; BALTIMORE, 1986; TAKEDA; AKIRA,
2004). Sua ativacdo, se da por diversos estimulos como TNF-o, IL-1,
lipopolissacarideos (LPS), fatores de crescimento e indutores de estresse
(MERIKA et al., 1998) e, a ativacéo de sua transcricdo, pode auxiliar na resposta
inflamatoria, na eliminacéo do agente infeccioso e, no reparo tecidual (IWASAKI;
MEDZHITOV, 2010). Além disso, a regulacdo da producdo de radicais livres

também é mediada pela ativacdo do NF-k3 logo, agentes que causam estresse
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oxidativo, sdo capazes de induzir sua atividade (D’ACQUISTO et al., 2002;
LEVIN; DJURDJEV, 2012; WADA; MAKINO, 2013).

Capaz de promover a proliferacdo de diversas células e de sinalizar a
apoptose, o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) é considerado um dos
mediadores pro-inflamatérias mais potentes, desempenhando um importante
papel na resposta inflamatéria e na imunidade, estando envolvido principalmente
no recrutamento de neutréfilos e mondcitos para os locais da inflamacao
(NAKAMURA et al., 1997; MOSER; MURPHY, 2000; XIAOJING, 2001). Com
acdo similar a da IL-12, é sintetizado principalmente por macréfagos embora, a
estimulacdo com LPS desencadeie sua sintese por mondcitos, neutréfilos,
células T e NK (TRACEY; CERAMI, 1993; VINCENZI et al., 2021). Segundo
Vincenzi et al. (2021), a inibi¢do ou a inducdo da expressao de TNF-a mediada
por probidticos, pode fornecer respectivamente, efeitos imunossupressores ou

imunoestimulantes no organismo.

Neste contexto, sobre o potencial de modulacdo de probidticos na
resposta imunoldgica durante o tratamento antineoplasico, Marinelli et al. (2017)
relataram que uma microbiota em equilibrio homeostatico, é capaz de modular
beneficamente a resposta imune em diferentes protocolos de tratamento
antineoplasico, indicando que a adicdo de microrganismos probiéticos

auxiliariam de forma positiva, tornando-se um adjuvante ao tratamento.

Meng et al. (2019), ao analisarem a acéo de Lactiplantibacillus plantarun
KLDS1.0318 na melhora dos efeitos deletérios da quimioterapia, observaram
gue a producdo de citocinas foi maior, bem como, houve recuperacdo da
morfologia intestinal nos animais tratados com a bactéria. Resultados também
observados por Salva et al. (2014), que ao analisarem o efeito de probioticos
sobre a modulacdo do sistema imune de camundongos Swiss
imunossuprimidos, observaram maiores valores de leucdcitos e neutréfilos nos
grupos tratados com pool de Lactobacillus, e com o estudo de Wei et al. (2007),
gue verificaram que os camundongos imunocomprometidos, apds receberem a
suplementacdo de Lacticaseibacillus rhamnousus ZDY114 melhoraram as

fungBes do sistema imunoldgico.
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Contudo, em outros estudos utilizando camundongos em modelo de
imunossupressao induzida, verificou-se que o probidtico L. plantarum ndo atuou
na modulacdo do sistema imune (BUJALANCE et al., 2007), dado também
observado por Justino et al. (2014), ao administrarem Saccharomyces boulardii
e, por Narcizo et al. (2014), ao suplementarem ratos Wistar saudaveis com L.
rhamnosus, reforgcando a necessidade de estudos que avaliem diferentes cepas,
em diferentes sistemas patologicos tendo em vista que, a capacidade dos
probidticos em proporcionar varios beneficios é considerada uma caracteristica
especifica da cepa (VANDEREHOOF, 2008; FIGUEROA-GONZALEZ et al.,
2011).

4.4 Probidticos e quimioterapicos: Estudos in vivo

O tratamento quimioterapico, por proporcionar uma abordagem sistémica,
apresenta-se como o protocolo mais utilizado em neoplasias uma vez que, atua
na destruicao, controle ou inibicdo das células neoplasicas permitindo a cura e
viabilizando o tratamento precoce de processos metastaticos (RODRIGUES;
POLIDORI, 2012; BRASIL, 2013; INCA, 2023). Todavia, por agirem em células
com alta capacidade de replicacdo — de origem tumoral e ndo tumoral —,
medicamentos antineoplasicos podem proporcionar efeitos deletérios,
fomentando reacdes adversas que variam de forma dependente conforme a
dose, via e tipo de farmaco administrado, sendo classificadas como agudas ou
cronicas e apresentando-se de maneira precoce, imediata, tardia ou ultra-tardia
(CALIXTO-LIMA et al., 2012; INCA, 2015; INCA, 2023).

Os efeitos colaterais podem estar associados a todas as categorias de
agentes antineoplasicos — mostardas nitrogenadas, alquil sulfonados,
nitrozuréias e triazenos — sendo 0s agentes alquilantes, os mais habitualmente
utilizados, tendo em vista sua caracteristica ciclo-celular ndo especifica, ou seja,
possuem a capacidade de erradicar as células tumorais independentemente de
estarem no ciclo celular ou em repouso (ALMEIDA et al., 2005; FERDINANDI;
FERREIRA, 2009).
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Devido seu amplo espectro, a ciclofosfamida (CF), um pré-farmaco
alquilante, metabolizado no figado, excretado pelos rins e que pode ser
administrado por via oral ou intravenosa, é o quimioterapico mais comumente
utilizado em tratamentos anti-tumorais (WAITZBERG, 2006; MCCUNE et al.,
2022). Pro-farmacos, sdo medicamentos em sua forma inativa (ou
significativamente menos ativa) que ao serem administrados, passaréo in vivo
por biotransformacédo, originando metabdlitos ativos, que favorecerdo sua
absorcdo e/ou acdo. A metabolizacdo da CF no tecido hepético, gera dois
compostos, a fosfaramida e a acroleina, sendo a primeira responsavel pelo maior
efeito citotdéxico desta (EMADI et al., 2009). Entretanto, foi evidenciada a relacao
da acroleina com a ocorréncia de estresse oxidativo e ao desenvolvimento de
cistite hemorragica (VIEIRA et al., 2004; ABRAHAM; RABI, 2011).

Via de regra, os quimioterapicos sao capazes de acometer a producéo de
células sanguineas na medula O0ssea, ocasionando mielossupresséo, cujas
principais alteracdes hematologicas sédo leucopenia, trombocitopenia e anemia
(FERDINANDI; FERREIRA, 2009; INCA, 2023).

No entanto, outros efeitos colaterais como nauseas, vomitos, diarreia,
alopecia, dermatite, amenorreia, oligoespermia, esterilidade, pneumonite, cistite
hemorragica, cardiotoxicidade, perda de peso e inapeténcia também podem ser
desencadeados pela utilizacdo do farmaco (SANTOS et al., 2007; EL-SHEIK;
RIFAAI, 2014; MCCUNE et al., 2022).

Sabe-se ainda, que agentes antineoplasicos, como a CF, no aumento do
estresse oxidativo, ocasionando desequilibrio entre os sistemas pro-oxidantes e
antioxidantes, com predominancia do primeiro, como ja evidenciado por diversos
estudos (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; TRIPATHI; JENA, 2010; ABRAHAM,;
RABI, 2011; EL-SHEIKH; RIFAAI, 2014; MOURA et al., 2016; YADAV et al.,
2018).

Estudos in vivo avaliando a a¢ao citotoxica da CF tém sido realizados por
Rehman et al. (2012), e verificaram que camundongos Swiss, submetidos a
tratamento com CF (100 mg.kg™), obtiveram maiores niveis de nitrogénio ureico

e creatinina no sangue, quando comparados ao grupo controle.
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Em um estudo conduzido com ratos Wistar, os quais receberam uma
Unica dose intraperitoneal de 150mg.kg™ de CF para indugéo de dano renal, foi
observado, um aumento nos niveis de malondialdeido (MDA) e de glutationa
peroxidase (GSH) em comparacao ao grupo controle, a analise histolégica dos
rins sinalizou a presenca de lesdes, caracterizando nefrite glomerular no grupo
CF, enquanto os rins dos animais do grupo controle ndo apresentaram
alteracdoes (ABRAHAM; RABI, 2011).

Outro estudo que avaliou o estresse oxidativo induzido por 50mg.kg* de
CF em ratos Wistar, também foi constatado que o medicamento induziu, no
figado, um aumento significativo nos niveis de MDA e reduziu os niveis de GSH
guando comparado ao grupo controle (TRIPHATI; JENA, 2010). Por sua vez,
Patra et al. (2012), verificaram que uma dose reduzida de CF (50mg.kg),
aumenta significativamente os niveis de MDA na medula 0ssea e no figado de

camundongos Swiss, 24 horas apos sua aplicagao.

Segundo o estudo de El-Sheikh; Rifaai (2014), em ratos Wistar, observou-
se 0 mesmo comportamento nos marcadores de estresse oxidativo GSH, oxido
nitrico e MDA, onde os niveis encontrados no figado foram significativamente
maiores no grupo que recebeu o farmaco, e a analise histologica dos animais
gue receberam 150 mg.kg? de CF, apresentou mudltiplos focos de necrose,
alteracoes gordurosas e infiltracéo glomerular inflamatoria, além de um aumento

do nivel da citocina pro-inflamatéria TNF-a, em comparagao ao grupo controle.

Na avaliacdo da reducéo do estresse oxidativo com o uso de probioéticos,
Yadav et al. (2018), com ratos Wistar, verificaram um aumento significativo na
atividade da enzima CAT nosrins e, da CAT e SOD no figado de animais tratados
com dieta rica em lipideos e L. fermentum MTCC. J& para Moura et al. (2016),
ratos Wistar, tratados com L. acidophilus La-5, 15 dias de suplementacédo
promoveu um aumento nos valores de expressdo da enzima superoxido
dismutase (SOD) mas, os valores de glutationa peroxidase (GPX) e CAT nao

diferiram entre os grupos.

Além dos danos ja mencionados, estudos realizados com animais relatam
gue a utilizagdo de medicamentos antineoplasicos pode desencadear a perda de

peso e reducdo nos indices de consumo alimentar, fatores que podem influenciar
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diretamente nos valores obtidos nos parametros bioquimicos (KANNO et al.,
2009; FABER et al., 2011; EL-SHEIK; RIFAAI, 2014).

Contudo, estudos in vivo que avaliem o perfil bioquimico, usualmente
estdo associados a doencas inflamatérias e distlrbios metabdlicos induzidos
(como doenca celiaca, sindrome metabdlica, diabetes Mellitus e obesidade, por
exemplo) porém, protocolos que avaliam citotoxicidade, também tém avaliado
alguns destes parametros (OU et al., 2012; NUNES et al. 2014; DI CERBO et al.,
2016; BUBNOV et al., 2017; MCCUNE et al., 2022).

Em relacdo as alteracbes hematoldgicas, estudos com roedores
demonstraram que o uso de quimioterapicos é capaz de desencadear a reducao
nas contagens hematimétricas nos animais tratados (FABER et al. 2011;
JUSTINO et al., 2014; NARCIZO et al., 2014; SALVA et al., 2014).

Zuluaga et al. (2006), avaliaram se a aplicacédo de uma dose reduzida de
CF, seria capaz de gerar neutropenia, a fim de determinar um modelo de
imunossupressdo experimental simplificado. Os resultados obtidos foram
satisfatorios, onde a neutropenia severa foi alcancada ainda no 4° dia, quando
foi administrada a segunda dose de CF; a leucopenia foi atingida 16 horas apos
a segunda dose do farmaco (no 5° dia de tratamento); e, a contagem de linfécitos
e monacitos sofreram reducédo de 92% e 96% respectivamente, também ao 5°
dia de tratamento. Outros autores também utilizaram o mesmo protocolo
proposto por Zuluaga et al. (2006), e obtiveram resultados similares na reducéo
da contagem celular da série branca (BUJULANCE et al., 2007; CUNHA, 2016;
GRUTZMANN, 2017) e na producao/liberacio de citocinas inflamatdrias (DAE-
WOON et al., 2018; MENG et al., 2019), evidenciando assim, a eficacia do
modelo. Por este motivo, o protocolo de imunossupressdo de Zuluaga et al.

(2006), foi utilizado no presente estudo.

4.5 Probi6éticos em matriz alimentar

O desenvolvimento tecnolégico de novos produtos com apelo funcional,
onde seguranca, saude e bem-estar e aspecto econémico e social estejam

aliados, tem alavancado, cada vez mais, o setor alimenticio no Brasil e no mundo
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tendo em vista a mudancga no estilo de vida da populagcéo, que busca uma
alimentacdo cujo impacto possa ser, cada vez mais, benéfico a saude
(BALTHAZAR et al., 2017; GRANATO et. al., 2018; TURKMEN; AKAL; OZER,
2019).

Outrossim, alimentos funcionais de base lactea tém apresentado
expressivo destaque no setor de alimentos, tendo em vista que representam
mais de 40% do mercado consumidor e, incluem produtos suplementados com
fibras, frutas, vitaminas, prebiéticos, probiéticos e baixo ou reduzido teor de
lactose, acucares adicionados e lipidios (ORTIZ et al., 2017). Neste contexto, 0s
alimentos probidticos tém recebido maior destaque, tendo em vista que sao
considerados alimentos funcionais, capazes de fornecer beneficios adicionais a
saude do consumidor, ou seja, além daqueles ja inerentes as funcdes

nutricionais basicas do alimento (FAZILAH et al., 2018).

Atualmente, comercializam-se o0s mais diversos tipos de alimentos
probidticos, sendo os principais, aqueles que apresentam uma base lactea como
leites fermentados, iogurtes, kefir e queijos e 0 mercado mundial, em virtude da
crescente preocupacdo da populagdo com o consumo de alimentos que
agreguem beneficios a saude, prevé um aumento no consumo de produtos
probidticos em geral, de 2019 com US$ 48,88 hilhGes , para US$ 94,48 bilhdes
em 2027, através da procura mais acentuada dos consumidores, por alimentos
gue auxiliem na imunidade durante e apos o periodo de pandemia (FORTUNE
BUSINESS INSIGHTS, 2021a).

Para a elaboracdo de um produto, com adi¢cdo de bactérias probidticas,
deve-se considerar a aceitacdo sensorial deste, uma vez que determinadas
cepas podem produzir, a partir de seu metabolismo, compostos que apresentem
sabor e aroma desagradaveis (off-flavors) (SONG et al., 2012). Tais bactérias,
podem ser aplicadas de forma que facam parte do processo de fermentacao do
alimento, atribuindo positivamente caracteristicas sensoriais a este ou, por
suplementacao, onde ocorre adicdo dos microrganismos ao final do processo,
sem causar quaisquer alteracdes, mas, mantendo os beneficios atribuidos a
bactéria na saude do hospedeiro (DAVIDSON et al., 2000; ARAGON-ALEGRO
et al., 2007).
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Ressalta-se ainda, que a eficacia da suplementacdo industrial de
alimentos com microrganismos, esta intimamente relacionada com as cepas
selecionadas e, com seu potencial de contribuicdo nas caracteristicas finais do
produto (STEFANOVIC; FITZGERALD; MCAULIFFE, 2017; CHAMPAGNE;
CRUZ; DAGA, 2018).

Entretanto, para que o microrganismo possa conferir beneficios ao
hospedeiro, € necessario estabelecer algumas caracteristicas, como sua
tolerancia ao pH acido do trato gastrico, aos sais biliares e as enzimas digestivas,
ter capacidade de aderéncia a superficie da mucosa epitelial e persisténcia no
trato gastrointestinal (MITROPOULOU et al., 2013).

Neste sentido, avaliar a viabilidade de microrganismos probi6ticos em
alimentos e na passagem ao TGI, é de suma importancia na escolha dos
mesmos para sua utilizacdo no desenvolvimento de alimentos probi6ticos
(RANADHEERA et al.,, 2010; MARTINEZ et al., 2011; SHORI, 2016;
CHAMPAGNE et al.,, 2018). Contudo, vale ressaltar que, embora haja um
consenso a respeito da dose minima necesséria (6 log UFC.g™), por possuirem
beneficios cepa-dependentes, as concentracdes para promoc¢ao da saude de
cada linhagem de microrganismo devem ser validadas individualmente (ANVISA,
2021).

Todavia, a composicdo das matrizes alimentares € capaz de influenciar
na viabilidade dos microrganismos. Alimentos com alta capacidade de
tamponamento (pH basico), podem auxiliar na sobrevivéncia ao promoverem a
reducédo do suco gastrico no estbmago durante a passagem do TGI (KLU; CHEN,
2015). Outro fator relevante, é que alimentos na forma liquida possuem tempo
de digestdo menor em relagdo aos sdlidos, o0 que reduz o tempo de exposicao
dos probidticos com o suco gastrico (HUANG; ADAMS, 2004; KLU; CHEN,
2015).

Sendo assim, a elaboracdo de produtos na faixa de pH acido, com
reduzida atividade de agua e/ou que serdo submetidos ao processamento
térmicos ou mecanico, apresenta um desafio adicional tendo em vista que a
sobrevivéncia dos probidticos é menor na presenca destas condicbes adversas

(CUTTING, 2011). No entanto, alimentos lacteos em geral, cuja composic¢ao é



36

rica em carboidratos e proteinas, que possuem pH proximo a neutralidade e
processamento e armazenamento sob cadeia fria, favorecem o desenvolvimento
e a manutencao das concentragdes celulares, embora possuam um prazo de
validade reduzido (CRUZ et al., 2009; CUTTING, 2011; BURGAIN et al., 2014).
Logo, uma vez que a validade do alimento esta atrelada a sobrevivéncia do
microrganismo, a utilizacdo de sorvete como veiculo para a distribuicdo de
bactérias probidticas, pode ser um fator favoravel ao desenvolvimento de novos
produtos funcionais, por ser um produto armazenado sob congelamento, possuir
pH neutro e uma composicao variada (HOMAYOUNI et al., 2008; CUTTING,
2011; BURGAIN et al., 2014).

4.5.1 Lacticaseibacillus casei em matriz alimentar

Além de status GRAS, as BAL caracterizam-se como o principal grupo de
microrganismos relacionados ao processo fermentativo, sendo frequentemente
utilizadas como culturas iniciadoras na fermentacdo de inumeros alimentos
(MOJGANI et al., 2015). Sao capazes também, de promover a bioconservacao
e atribuir caracteristicas sensoriais aos alimentos (FANG et al., 2014; BURGAIN
etal., 2014). Além disso, sua utilizagcdo como probioticos tem sido cada vez mais
evidenciada (SALVA et al., 2014; ZHAO et al., 2014; MARINELLI et al., 2017;
GRANATO et al.,, 2018; PEREIRA et al.,, 2018) e, entre as espécies com

potencial probiotico pertencentes ao grupo de BAL, encontra-se L. casei.

Diversos estudos tém avaliado a aplicacao de L. caseli, tanto no processo
fermentativo como suplementacdo, em diferentes matrizes alimentares, de
origem lactea, para obtencao de produtos probioticos associados ou ndo a outros
alimentos como fibras, frutas e compostos bioativos. Elaborag¢do de uma bebida
lactea fermentada de aveia com L. casei LAFTI L26 (KLAJN et al., 2021), leite
fermentado com polpa de buriti e L. casei SJRP38 (BORGOROVI; CASAROTTI,
PENNA, 2021), leite fermentado com L. casei (Chr. Hansen) e polpa de maracuja
(ALVES et al., 2020), sorvete de leite de ovelha suplementado com L. casei 01
(BALTAZHAR et al., 2018), iogurte com L. casei 431 e farelo de arroz (DEMIRCI
et al., 2018), sorvete de leite de cabra com Myrtus communis e L. casei 431
(OZTURK; DEMIRCI; AKIN, 2018), queijo minas frescal suplementado com L.
casei Zhang (DANTAS et al., 2016), leite fermentado com L. casei ATCC 393
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livre e microencapsulado (DIMITRELLOU et al.,, 2016), observando que os
microrganismos apresentaram viabilidade satisfatoria sob armazenamento e boa

aceitabilidade, indicando suas promissoras inser¢gdes no mercado.

J& aviabilidade L. casei CSL3, foi avaliada, primeiramente, em manteiga,
mantendo as concentracdes > 6 log UFC.g?, além de boa aceitabilidade
sensorial (BELINAZO et al., 2019), em queijo Petit suisse, adicionado na forma
livre e imobilizado em abacaxi onde, tanto o tempo de armazenamento quanto a
imobilizacdo nao influenciaram nas contagens celulares, porém, na simulacdo
ao TGI, houve diferenca estatistica entre os tempos, embora a viabilidade em
ambos os tratamentos foi > 7 log UFC.g! tanto na primeira quanto na oitava
semana (VITOLA et al., 2020) e, imobilizado em aveia para aplicagdo em iogurte
onde obtiveram resultados satisfatorios tanto para viabilidade sob
armazenamento por 25 dias, quanto sob a simulacéo ao TGlI, além de positiva
aceitabilidade sensorial (AMES et al., 2021).

Portanto, considerando-se a crescente procura por alimentos
industrializados com alto valor agregado, capazes de oferecer beneficios a
saude do consumidor, estudos que visam testar a viabilidade de L. casei CSL3
em outras matrizes alimentares, sdo importantes para avaliar o0 comportamento
do microrganismo frente ao processamento, armazenamento e composi¢cao dos

produtos.

4.6 Sorvete

O sorvete pode ser definido como um elaborado alimenticio, obtido a partir
de uma emulséo estabilizada, apresentado em estado sélido, semi-sélido ou
pastoso que, apdés submetido a pasteurizacdo, maturacdo e posterior
congelamento, deve manter seu grau de plasticidade e de congelamento desde
a inddstria até o momento da venda ao consumidor (ORDONEZ et al., 2009;
SOUZA et al., 2010).

De acordo com a legislagdo vigente, encontra-se na categoria de
“alimentos gelados comestiveis”, caracterizados por uma emulsdo de gordura e

proteinas (de origem lactea) ou, de uma mistura de 4gua e acucares (origem nao
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lactea), cuja adicdo de outros ingredientes pode ser realizada desde que estes

nao interfiram e/ou descaracterizem o produto (ANVISA, 2005).

Sua forma estrutural consiste em uma espuma, na qual as bolhas de ar
estdo cobertas por cristais de gelo, proteinas, carboidratos e glébulos de gordura
(individualizados ou parcialmente fundidos), sendo que a fusdo dos glébulos de
gordura as bolhas de ar, sera responsavel pela textura, sabor e cremosidade do
alimento, podendo ainda, interferir no tamanho dos cristais de gelo formados
durante o processo de batimento da calda (ORDONEZ et al., 2009; SILVA
JUNIOR; LANNES, 2011; PINTOR et al., 2013).

O consumo mundial de sorvete podera ter um aumento de 30% até 2027,
com faturamento em torno de US$ 91,9 bilhdes (em 2019 foi de US$ 70,85
bilhdes). A expectativa é de que produtos com ingredientes com propriedades
nutricionais e fisiologicas, como probidticos, prebidticos e antioxidantes
conquistem cada vez mais o mercado, alavancando seu crescimento (FORTUNE
BUSINESS INSIGHTS, 2021a).

Sob o ambito tecnoldgico, essa matriz alimentar € considerada um
sistema alimenticio coloidal estruturalmente complexo, constituido por uma
mistura congelada, em ordem de importancia quantitativa, da combinacédo de
leite (representando 60% da mistura), aclUcares (ou adocantes), gorduras,
proteinas, estabilizantes, emulsificantes e flavorizantes (MARSHALL et al., 2003;
ORDONEZ et al., 2009; SAAD et al., 2011). E, no intuito de transformar este
produto em um alimento funcional, podem ser adicionados inameros
ingredientes e/ou componentes, como 0S microrganismos probioticos,
prebidticos, vitaminas, minerais, frutas, sementes, compostos antioxidantes e
adocantes naturais, de forma combinada ou isolada desde que, respeitem as
especificacdes da legislacdo e ndo fornecam nenhum tipo de alteracao sensorial
elou fisico-quimica indesejada ao longo do periodo de armazenamento
(MARSHALL et al., 2001; CHAMPAGNE et al., 2005; GOFF; HARTEL, 2006;
SAAD et al., 2011; LAMOUNIER et al., 2012).

Entretanto, é importante ressaltar que a combinacdo de ingredientes é
capaz de influenciar nas caracteristicas finais do produto pois, a incorporacao de

ingredientes lipidicos, por exemplo, pode interferir na cremosidade, estrutura,
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percepcao dos cristais de gelo e sabor do produto, da mesma forma, a alteracéo
da fonte de carboidratos, pode influenciar tanto no dulgor, quanto no ponto de
congelamento, preservacao, sensacao de resfriamento na boca e textura
(JASKULKA; SMITH; LARNTZ, 1993; KOEFERLI; PICCINALI; SIGRIST, 1996;
GREMBECKA, 2015) logo, novas formulagdes devem levar em consideragéo as

caracteristicas reologicas desejadas no produto final.

Além do mais, por ser de facil digestibilidade, apresentar sabor adocicado
e textura macia, € um alimento aceito por todas as faixas etérias, de criancas a
idosos, o0 que o torna um produto bastante atrativo para o setor industrial (CRUZ
et al., 2009; ABIS, 2023).

Neste cenario, o sorvete apresenta-se como uma adequada matriz
alimentar para a adicdo de bactérias probidticas em funcdo de sua composicao
e do pH proximo a neutralidade, caracteristicas que auxiliam e favorecem a
sobrevivéncia das bactérias (HOMAYOUNI et al., 2008). Outra questdo de suma
relevancia, € que por ser um produto cujo processamento e armazenamento
ocorrem sob temperatura reduzida (-18 °C), tanto a vida Gtil do sorvete, quanto

a viabilidade e estabilidade dos microrganismos é favorecida (CRUZ et al., 2009).

Todavia, a incorporacdo de microrganismos probidticos no sorvete,
apresenta obstaculos tecnologicos que necessitam ser sobrepostos, tendo em
vista que estas bactérias devem resistir a acdo do oxigénio incorporado durante
o batimento, necessitam se adaptar ao pH final do produto e, devem permanecer
viaveis durante o periodo de armazenamento deste, resistindo ao congelamento
(HOMAYOUNI et al., 2012; TRIPATHI; GIRI, 2014; VALERIO et al., 2014). No
entanto, ressalta-se que as gorduras e 0s acucares podem exercer a acao de
crioprotetores das culturas probiodticas, auxiliando na sua estabilidade e
viabilidade (SAAD et al., 2011).

Diversos pesquisadores tém relatado que a adicdo de bactérias do género
Lactobacillus em formulacbes de sorvetes probidticos e simbidticos tem se
destacado, mantendo a viabilidade das cepas, as caracteristicas fisico-quimicas
e sensoriais (DI CRISCIO et al., 2010; NOUSIA et al., 2011; PANDIYAN et al.,
2012; VALERIO et al., 2014; CRUXEN et al., 2017; BALTAZHAR et al., 2018).
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As concentracdes microbianas devem ser asseguradas em todas as
etapas do processamento do alimento, desde a sua fabricacdo até a ingestédo
pelo consumidor (CRUZ et al.,, 2009), sendo um consenso entre o0s
pesquisadores a concentracdo minima de 10° UFC.g! no alimento (HILL et al.,
2014; PEREIRA et al., 2018; COSTA et al., 2019). Outro requisito a ser atendido,
€ a avaliagdo da matriz alimentar e dose ofertada, onde a realizacdo de estudos
com diferentes alimentos permita o conhecimento técnico da auséncia de efeitos

indesejados causados pelo microrganismo (ANVISA, 2021).

Embora o consumo per capita de sorvete no Brasil, ainda ndo seja tao
expressivo quanto nos paises nérdicos (SOUZA et al., 2010; ABIS, 2023), fato
este que de acordo com Renhe et al. (2015) esta associado a composicédo do
sorvete brasileiro — com baixos teores de solidos lacteos e altos teores de
acucares — caracterizando-o como sobremesa e/ou guloseima; por apresentar
facil aceitabilidade, o sorvete se apresenta como um alimento bastante indicado
para 0o consumo de pessoas idosas, com inapeténcia, que apresentam
patologias gastricas (como gastrites e Ulceras, por exemplo), em tratamento
odontologico (pds-operatdrios) e antineoplasico (radioterapia e quimioterapia)
(GOMES et al., 2006; SANTOS et al., 2012; VIEIRA et al., 2018), tornando-se
um veiculo promissor no desenvolvimento de novas formulagdes,
suplementadas com microrganismos probioticos e, que atraiam a atencédo do
consumidor para uma nova linha de produtos funcionais (VALERIO et al., 2014;
VIEIRA et al., 2018) motivo pelo qual, foi escolhido como matriz alimentar deste

estudo.

4.7 Produtos sem lactose

A intolerancia a lactose, ou lactase nao persistente, € uma condicéo
clinica que acomete cerca de 75% da populacdo adulta mundial (SILANIKOVE;
LEITNER; MERIN, 2015; BATISTA et al., 2018; MARCIANA et al., 2019). Essa
patologia ocorre devido a uma reducédo geneticamente programada na producéo
da enzima -galactosidase (ou lactase) e/ou a ocorréncia de doencgas no trato

digestivo que danifiguem a borda em escova da mucosa intestinal como enterites
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infecciosas, doencga de Crohn, celiaca e diverticular, por exemplo (WOOTEN,
2010; TOMAR et al., 2014; SURI et al., 2018).

A lactose é um dissacarideo encontrado em produtos lacteos que, ao ser
hidrolisado pela lactase, decompdem-se em glicose e galactose. A auséncia ou
baixa atividade da enzima, impossibilita essa reacéo, desencadeando sintomas
gastrointestinais como gases, diarreia, célicas e vomitos (WOOTEN, 2010; SURI
et al., 2018).

Entretanto, levando em consideragcédo a quantidade de lactose ingerida, a
forma e/ou produto no qual o carboidrato esta inserido e, o nivel de deficiéncia
de lactase, o grau (ou gravidade) dos sintomas pode variar entre os individuos
(TOMAR et al., 2014). Por esse motivo, o desenvolvimento de alimentos isentos
ou com teor reduzido de lactose, surge como uma alternativa para o consumo
de produtos lacteos, atendendo a crescente demanda de mercado neste nicho
e, proporcionando também, uma melhor digestibilidade do produto independente
da faixa etaria e do estado de saude individual (VARDHANABHUTI; WANG,
2022).

Os produtos lacteos isentos ou com baixo teor de lactose, incluem
alimentos nos quais parte da lactose é removida ou hidrolisada. O método de
remocdo enzimatica € o mais comumente utilizado, contudo, pode apresentar
desvantagens como a necessidade de tempo e equipamentos especificos para
monitorar os parametros tecnoldgicos e quimicos do processo, além da presenca
de sabor residual indesejavel, devido ao acumulo de subprodutos decorrentes
da reacdo de  hidrélise (ARSEN'EVA et al, 2012; NIVETHA;
MOHANASRINIVASAN, 2017). Porém, o uso de outras tecnologias como a
separacdo por membranas ou a utilizacdo de microrganismos, capazes de
hidrolisar total ou parcialmente a lactose durante os processos fermentativos,
também podem ser uma alternativa industrial para a reducéo do teor de lactose
nos alimentos (NIVETHA; MOHANASRINIVASAN, 2017; SURI et al., 2018;
TRUBNIKOVA et al., 2018).

Via de regra, produtos sem lactose, obtidos por hidrélise, nao
apresentam altera¢bes nutricionais, contudo, é importante assegurar que a

composi¢cdo nutricional do alimento n&o seja comprometida durante seu
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processamento, bem como, que o teor residual do carboidrato esteja dentro do
estabelecido pelas normas nacionais e/ou internacionais vigentes, seguindo as
especificacdes estabelecidas para alergénicos (SURI et al., 2018; TRUBNIKOVA
et al., 2018).

4.8 Gengibre (Zingiber officinale)

Zingiber officinale € uma planta herbacea e perene, composta por rizoma
e parte aérea, pertencente a familia Zingiberaceae (ELPO; NEGRELLE, 2004).
O rizoma, pode apresentar coloracdo amarelo ouro a marrom brilhante em sua
parte externa e, marrom amarelado na parte interna, apresentando aroma
agradavel e sabor bastante pungente (ZANCAN et al., 2002; ELPO, 2004).

Com utilizagdo bastante diversificada, pode ser consumido in natura,
conserva, cristalizado, seco ou em po, na forma de condimentos e/ou cha (ELPO;
NEGRELLE, 2004), no entanto as principais formas de uso sdo atraves da

decoccdo, infusdo, desidratacéo (p0d), extrato e xarope (EMBRAPA, 2001).

Sua composicdo quimica pode variar conforme o local e origem dos
rizomas, bem como, se estdo na forma in natura ou seca, contudo, as
caracteristicas de aroma e pungéncia parecem permanecer constantes (ALI et
al., 2008). No produto fresco, ja foram identificados mais de 60 compostos a
partir do extrato de gengibre, dentre eles: aldeidos monoterpenos, alcoois,
bisaboleno, curcumeno (responsavel pela coloragcdo caracteristica),
sesquifelandreno (responsavel pelo aroma marcante e caracteristico e acao
antimicrobiana), zingibereno, gingerol, shogaol e capsaicina (responsaveis pela
pungéncia), cineol, citral, borneal e resinas (BANDYOPADHYAY et al., 2007;
ELPO, 2004; SILVA et al., 2017). He et al. (1998), relataram que 0s gingerois
podem ser modificados a uma série de compostos homologos chamados
shogaodis, que sdo ainda mais picantes, durante o armazenamento ou

processamento térmico.

Considerado termogénico, o gengibre opera aumentando a secrecéo de
saliva, producéo de sais biliares e a atividade das enzimas digestivas (lipase,

amilase, protease, tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase), aumentando o
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metabolismo e favorecendo assim a digestdo e absor¢cdo da gordura dietética
(PRAKASH; SRINIVASAN, 2012; MIYAMOTO et al., 2015) e, por ser capaz de
atuar na modulacdo de algumas vias bioquimicas ativadas nos processos de
inflamacéo, atua inibindo prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (bastante
associado ao 6-gingerol) (MOZAFFARI-KHOSRAVI et al., 2016; SILVA et al.,
2017; EZZAT et al., 2018).

Além disso, tem sido bastante utilizado no tratamento de diversas
patologias, como sintomas gastrointestinais (enjoo e nausea) em pacientes de
pdés-operatdrio, em tratamento quimioterapico e gestantes (DABAGHZADEH et
al., 2014; BAMESHKI et al., 2018; NUNES et al., 2020).

Recentemente, em um estudo sobre a modulacdo da composicdo da
microbiota intestinal de homens e mulheres frente a ingestdo de suco de
gengibre, Wang et al. (2021), observaram que 0 consumo a curto prazo do suco
proporcionou um efeito significativo tanto na composi¢cao quanto na funcao da
microbiota, sinalizando alteracdes positivas na diversidade bacteriana em ambos

0S géneros.

Entretanto, na literatura sdo poucos os estudos envolvendo o uso de
gengibre como saborizante em matrizes alimentares de origem lactea, sendo sua
utilizacdo mais correlacionada a bebidas e produtos de panificacdo, como

condimento.

El-Aziz; Mohamed; Seleet (2012), elaboraram queijo com 15 e 30% de
extrato de gengibre, observando um aumento das contagens de cepas de
Lactococcus lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. cremoris durante o
armazenamento (atribuindo efeito prebidtico ao rizoma), além de uma analise

sensorial satisfatéria em relacdo ao sabor, textura e aspecto geral do produto.

J4 Chamchan et al. (2017), adicionaram 10, 15 e 20% de extrato de
gengibre em sorvete com reducdo de acUcar e verificaram que o indice de
aceitabilidade foi melhor com 15%, além do mais, o produto apresentou maior
teor de compostos fendlicos e de atividade antioxidante, apresentando-se como

um potencial alimento funcional.
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A adicédo de gengibre na forma de suco (2, 4, 6 e 8%), pasta (2, 4, 6 e
8%), doce (5, 10, 15 e 20%) e po6 (0,5, 1, 1,5, e 2%) em sorvete, para comparar
as propriedades adicionadas ao produto correlacionando aos diferentes
processamentos do rizoma, foi analisado (GABBI; BAJWA; GORAYA, 2018). Os
autores verificaram que a composicdo quimica do produto foi diretamente
relacionada ao processamento realizado no gengibre, onde todas as
formulagbes foram capazes de aumentar a atividade antioxidante e o teor de
fendis e de reduzir gorduras e proteinas do produto, sendo as formulacdes
contendo suco de gengibre (6%), pasta (4%), doce (10%) e pd (1%), as de

melhor aceitabilidade.

4.9 Mel

A composigcdo quimica do mel varia conforme a origem floral utilizada
pelas abelhas e pelas condi¢des climaticas da regido, sendo majoritariamente
composto por carboidratos (95 — 99%) seguido de proteinas, vitaminas, minerais,
aldeidos aromaticos, acidos organicos, carotendides, terpendides e flavonides,
que contribuem para formacéo de seu sabor (MUNOZ et al., 2007; NIKHAT &
FAZIL, 2022).

Considerado uma fonte natural de antioxidantes, seu consumo é capaz de
beneficiar o sistema imunoldgico, reduzir patologias cardiovasculares, processos
inflamatorios e prevencao de catarata (ULLOA et al., 2010). Nikhat; Fazil (2022),
relatam também sua acdo cicatrizante, antitoxina e antimicrobiana além, dos
beneficios associados ao baixo indice glicémico, o que o torna um adocante

recomendando para pessoas com diabetes.

A procura por produtos, que aumentem a imunidade através de suas
propriedades antimicrobianas e antioxidantes, durante a pandemia de COVID-
19, alavancou a comercializacdo de mel (aumento de 9% em 2020) e sua adi¢cao
em bebidas e alimentos saudaveis tem se tornado uma tendéncia de mercado
como um ideal substituto ao acucar refinado (FORTUNE BUSINESS INSIGHTS,
2021a).
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O atributo do mel mais observado pelos consumidores € a cor (TERRAB,;
DIEZ; HEREDIA, 2002), e existe correlacdo entre a cor e o conteudo de
compostos flavonoides presentes no produto, sugerindo que os produtos mais
escuros apresentam maior concentragdo destes compostos em relagcdo aos mais
claros, entretanto, vale ressaltar que a capacidade antioxidante deve ser
comprovada uma vez que, ndo depende exclusivamente da presenca de
flavonoides (CIAPPINI; GATTI; DI VITO, 2013).

Devido aos muitos beneficios a saude, a adicdo de mel em alimentos
lacteos tem sido realizada no intuito de agregar propriedades sensoriais e
funcionais aos produtos, proporcionando saude e bem-estar aos consumidores
(PERNA; SIMONETTI; GAMBACORTA, 2019).

A incorporacao de mel em sorvete de iogurte, como adogante alternativo
a sacarose, apresentou boa aceitabilidade sensorial, embora tenha apresentado
menor tempo inicial e total de fusdo quando comparado a amostra controle e
com estévia (ARSLANER et al., 2019), e altera¢des na viscosidade do produto e
no tempo de fusdo também foram observados por Moriano; Alamprese (2017),

ao comparar sorvetes adogcados com mel, eritritol e trealose.

Favarin; Laureano-Melo; Luchese (2015), avaliaram a capacidade
prebidtica de mel em condicdes de transito gastrointestinal simulado sobre cepas
de Bifidobacterium livres e encapsuladas e, foi verificado um efeito protetor do

alimento, aumentando a viabilidade celular e a eficiéncia da microencapsulacéao.
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CAPITULO 2

Consumer perception, preferences and purchase intention towards ice

cream in Brazilian regions

As péaginas 47 a 69 nédo serao disponibilizadas por motivo de sigilo.
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CAPITULO 3

Potentially functional ice cream with Lacticaseibacillus casei CSL3, ginger

and honey

As péaginas 70 a 89 nédo serao disponibilizadas por motivo de sigilo.
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CAPITULO 4

Administragcédo de Lacticaseibacillus casei CSL3 em camundongos Swiss
com imunossupressao induzida por ciclofosfamida: efeitos sobre
pardmetros imunolégicos, bioquimicos, oxidativos e histolégicos

Resumo

O estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da suplementagdo com
Lacticaseibacillus casei CSL3 em camundongos Swiss imunossuprimidos com
ciclofosfamida, sobre os parametros imunol6gicos, bioquimicos, oxidativos e
histologicos. Os animais foram distribuidos em quatro grupos (controle, CSL3,
ciclofosfamida e CSL3 + ciclofosfamida) onde, dois grupos foram tratados com
L. casei CSL3 por 30 dias e, dois grupos receberam o quimioterapico (dias 27 e
30). Contagens de bactérias acido-lacticas (BAL) e BAL com resisténcia a bile
em amostras de fezes, hemograma, niveis séricos de colesterol total, atividade
da enzima catalase e niveis de TBARS no figado, rins e cérebro, expressao de
IL-4, 1L-23, TNF-a, NF-kB no bago e alteragbes histolégicas no figado, rins e
intestino, foram avaliados. O grupo CSL3 + ciclofosfamida apresentou aumento
significativo na contagem de BAL resistentes a bile em fezes, contagem de
leucocitos e expressao de IL-23, TNF-a e NF-kB, reduziu os niveis de colesterol
total significativamente e, protegeu os danos ao figado dos animais
suplementados. Conclui-se que a bactéria é segura na concentracdo de 10 log
UFC.mL! e possui potencial probidtico, devido sua influéncia positiva na

resposta imunologica e, no metabolismo de lipideos.

Palavras-chave: analises séricas, citocinas, fezes, in vivo, probioticos,

guimioterapia
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Figura 8. Graphical abstract — avaliacdo de parametros imunoldgicos,
bioquimicos, oxidativos e histolégicos de camundongos Swiss imunossuprimidos
com ciclofosfamida e suplementados por 30 dias com Lacticaseibacillus casei
CSL3

7.1 Introducéao

O uso de probioticos tem sido explorado nos ultimos anos devido a ampla
gama de beneficios evidenciados, principalmente, sobre a modulacdo do
sistema imunolégico e da microbiota intestinal, intervindo na saude do
hospedeiro (MARINELLI et al., 2017; BADGELEY et al., 2021; WU et al., 2021).

Embora existam no mercado, muitas cepas com propriedades probiéticas,
cujos efeitos ja foram comprovados, estudos indicam que a dose, o periodo de
administracdo e os beneficios gerados séo dependentes da cepa (FIGUEROA-
GONZALEZ et al., 2011; BUBNOV et al., 2017; CHOI et al., 2018; CASTRO;
LUCHESE, 2022). Portanto, a prospeccdao de novos microrganismos €
fundamental para diversificar a microbiota intestinal e manter o equilibrio
homeostético, além de propiciar a descoberta de novos efeitos fisiologicos
benéficos (GEORGIEV; GEORGIEVA, 2015; BAJIC et al., 2018).

No entanto, os probiéticos devem ser seguros para o consumo humano

(status GRAS — Generally Recognized As Safe), e para isso, 0s microrganismos
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precisam ser submetidos a inUmeros testes in vitro, in vivo e clinicos, para
caracteriza-los (FDA, 2023). Logo, estudos envolvendo a simulagdo de grupos
e/lou fatores de risco como modelos de imunossupressdo, com sindrome
metabdlica, processos infecciosos, gestantes, lactentes e idosos, que auxiliem a
evidenciar a ocorréncia de translocacdo bacteriana, toxicidade e/ou a
patogenicidade da cepa investigada, sdo de suma importancia, uma vez que, a
seguranca do microrganismo esta correlacionada ao beneficio pretendido, ao
estado de salude do consumidor e a dose, duracdo, forma e frequéncia de
consumo (SANDERS et al., 2010; SANDERS et al., 2016; KOTHARI; PATEL;
KIM, 2019).

Muitos estudos indicam que a administracdo de probidticos € capaz de
promover uma boa evolugdo na resposta imunomoduladora em diferentes
modelos biolégicos (NUNEZ et al., 2014; MARINELLI et al., 2017; ZHAO et al.,
2018; VINCENZI et al., 2021; MCCUNE et al., 2022), no entanto, pesquisas
envolvendo tratamento antineoplasico, que atuam em nivel celular, também tém
se destacado, nos ultimos anos (MARINELLI et al., 2017; GORSKA, et al., 2019;
LINN et al., 2019; BEDADA et al., 2021; BADGELEY et al., 2021; XU et al.,
2021). O uso de quimioterapicos no tratamento antineoplasico tem abordagem
sistémica e, por atuarem em células com alta capacidade de replicacdo de
origem tumoral e ndo tumoral, os medicamentos podem desencadear diversos
efeitos colaterais, de acordo com a dose, via de tratamento e tipo de
medicamento administrado (VIVARELLI et al., 2019).

Via de regra, a terapia quimioterapica pode causar mielossupressao,
aumento do estresse oxidativo, aumento dos marcadores da funcéo renal e
hepatica, aumento da liberacdo de citocinas inflamatérias, cardiotoxicidade,
nausea, diarreia, alopecia, dermatite, disbiose e perda de peso (REHMAN et al.,
2012; SALVA et al., 2014; EL-SHEIKH; RIFAAI, 2014; CHOI et al., 2018; MENG
et al., 2019; LINN et al., 2019; MCCUNE et al., 2022).

Nesse contexto, diferentes microrganismos probiéticos tém sido, cada vez
mais, associados ao tratamento medicamentoso para promover melhora e
protecéo contra os efeitos colaterais causados pelos medicamentos (MAROOF
et al., 2012; GORSKA, et al., 2019; NAZIR et al., 2018). Importantes probidticos
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de aplicacao clinica e alimentos, pertencem ao grupo de bactérias acido-lacticas
(BAL). Assim, Lacticaseibacillus casei CSL3, isolado de silagem de colostro
bovino, foi considerado seguro e potencialmente probidtico através de testes in
vitro (VITOLA et al., 2018), raz&o pela qual foi escolhido no presente estudo.

Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo com
Lacticaseibacillus casei CSL3 em camundongos Swiss imunossuprimidos com
ciclofosfamida sobre os parametros imunoldgicos, bioquimicos, oxidativos e

histolégicos.

7.2 Material e Métodos
7.2.1 Microrganismo e condi¢gdes de crescimento

Lacticaseibacillus casei CSL3, foi isolado de silagem de colostro bovino,
caracterizado e identificado (nUmero de acesso JQ580986.1 GenBank) por Vitola
et al. (2018). Cultivado em caldo De Man Rogosa & Sharpe (MRS, Acumedia®)
a 37 °C/18 horas em anaerobiose. Uma aliquota de 1% foi transferida para 100
mL de caldo MRS. Posteriormente, 1% do segundo cultivo foi transferido para
500 mL de caldo MRS, mantendo sempre, as mesmas condicbes de

crescimento.

Finalizado as etapas de cultivo, a cultura foi centrifugada a 4.165 g por 10
min a 20 °C (5430-R, Eppendorf®); o pellet foi lavado trés vezes com tampéao
fosfato salino (PBS, Canvax®) para remover quaisquer residuos do meio de
cultura, ressuspenso no mesmo tampéao e armazenado sob refrigeracao (6 °C).
Para determinar a concentracdo do microrganismo, foram realizadas contagens

em agar MRS nos dias 0, 15 e 30 de experimento (dados ndo apresentados).
7.2.2 Animais

Foram utilizados 40 camundongos Swiss machos com idade de 28 £ 5
dias. Apdés o desmame, aos 21 dias de idade, os animais foram submetidos a
aclimatacdo por sete dias para eliminar qualquer viés alimentar e, durante o
experimento, todos receberam dieta padrdo para roedores (Nuvilab CR-1,

Nuvital®) e &gua esterilizada ad libitum. Os animais foram mantidos em gabinetes
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de 27x19x20 cm e bebedouro de polipropileno com capacidade para 500 mL,
contendo cinco camundongos por gabinete, em ambiente controlado com
temperatura de 22-24 °C, umidade relativa de 65-75% e ciclos claro/escuro de
12 horas.

7.2.3 Delineamento experimental

O delineamento foi inteiramente randomizado e organizado em esquema
unifatorial (diferentes grupos) para hemograma, estresse oxidativo, expressao
de citocinas e andlise histopatolégica, um sistema bifatorial 4x3 (grupos x tempo)
para perfil bioquimico e contagem bacteriana de fezes 4x5 (grupos x tempo).

7.2.4 Modelo in vivo

Os animais foram divididos em quatro grupos, cada um contendo 10
animais. Todos receberam gavagem diaria por 30 dias e duas injecdes
intraperitoneais de ciclofosfamida (CFF, Genuxal®) (dias 27 e 30), de acordo com

o delineamento de cada grupo.

Grupo controle (C): gavagem com PBS e duas injecdes de PBS; grupo
Ciclofosfamida (CF): gavagem com PBS e duas injecdes de CFF (dose total de
250 mg.kg?); Grupo L. casei CSL3 (LC): gavagem com 10 log UFC.mL™ de L.
casei CSL3 e duas injecOes de PBS e; Grupo L. casei CSL3 + ciclofosfamida
(LCCF): gavagem com 10 log UFC.mL de L. casei CSL3 e duas inje¢bes de
CFF (dose total de 250 mg.kg™).

A suplementacdo com CSL3 comecou 26 dias antes da primeira injecao
de CFF e continuou até o periodo final do experimento (30 dias). Aos 27 e 30
dias, foi realizada imunossupresséao induzida por CFF nos grupos CF e LCCF,
conforme protocolo estabelecido por Zuluaga et al. (2006), sendo os animais

eutanasiados no 31° dia de experimento (Figura 9).

Antes da eutanasia, os camundongos foram anestesiados com isoflurano
(Cristalia®) e em seguida submetidos ao procedimento de exsanguinagéo por
puncdo cardiaca, seguindo os principios éticos estabelecidos pelo COBEA
(DOU, 2016). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CEEA) da UFPel, sob o n°® 23110.040985/2019-82 e 0 esquema € o
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modelo de delineamento estdo de acordo com as diretrizes ARRIVE 2.0
(PERCIE DU SERT, 2020).

Blood collect

Tissues collect
Feces|collect

Acclimatization Euthanasia

7 days | 31t day

Probiotic suplementation period — 30 days

Immunosuppression

27" and 30% day
Figura 9. Linha do tempo do modelo in vivo, camundongos Swiss machos
suplementados com Lacticaseibacillus casei CSL3 e imunossuprimidos com

ciclofosfamida, no periodo de 31 dias
7.2.5 Analise da colonizacéao intestinal por bactérias acido-lacticas

Cerca de 100 mg de fezes frescas foram coletadas semanalmente (S1,
S2, S3, S4 e S5) em todos os grupos, diluidas em 1 mL de PBS esterilizado e
mantidas congeladas até o processamento. Para determinar a concentracao do
microrganismo, diluicbes decimais seriadas seguidas de contagens foram
realizadas em agar MRS para contagem de bactérias acido-lacticas (BAL) e agar
MRS com 0,3% de sais biliares (Vetec®) para BAL resistentes a bile (BALRB).

As placas foram incubadas em condi¢cdes de anaerobiose por 72 h/37 °C.
7.2.6 Analise do hemograma e perfil bioquimico

Amostras de sangue foram coletadas de todos os animais, no inicio (TO)
aos 15 dias do experimento (T15) — pela veia facial — e, ao final do experimento

(T30), durante a eutanasia.

Volumes de 500 pL/animal foram coletados ao final do experimento,
colocados em tubos com EDTA (Vacuplast®) e imediatamente transportados,
sob refrigeracdo, a um Laboratdrio de Analises Clinicas especializado para

realizacdo do hemograma.
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A anadlise bioquimica de colesterol total, foi realizada utilizando kit
diagnéstico comercial padronizado (Labtest®) onde, em média, 500 pL/animal
foram coletados em microtubos sem anticoagulante e centrifugados a 200 rpm/5
minutos em temperatura ambiente, para separacdo do soro e avaliagbes

posteriores.
7.2.7 Expressao génica de IL-4, IL-23, TNF-a e NF-kf3

Para a analise de interleucina 4 (IL-4), interleucina 23 (IL-23), fator de
necrose tumoral a (TNF-a) e fator de transcricdo nuclear-kf (NF-kB), os bagos
dos animais foram coletados sob condi¢cdes assépticas e triturados, passando
por uma membrana de filtro celular de 40 um (Corning®). Em seguida, as células
foram precipitadas pela adicdo dos tampdes de lise 1 e 2 e centrifugagcéo a 2000
rpm/7 min. As células foram lavadas com solucéo balanceada de Hanks (Merck®)
e ressuspensas em meio RPMI suplementado com anfotericina B, penicilina (100
U. mL Laborclin®), estreptomicina (100 mg. mL* Laborclin®) e soro fetal bovino
(10%, Sigma®). O cultivo foi realizado em placas de 24 pocos com fundo chato
e incubadas a 37 °C em atmosfera controlada com 5% de CO, (GONCALVES et
al., 2021).

As células coletadas foram estimuladas com a mesma cultura de L. casei
CSL3 e ciclofosfamida na concentracdo administrada aos animais (10 log

UFC.mL* e 250 mg.kg, respectivamente).

A extracdo do RNA ocorreu de acordo com o protocolo estabelecido para
o Trizol ™MReagent (Invitrogen®), e a quantificacédo das amostras foi realizada em
Nanovue (ng pL?), por meio da absorbancia em 260 nm, que fornece o contetdo

total de acido nucléico, e em 280 nm, que determina a pureza da amostra.

A sintese do cDNA foi realizada por Real-Time Workstation utilizando
“High-Capacity cDNA Reverse Transcription” kit (Applied Biosystem®), e para a
reacdo de PCR em tempo real, foram utilizados 0,25 uL de primer F, 0,25 pL de
primer R (sequéncias na Tabela S1, em material complementar), 3,5 uL de agua,
5,0 uL de Syber e 1,0 yL de cDNA.

7.2.8 Analise do estresse oxidativo no tecido hepatico, renal e cerebral
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Durante a eutanasia, o figado, cérebro e rins foram removidos
assepticamente, colocados em microtubos e imediatamente congelados a -70

°C, para posterior analise.

No momento das andlises, pesou-se cerca de 0,5 mg de tecido e
adicionou-se uma solucdo tampéo Tris (Synth®) (cinco vezes o peso do cérebro
e dez vezes o peso dos demais 0Orgdos), para realizar a homogeneizagao
manual. O material foi centrifugado a 1000 rpm/10 minutos em temperatura
ambiente (5430-R, Eppendorf®), e os sobrenadantes foram coletados para
andlise espectrofotométrica de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS), utilizando o protocolo descrito por Ohkawa et al. (1979) e, atividade da
enzima catalase (CAT), conforme definido por Aebi (1984).

7.2.9 Analise histopatologica

Durante a eutanasia, amostras de rim, figado e intestino foram extraidas
dos camundongos e fixados em formol a 10% (Synth®), para exame
histopatoldgico. Os tecidos passaram pela embebicdo em parafina (Synth®), na
sequéncia a desparafinizacao (tecidos foram submetidos a banhos de alcool em
concentragcdo decrescente), cortados com microtono na espessura de 5 mm e
corados com hematoxilina (Dinamica®) e eosina (Dinamica®), para avaliagcdo
histol6gica em microscopio optico (Olympus BX43) (SAINTE-MARIE, 1962).

7.2.10 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk, quanto a homocedasticidade pelo teste de Hartley, e verificando-
se dados com comportamento ndo paramétrico, procedeu-se a remocao de
outliers e a transformacédo dos dados visando obter dados de comportamento
paramétrico. Os outliers foram identificados tracando residuos externos
estudantis (RStudent) em relacdo aos valores previstos (variavel Y) e avaliando
o gréafico de Distancia de Cook. A partir dos graficos RStudent, os valores fora
do intervalo -2 a 2 foram considerados outliers e suas observacoes
correspondentes foram removidas do banco de dados (ROUSSEEUW; LEROY,
1987; BARNETT; LEWIS, 1994). Posteriormente, os dados foram submetidos a

analise de comparacdo de variancias por meio do teste F (p < 0,05). Para
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252 significAncia estatistica, os fatores de tratamento com trés ou mais niveis foram
253 comparados usando o teste de Bonferroni (p < 0,05), e os fatores de tratamento

254  com dois niveis foram comparados usando o teste t (student).

255

256 7.3 Resultados

257 7.3.1 Anédlise da colonizagao intestinal com bactérias acido-lacticas

258 A analise de variancia para viabilidade de bactérias acido-lacticas nas
259 fezes, mostrou uma interacdo entre os fatores de tratamento (p=0,0001) para
260 BAL e BALRB. A comparacédo dos grupos em cada tempo é mostrada na Tabela
261 9, enquanto a viabilidade de BAL e BALRB em func&o do tempo é mostrada na
262  Figura 10.

263 Tabela 9. Viabilidade das bactérias acido-lacticas (BAL) e bactérias acido-
264  lActicas resistentes a bile (BALRB) (log UFC.g') no conteudo fecal dos animais,

265 comparando os grupos durante o periodo experimental

Tempo Controle CF LC LCCF

(semanas) BAL

1 8,89 +£0,13% 8,49 +0,02 8,23 +£0,24° 8,98 + 0,092
2 8,77+0,30° 9,39+0,15% 8,56 + 0,04° 9,57 £ 0,292
3 8,64 +£0,05> 9,70+0,13% 8,64 +0,09° 9,53 £ 0,242
4 8,63+0,13° 9,26+0,24® 8,59+0,11° 9,68 + 0,162
5 8,52 + 0,15° 9,58 £0,112 8,85+0,08> 9,28 +0,29%

BALRB

1 8,87+0,17¢ 8,60+0,15* 8,42 +0,102 8,60 + 0,352
2 8,91+0,11° 9,64+0,058 9,46 +0,092 9,55 +0,122
3 8,87 £0,15°¢ 9,38 +0,23% 8,71 +0,23° 9,87 £ 0,112
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4 8,57 +0,11° 9,36 £+0,108 8,56 + 0,24 9,64 +£0,18?

5 8,88 +0,16° 9,64 +0,08% 9,05+0,40°° 9,80 + 0,042

Médias + desvio padrdo seguidas de letras diferentes na mesma linha, indicam
diferenca significativa pelo teste de Bonferroni (p < 0,05) na comparacdo dos
grupos. CF: ciclofosfamida; CL: L. casei CSL3; LCCF: L. casei

CSL3+ciclofosfamida.

Foram obtidas contagens de bactérias BAL e BALRB entre 8 — 9 log
UFC.g! em todos os grupos; no entanto, ha uma diferenca significativa na
concentracdo de microrganismos entre os tratamentos, ao longo do periodo

experimental.
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275 Figura 10. Viabilidade das bactérias acido-lacticas (BAL, A) e BAL resistentes a
276  bile (BALRB, B) no contetudo fecal dos animais comparando o mesmo
277  tratamento, ao longo do periodo experimental (semanas). Cont: controle; CF:
278  ciclofosfamida; CL: L. casei CSL3; LCCF: L. casei CSL3+ciclofosfamida

279 Pode-se observar que nos grupos controle e LC, para BAL, ndo houve
280 alteracdo nas contagens ao longo do tempo, permanecendo com concentracdes
281  superiores a 8 log UFC.g?, embora tenha havido diferenca significativa entre
282  esses grupos, na primeira semana. Esse comportamento ndo se refletiu nas
283  contagens BALRB porque, ao contrario do grupo controle, os grupos CF, LC e
284  LCCF apresentaram um aumento de 1 ciclo logaritmico ao final do periodo.

285 Ressalta-se também que os animais que receberam o farmaco (CF e
286 LCCF), para as contagens de BAL e BALRB apresentaram concentracfes
287 maiores que os demais grupos, embora nado significativas, principalmente na
288 quinta semana (periodo em que a CFF foi administrada), sugerindo que a
289 presenca do medicamento influenciou a concentracdo de microrganismos. No
290 entanto, ao avaliar as concentragdes nos grupos que receberam suplementacao
291 de CSL3 (LC e LCCF), houve diferenca significativa apenas para a contagem de
292  BALRB no grupo LCCF, que foi significativamente maior.

293 7.3.2 Analise do hemograma e perfil bioquimico

294 A anadlise de variancia mostrou que apenas o volume corpuscular médio
295 (VCM), proteina plasmatica total (PPT), fibrinogénio e mondcitos ndo foram
296  significativos (p > 0,05), indicando que os diferentes tratamentos ndo interferem
297 nessas variaveis dependentes. Os resultados significativos do hemograma

298  podem ser vistos na Tabela 10.

299 Tabela 10. Valores do hemograma dos animais tratados com L. casei CSL3 e

300 ciclofosfamida ao final do experimento

Andlises Controle CF LC LCCF

Hemacias (milhdes/mm3) 9,62 + 0,402 8,60+0,36° 10,01 + 0,552 8,65 + 0,58

Hemoglobina (g.dLt) 13,34 £0,19%* 12,14+0,38° 14,04 £0,512 12,52 +0,73
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Hematocrito (%) 50,14 + 0,872 44,26 +1,40°> 53,14 + 1,772 45,60 + 2,56°
CHCM (%) 26,74 +0,15> 27,36 +0,25% 26,50 + 0,29 27,46 £ 0,202
Plaguetas” (103/mm?) 17,02+0,992 12,98+1,56° 17,26 +1,322 13,52 + 2,01°
Leucdcitos” (mm?) 24,60 +3,57° 6,00+3,57° 3250+1,0028 @ 7,75+3,77°
Neutréfilos™ (mm?3) 6,18 + 1,072 1,05+ 0,70° 7,21 + 4,742 0,85 + 0,51°
Linfocitos” (mm3) 16,19 +4,73" 4,74+ 2,15° 25,76 +6,902 8,54 + 4,95

301
302
303
304

305
306
307
308
309
310

311
312
313
314
315
316
317
318
319

320
321
322

Média + desvio padrdo seguida de letras diferentes na mesma linha, indicam
diferenca significativa pelo teste de Bonferroni (p < 0,05); *100x os valores
observados na tabela; CHCM: concentracdo média de hemoglobina corpuscular;
CF: ciclofosfamida; CL: L. casei CSL3; LCCF: L. casei CSL3+ciclofosfamida.

Os resultados observados indicam que a suplementacdo com CSL3 nao
influenciou na analise de hemacias, hemoglobina, hematocrito, concentracao
meédia de hemoglobina corpuscular (CHCM), plaquetas e neutrdfilos, visto que
nao houve diferenca significativa entre os grupos controle e LC para estes
parametros. Ja nos grupos que receberam CFF (CF e LCCF), os valores obtidos

nesses parametros, foram significativamente menores.

Em relacdo as contagens de neutrofilos, leucocitos e linfécitos, houve
reducdo significativa nos grupos que receberam a CFF, mostrando que o
protocolo utilizado para imunossupressao foi eficaz. Além disso, os animais do
grupo LC, que receberam suplementacdo com CSL3, apresentaram valores
significativamente maiores que os animais dos demais tratamentos, indicando
gue o microrganismo foi capaz de influenciar a resposta imune. Da mesma
forma, o grupo LCCF apresentou valores de linfécitos significativamente
semelhantes ao grupo controle, sinalizando potencial modulacdo da resposta

imune desse grupo.

Os niveis de colesterol total foram significativos apenas para o tempo
(p=0,0001), onde foi observado que T30 diferiu de T15 a TO, e todos os

tratamentos avaliados foram significativamente menores (Figura 11).
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324 Figura 11. Concentracao de colesterol total no sangue de animais ao longo do
325 periodo experimental, tratados com L. casei CSL3 e ciclofosfamida; Letras
326 diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Bonferroni (p < 0,05)

327 7.3.3 Expresséo génicade IL-4, IL-23, TNF-a e NF-kB

328 A analise de variancia mostrou interacao entre os tratamentos LC x CF e
329 LC x LCCF para TNF-a (p < 0,001) e NF-kB (p < 0,01) e, entre os tratamentos
330 LC x CF para IL-23 (p=0,0228). Os resultados obtidos para IL-4 ndo foram
331  significativos (p > 0,05) (Figura 12).
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333 Figura 12. Transcricao relativa de TNF-a (A), IL-4 (B), NF-kB (C) e IL-23 (D), em

334 esplendcitos do baco que receberam estimulagéo in vitro de L. casei CSL3, para
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cada tratamento. Letras diferentes indicam uma diferenca significativa por One-
way ANOVA (p < 0,05). CF: ciclofosfamida; CL: L. casei CSL3; LCCF: L. casei

CSL3+ciclofosfamida

A partir da estimulacdo in vitro de esplendcitos com L. casei CSL3, ao
comparar a transcricéo relativa de TNF-a no grupo LC (7,74) com o grupo tratado
com CFF (CF), observa-se uma reducao de 1,26 vezes e, a partir o grupo
suplementado com o microrganismo e tratado com o farmaco (LCCF), uma
diminuicé@o para 1,85 vezes. Esse comportamento também pode ser observado
nos valores relativos de transcri¢do da IL-23, onde comparado ao grupo LC (5,58
vezes), houve reducao para 2,29 vezes no grupo CF e 4,05 vezes no LCCF. Da
mesma forma, a transcricdo relativa de NF-kpB também apresentou redugdes
entre os grupos CF (0,37 vezes) e LCCF (0,25 vezes) quando comparado ao

grupo LC (1,09 vezes).

Com relacdo a transcrigcdo da interleucina 4, embora os resultados néao
sejam significativos, os grupos CF (2,26 vezes) e LCCF (2,39 vezes) também
apresentaram reducdo em sua expressdo em comparagao ao grupo LC (15,21

vezes).
3.4 Analise do estresse oxidativo no tecido hepatico, renal e cerebral

A andlise de variancia mostrou que apenas os resultados para catalase
renal foram significativos (p=0,0001), sendo maior apenas no grupo controle,
indicando que os diferentes tratamentos influenciaram essa variavel dependente
(Tabela S2, material complementar); portanto, catalase hepética e cerebral e

TBARS rim, figado e cérebro ndo foram significativos (p > 0,05).
3.5 Analise histopatologica

O exame microscopico dos tecidos ndo revelou alteracdes no rim e
intestino grosso (porcéo inicial) dos grupos analisados. Em relacédo ao figado,
para o grupo LCCF, os animais ndo apresentaram danos teciduais, porém, nos
grupos controle, CF e LC, 100, 60 e 20% dos animais demonstraram lesdo
tecidual, respectivamente, demonstrando sinais de inflamacgédo, degeneracéao
gordurosa (lipidose) e congestéo tecidual, como primeira manifestagcao de dano

celular (Figura 13).
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Figura 13. Rim (Al), figado (A2) e intestino (A3) do grupo controle; Rim (B1),
figado (B2) e intestino (B3) do grupo ciclofosfamida; Rim (C1), figado (C2) e
intestino (C3) do grupo L. casei CSL3; e Rim (D1), figado (D2) e intestino grosso

(D3) do grupo L. casei CSL3+ciclofosfamida (aumento microscépico de 40x).

As amostras de rim e intestino grosso estdo inalteradas em todos os
grupos. No figado, as alteracdes podem ser observadas em A2 e B2, onde o

figado apresenta sinais de inflamacéo, lipidose e congestéo.

7.4 Discusséao
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Os agentes quimioterapicos podem afetar a producdo de células
sanguineas na medula éssea, sendo a anemia e a leucopenia as altera¢cées mais
comumente encontradas (FERREIRA et al., 2013). No presente estudo, n&o foi
observada anemia nos animais tratados com ciclofosfamida (CFF), porém,
houve a manifestacdo de leucopenia, neutropenia e linfopenia em relagéo aos

animais dos grupos controle e LC.

Camundongos Swiss suplementados com L. casei CRL 431 e L.
rhamnosus 1506 apresentaram contagem de leucécitos e de neutréfilos
semelhantes aos observados no grupo imunossuprimido com CFF; porém, ao
final do estudo os autores observaram que a recuperacao da deplecao celular
foi mais rapida nos grupos que receberam os microrganismos, sugerindo um
efeito modulador (SALVA et al., 2014).

No entanto, para Moura et al. (2016), ratos Wistar tratados com L.
acidophilus La-5 ndo apresentaram alteracdes significativas nas contagens de
células sanguineas, embora tenha sido observada uma reducdo nos parametros
bioquimicos em relagcéo aos niveis de triglicerideos e colesterol LDL e aumento
do colesterol HDL. Além disso, 15 dias de suplementacdo promoveram aumento
nos valores de expressao da enzima superoxido dismutase (SOD). No entanto,

os valores de glutationa peroxidase (GPX) e CAT néo diferiram entre 0os grupos.

A analise do perfil bioquimico, geralmente esta correlacionada a estudos
gue avaliam disturbios metabdlicos induzidos (como diabetes mellitus e
obesidade, por exemplo) e, com protocolos que avaliam niveis de citotoxicidade
(como farmacos, substancias bioativas e metais pesados) (OU et al., 2012; DI
CERBO et al., 2016; MCCUNE et al., 2017), ndo sendo comumente associada a

modelos de imunossupressao.

b

Com relacdo a avaliacdo dos marcadores bioquimicos, camundongos
BALB/c saudaveis e obesos, suplementados com L. casei CRL 431,
apresentaram niveis séricos reduzidos de colesterol total e fracionado apenas
nos animais obesos, mantendo-se inalterados no grupo saudavel (NUNES et al.
2014).
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Bubnov et al. (2017), ao comparar os efeitos hipocolesterolémicos da
suplementacdo em camundongos BALB/c com L. casei IMV B-7280, L.
delbrueckii subsp. bulgaricus IMV B-7281, B. animalis VKL e B. animalis VKB,
separadamente ou em combinacao, verificaram que a redugéo significativa nos
niveis de colesterol total dos animais obesos em relacdo ao controle foi cepa
dependente, sendo o L. casei IMV B-7280, o microrganismo que apresentou

maior eficacia.

O efeito hipocolesterolémico dos probioticos, tem sido associado a
assimilacao da molécula de colesterol pela membrana celular do microrganismo
e/ou a producdo da enzima sal biliar hidrolase (LE; YANG, 2019; LIANG et al.,
2020). No presente estudo, ao longo do tempo, foi demonstrado que 0s niveis
de colesterol total diminuiram significativamente em todos 0s grupos; e, essa
influéncia observada no metabolismo lipidico, pode estar associada aos
resultados obtidos na analise histologica do tecido hepatico, onde foi evidenciado
gue os animais suplementados com CSL3 néo apresentaram sinais de lipidose,

diferentemente do que foi observado nos animais do grupo controle e CF.

Quanto a andlise da expressdao génica em esplendcitos dos
camundongos, os dados obtidos para as citocinas TNF-a, NF-kB e IL-23,
sugerem que os animais do grupo LC tiveram respostas mais expressivas do

gue os animais submetidos a quimioterapia.

Segundo Di Cerbo et al. (2016), bactérias do género Lactobacillus e
Bifidobacterium podem atuar como potenciais adjuvantes na resposta imune
sistémica, por induzir a producéo de Interferon-y (INF-y), expressao de citocinas
e aumento da citotoxicidade de células natural killer (NF). No entanto, para que
ocorra o efeito imunomodulador desejado, esses microrganismos precisam
resistir as barreiras impostas pela passagem pelo trato gastrointestinal (como pH
acido e presenca de enzimas) e, também, serem capazes de aderir a mucosa
intestinal do hospedeiro, sendo este ultimo, um fator determinante para melhorar
as funcdes da barreira intestinal (PLAZA-DIAZ et al., 2019).

A IL-4, que pode inibir a ativagdo de macrofagos e a producao de citocinas
pré-inflamatérias, € um potente indutor de diferenciagdo de células dendriticas;

antagoniza os efeitos do IFN-y e regula sua expressao (MOSMANN; COFFMAN,
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1989). A IL-23, por outro lado, é produzida por células dendriticas, expressa por
células T, regula a producéo de IL-17 (Th17), pode ativar vias de sinalizacao
semelhantes a IL-12 e desempenha um papel vital na defesa contra bactérias
extracelulares na patogénese de doencas autoimunes e distlrbios auto
inflamatérios intestinais (alguns deles previamente atribuidos a IL-12)
(WATFORD et al., 2004; HUE et al., 2006; NEURATH, 2019).

As implicagBes da resposta imune in vivo e in vitro a suplementa¢do com
Nanometric L. plantarum nF1 foram avaliadas por Choi et al. (2018). Durante o
estudo, os animais foram imunossuprimidos com CFF e suplementados com
doses baixas (10° UFC.kg?) e altas (10'° UFC.kg?') do microrganismo. Os
autores observaram que o efeito obtido foi dose-dependente, pois apenas a
administracdo de altas doses da bactéria foi capaz de induzir aumento da
resposta imune inata (IL-12 e TNF-a) e adaptativa (IFN-y), ambas na medula

0ssea e nos esplendcitos.

Quanto aos efeitos mediadores do TNF-a, além de induzir ciclicamente a
secrecao de diversas interleucinas e quimiocinas, pode ativar diretamente o NF-
kB, afetando a captacéao celular de glicose, desencadeando resisténcia a insulina
e elevando a glicemia (FREITAS et al., 2014).

Além disso, independentemente do estimulo, a ativacdo do NF-kB pode
estar correlacionada com o estresse oxidativo, uma vez que esse fator de
transcricdo tem sido referido como regulador de processos imunologicos e
inflamatorios (LEVIN; DJURDJEV, 2012; WADA; MAKINO, 2013). Os valores
obtidos para a transcricéo relativa desta citocina, corroboram com os resultados
obtidos no presente estudo para a analise do estresse oxidativo visto que a
resposta do NF-kB ao estimulo com L. casei CSL3 nos grupos tratados com CFF
foi significativamente menor, enquanto que, da mesma forma, dentre os
parametros (TBARs e CAT) e os orgaos (rins, figado e cérebro) analisados,
apenas os valores de CAT nos rins dos animais dos grupos LC, CF e LCCF foram
significativamente menores, indicando a ocorréncia de estresse oxidativo

naguele orgéao.

A producdo continua de espécies reativas de oxigénio (ERO) durante os

processos metabdlicos desencadeia o desenvolvimento de mecanismos de
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defesa antioxidantes capazes de controlar os niveis de ERO produzidos,
evitando assim a inducéo de dano oxidativo (TRIPATHI; JENA, 2010).

Estudo realizado por EI-Sheikh; Rifaai (2014), em ratos Wistar com
hepatotoxicidade induzida por ciclofosfamida, observaram reducéo da atividade
das enzimas SOD, CAT, GPX e glutationa-S-transferase (GST), aumento de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), aumento do nivel da
citocina pro-inflamatoéria TNF-a, além de processos inflamatérios e necrose de
hepatécitos no figado, indicando um estado pré-oxidante nos animais.
Resultados diferentes foram observados por Yadav et al. (2018), em estudo com
ratos Wistar, onde foi verificado aumento significativo da atividade da enzima
CAT nos rins e de CAT e SOD no figado de animais tratados com dieta rica em
lipideos e L. fermentum MTCC. Portanto, diferentes causas podem desencadear
0 estresse oxidativo; no entanto, a terapia probidtica tornou-se um fator cada vez

mais influente para ajudar a reduzi-lo (CHEN et al., 2013).

O efeito dos microrganismos probioticos no restabelecimento do equilibrio
homeostético e na regulacdo da composicao da microbiota intestinal tem sido
relatado por pesquisadores como um mecanismo de acdo essencial na
modulacdo da saude do hospedeiro em inuUmeras situacdes clinicas, surgindo
como complemento na elaboracéo e ado¢ao de novas estratégias de promocéo
da saude (DIDARI et al., 2014; GEORGIEV; GEORGIEVA, 2015; MILANI et al.,
2016; BAJIC et al., 2018; MARTIN; LANGELLA, 2019; BUSTAMANTE et al.,
2020).

No entanto, a diversidade da microbiota pode estar associada a fatores
como estilo de vida, dieta, idade, presenca de doencas crdnicas nao
transmissiveis e uso continuo de medicamentos, por exemplo (MARION-
LETELLIER et al., 2016; BUSTAMANTE et al., 2020).

Segundo dados obtidos por Viaud et al. (2013), a eficacia antineoplasica
da ciclofosfamida estd diretamente correlacionada com a composicdo da
microbiota, pois, ao transferir as células pThl7 (patogénicas T helper), o efeito
imunomodulador do farmaco foi restaurado. No presente estudo, as contagens
bacterianas de BALRB nas amostras de fezes dos animais que foram tratados

com CFF e receberam CSL3 (LCCF) foram, significativamente, maiores do que
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as observadas nos outros grupos, o que pode estar relacionado a sua
capacidade de adeséo e, de atuarem como antagonistas contra microrganismos
patdgenos, resultados observados in vitro por Vitola et al. (2018). Corroborando
com os resultados obtidos com L. casei CSL3 no presente estudo, Nambiar et
al. (2018), também observaram um aumento de 1 ciclo logaritmico ao
suplementar camundongos Swiss com L. plantarum HM47.

A avaliacdo dos aspectos histopatolégicos do dano ou recuperacdo
tecidual é essencial para a visualizacdo da integridade das membranas
(ARRIETA et al., 2006). No presente estudo, a suplementagdo com L. casei
CSL3 néo desencadeou danos aos 6rgaos avaliados, indicando segurangca em
sua administracdo na dosagem de 10'° UFC.mL*. Da mesma forma, foram
observadas alteracdes apenas no figado dos animais dos grupos controle e CF,
demonstrando que 0s grupos que receberam o microrganismo nao
apresentaram sinais de inflamacdo e lipidose hepatica, sugerindo que a
associacao de CSL3 com a dieta fornecida ad libitum beneficiou os animais, pois
os protegeu das alteracdes celulares observadas nos animais dos grupos que

nao foram suplementados com a bactéria.

Oliveira et al. (2018), em camundongos BALB/c tratados com L.
fermentum TcUESCO1l e L. plantarum TcUESCO02 e desafiados com S.
Typhimurium, encontraram reducéo dos focos inflamatoérios no figado e reducéo
da altura das vilosidades no intestino dos animais desafiados com o patdgeno
apos a administragcdo dos microrganismos. Do mesmo modo, ao administrar
diferentes concentracbes da combinacdo de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis XLTG11, Lacticaseibacillus casei Zhang e Lactiplantibacillus plantarum P8,
Ma et al. (2023), observaram que em comparacao aos animais que receberam
ciclofosfamida, o grupo suplementado com os probiéticos apresentou aumento
significativo na quantidade de células caliciformes e reducdo nas lesbes das
vilosidades intestinais por meio do aumento da relacdo altura das
vilosidades/profundidade da cripta, sugerindo que o uso de probidticos pode

melhorar a integridade intestinal.

7.5 Conclusao
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A administracdo de Lacticaseibacillus casei CSL3 na dose de 10 log
UFC.mL™, foi considerada segura para os animais saudaveis e em modelo de
imunossupressao com ciclofosfamida, pois ndo houve mortalidade entre os
grupos, mesmo com ocorréncia dos efeitos deletérios desencadeados pelo
farmaco, desempenhando assim, um fator de protecdo nestes animais,
indicando que é possivel a administracdo dessa cepa nestas condicdes
fisioldgicas. Em relacdo ao efeito imunomodulador observado, a suplementagéo
aumentou o leucograma e os niveis de expressao génica das citocinas IL-23,
TNF-a e NF-kp além de demonstrarem um aumento na concentracdo de BAL e
BALRB nas fezes em 1 ciclo logaritmico. N&o houve alteracdo significativa nos
parametros de estresse oxidativo avaliados e os valores de colesterol total foram
significativamente reduzidos ao longo do periodo do experimento assim como, 0
CLS3 protegeu os animais da ocorréncia de alteracdes hepaticas (lipidose), em
relacéo aos grupos nao suplementados. Fica evidenciado que o microrganismo
alétm de seguro, apresenta potencial probiotico devido seu efeito
imunomodulador e influéncia no metabolismo lipidico. Ademais, recomendamos
a prospeccao de outros beneficios do L. casei CSL3, em protocolos que utilizem

diferentes dosagens, periodos de administracéo e patologias.

7.6 Material complementar

Tabela S1. Primers utilizados na avaliacdo da expresséo génica de IL-4,

IL-23, TNF-a e NFkp, extraidos de esplendcitos de camundongos

Gene Polaridade Sequéncia dos primers (5'-3) Referéncias
Sense CCAAGGTGCTTCGCATATT
b Antisense  ATCGAAAAGCCCGAAAGAGT
Sense CCAGCAGTCCTCTCGGAATC Liu et al.. 2009
b-es Antisense GATTCATATGTCCCGCTGGTG Avila et al., 2016
INF Sense TTTGAATTCCCTGGGTGAGAA

Antisense ACAGGGGAGAAATCGATGACA
NFkp Sense ATGTAGGGAACCTGCTCTG
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CTCAGAGCATCCCTACATC
AACGACCCCTTCTCATTGAC
TCCACGACATACTCAGCACT
AGAGGGAAATCGTGCGTGAC
CAATAGTGATGACCTGGCCGT

Tabela S2. Concentragédo de catalase renal de animais tratados com L. casei

CSL3 e ciclofosfamida.

Grupos Catalase rim (UCAT.mg! de tecido)
Controle 1,59 £ 0,392
CF 0,26 + 0,14°
LC 0,31 +0,19°
LCCF 0,52 +0,29°

Média * desvio padrdo seguida de letras diferentes na mesma coluna, indicam

diferenca significativa pelo teste de Bonferroni (p < 0,05). CF: ciclofosfamida; CL:
L. casei CSL3; LCCF: L. casei CSL3+ciclofosfamida.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, através de uma investigacdo online, realizada em
todas as regides brasileiras, foi possivel identificar a percepcédo e o perfil de
consumo de sorvetes em uma parcela da populacdo onde, a maioria dos
participantes se enquadrava na faixa etaria de 21 a 30 anos, a média de
consumo é de 1 a 3 vezes/més, sendo a regido norte a que apresenta maior
frequéncia de consumo e, o0s sabores chocolate e morango, 0s que
apresentaram maior indice de preferéncia. Além disso, foi possivel observar a
intencdo de compra dos consumidores tendo em vista vez que, mesmo
considerando o sorvete uma guloseima, sendo um produto ndo saudavel devido
sua composicéo, houve interesse a respeito do consumo de sorvetes para dietas
restritivas, sendo a op¢cdo sem lactose a resposta mais prevalente. Assim, foi
evidenciado que, de uma forma geral, a populacdo esta preocupada com os
beneficios a salude que os alimentos consumidos podem proporcionar, sendo
este um potencial foco para alavancar o consumo de sorvetes funcionais e, o

desenvolvimento industrial do setor.

A respeito da elaboracdo do sorvete funcional, foi evidenciado que o
sorvete € uma matriz alimentar adequada para a suplementacdo com o
microrganismo Lacticaseibacillus casei CSL3, pois proporcionou a manutencao
da viabilidade sob armazenamento e, teve efeito protetor para com o
microrganismo, durante a simulacéo ao trato gastrointestinal. Além do mais, a
formulacdo de sorvete potencialmente probidtico sem lactose com gengibre e
mel, apresentou qualidade nutricional e valores elevados de compostos
antioxidantes correspondendo a um produto funcional, outrossim pelo excelente
indice de aceitabilidade (> 95%) e intencdo de compra (> 96%) obtidos da

avaliacdo sensorial, indica que o produto possui alto potencial de mercado.

Em relacdo ao estudo in vivo, foi observado que a suplementacdo dos
animais com Lacticaseibacillus casei CSL3 foi segura, tanto para 0s animais
saudaveis quanto para os imunossuprimidos, ndo havendo mortalidade entre os
grupos e resposta imunoldgica negativa, indicando que esse microrganismo
pode ser administrado nessas condi¢fes fisiolégicas sem agravar o quadro

desencadeado pelo farmaco. Ainda, a suplementagdo promoveu um aumento no
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leucograma, nas concentracfes de bactérias 4cido-lacticas resistente a bile
presentes nas fezes e, protegeu o tecido hepatico de lipidose. Porém, os
parametros oxidativos e bioquimicos nédo foram influenciados, significativamente.
Os resultados indicam que o Lacticaseibacillus casei CLS3 além de seguro,
apresentou efeito imunomodulador e sobre o metabolismo de lipideos.

Entretanto, sugere-se que mais estudos devam ser realizados com CSL3,
com avaliacdo de outros indices metabdlicos e fisioldgicos, através da
administracdo de diferentes doses, periodos de exposicdo e patologias, no
intuito de melhor elucidar o potencial probiético da bactéria, uma vez que, 0s
efeitos e mecanismos de acdo dos probibticos, por serem dose e cepa
dependentes podem apresentar resultados distintos conforme o protocolo
utilizado e, sua adequada avaliacdo, permitira a prospeccao de seus efeitos
benéficos no hospedeiro.
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Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO- TCLE
Pelo presente consentimento livre = esclarecido, eu
, CPF declaro
gue fui informado(a), de forma clara e detalhada, dos objetivos, da justificativa e da forma

de trabalho desta pesquisa, através de encontro individual e livre de qualguer forma de
constrangimento e coergdo.

PROJETO: Desenvolvimento de sorvete probiotico, sem lactose, sabor gengibre e mel.

OBIETIVOS: Fui informadola) de que o objetivo desta pesquisa € avaliar a aceitacdo do
sorvete zem lactose de gengibre & mel suplementade com bactérias benéficas
[probiaticas).

PROCEDIMENTOS: Fui informado(a) de que receberei uma amostra do sorvete, para gue eu
avalie as caracteristicas sensoriais do produto.

INGREDIENTES DO PRODUTO: Leite sem lactose, leite em po sem lactose, creme de leite
sem lactose, acucar, mel, gengibre, emustab (emulsificante), liga neutra, pectina e
hactérias benéficas (probioticas).

RISCOS E POSSIVEIS REACOES: Fui infarmado(a) de que nio existe riscos em consumir o
produto. O mesmo ndo contém gliten nem lactose. Declaro que ndo possuo nenhum tipo
de alergia efou reacdo adversa a este produto.

BENEFICIOS: O beneficio de participar da pesguisa relaciona-se ao fato que os resultados
irdo contribuir para diversificacdo de produtos lacteos para o mercado consumidor &, em
especial, para pessoas intolerantes a lactoze. Alimentos lacteos sdo importantes fontes de
proteinas e calcio e as bactérias probiodticas fazem bem a sadde.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA: & minha adesic & pesquisa ocorrerd de forma voluntéria e
nenhum tipo de penalidade sera aplicado caso ndo seja do meu interesse participar. Ciente
de que ndo terei custos nem receberei pagamento ou recursos financeiros por participar
desta pesguisa.

COMFIDEMCIALIDADE: Estou ciente gue a minha identidade permanecera confidencial
durante o estudo e que os dados coletados 50 serdo utilizados para fins de pesquisa.

COMSENTIMENTO: Ciente das informactes citadas anteriormente, eu concordo em
participar da avaliacdo sensorial de sorvete sem lactose probidtico.

ASSINATURA: DATA: /[
ASSINATURA DOS PESQUISADORES RESPONSAVEIS:

Pesguisador: Khadija Bezerra Massaut

E-mail: khadijamassaut@gmail.com Tel: (54) 98424-2151

Orientadora: Dra. Angela Maria Fiorentini

E-mail: angefiore@gmail.com Tel: (53) 99138-7367
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1860 ANEXOS

1861 Anexo A — Ficha de anélise sensorial

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
PPG EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
NOME: DATA:

Teste de escala heddnica — Instrugbes: Avalie cuidadosamente cada amostra e
utilize a escala para descrever o quanto vocé gostou ou desgostou da amostra em
relacdo aos atributos informados no quadro abaixo:

1 = desgostei muitissimo

2 = desgostei muito

3 = desgostei regularmente Cor:

4 = desgostei ligeiramente Aroma:

5 = indiferente Sabor:

& = gostei ligeiramente Textura:

7 = gostei regularmente Aspecto global:

& = gostei muito

S = gostei muitissimo
Comentario adicional:

Teste de intencgdo de compra — Instrugbes: Avalie a amostra segundo a sua
intengdo de consumo, utilizando a escala abaixo. Margue com um X sua avaliagdo.

7 = Compraria sempre

6 = Compraria muito frequentemente
5 = Compraria frequentemente

4 = Compraria ocasionalmente

3 = Compraria raramente

2 = Compraria muito raramente

1 =Nunca compraria

Comentario adicional:
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Anexo B — Parecer do comité de ética em experimentacdo animal

TR WEAERD SENUIFPal - (845511 - Parecer

UNIVERSIDADE FEDEFAL DE PELOTAS

FARECER N™ SNV CEEAREITORIA
PROCESS0O M 23110.04098 5201982
Cartificado

Cmﬁcamm&ammmmlﬂa‘inﬂumuaﬂeﬂaﬂmbmﬂumuﬂﬂ&rdrmm
pertosacens PET in vivo, em modelo de immpossupressio indurida por cicofosfamida™, reglstm:lal:l:-mn
n® 23110040085 201 8-82, sob a responssbilidzds de Angela Maria Fiorentini - ql:!m'nh:\eapmh-;an,
mmm@mﬁwmmsmﬂn%ﬂamnﬂn%ﬁﬂm(mhm}
para fins de pecquica cientifica (o0 ensing) — enconfra-se de acordo com os preceitos da Lein® 11,704 de 8
de outabro de 2008, do Decreto n® 6,299, de 15 de julho de 2000, & com as normas editadas pelo Consalhoe
haﬂnmldecmnledeExpam;anﬂmmaJ(CDNCEﬂ] e Teceben parecer FAVOBAVEL a sua
execugio pala Conissio de Etica em Experimentacio Anireal, em reumidio de 17 de dezembro de 20109,

Finalidada (x ) Desgaisa { ) Ensino
Vigéncia da sutorizagio 13/01/2020 a 317122020

BT de animais 1]

[Idade 71 a 26 dias

Sexo [Férnaas

Origem Bictério Contral - UFPel

Codigo para cadastro n° CEEA 40085-3019

MV, Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

it il el b mgrimr & o igai= arvone_visuslieerSld decumenis=IMEERInke_sisleme= 1000 2

AT VENE SENLUIF el - (B45511 - Fatcs:
Presidente da CEE4

SEil Documento assinado eletronicaments por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLD FELIX, Medice
- M Veterimario, em 13,/001/2020, 35 11:58, conforme horario oficial de Brasiliz, com fundsmento mo art.
=i 52, 512, dos 2
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