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1 INTRODUGCAO

Diante de inumeras doencas relacionadas aos processos digestivos e
infeccbes gastrointestinais que acometem seres humanos e animais, aliado ao
crescimento exponencial dos custos meédico-hospitalares, é necessario o
desenvolvimento de novos conhecimentos cientificos e de novas tecnologias
capazes de amenizar o impacto causado por essas doencas. Nesse contexto, 0s
alimentos funcionais e especialmente o0s probiéticos sdo conceitos novos e
estimulantes, considerando que ocupam grande espago entre o0s alimentos
funcionais, representando 65% do total comercializado mundialmente
(ROBERFROID, 2002).

Probioticos podem ser definidos como sendo micro-organismos vivos que
ao serem administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude
do hospedeiro. Para que um probiotico entre no mercado de alimentos funcionais,
ele deve atender algumas exigéncias como: estar em concentracées adequadas
para estimular a microbiota intestinal e assim conferir beneficios ao hospedeiro;
resistir ao trato gastrointestinal; e resistir as condicbes em que sera armazenado
(SANDERS, 2003).

Os probidticos incluem espécies acido-laticas dos géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium,  Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
SporolLactobacillus e Streptococcus; espécies nao acido-laticas, tais como, Bacillus
cereus, Escherichia coli e Propionibacterium freudenreichii; e as leveduras
Saccharomyces  cerevisiae e  Saccharomyces boulardii  (HOLZAPFEL;
SCHILLINGER,2002).

A levedura Pichia pastoris, pertencente a familia Saccharomycetaceae,
possui diversas propriedades que a tornam atrativa como um potencial agente
probidtico, como a capacidade de producdo de grande quantidade de células por
litro. Além disso, P. pastoris € capaz de utilizar fontes de carbono alternativas, tal
como o glicerol resultante da fabricagcdo de biodiesel, podendo entdo auxiliar na
reducao deste residuo industrial. E, por ser utilizada como sistema de expressao de
proteinas recombinantes em grande escala, sua utilizagdo como probiotico
recombinate esta sendo estudada no Centro de Biotecnologia do Centro de
Desenvolvimento Tecnoldgico (CDTec/UFPel), visto que é uma levedura de facil
manipulacdo genética, possibilitando a expressdo de proteinas terapéuticas ou
imunogénicas. Estudos iniciais demonstraram que a levedura é capaz de sobreviver
a condicbes gastointestinais (Gl) simuladas e a passagem através do trato Gl de
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camundongos (dados ndo publicados). Além disso, foi observado um potencial efeito
antimicrobiano contra S. Typhimurium e E. coli in vitro (Franca et al. 2009).

A grande maioria dos produtos contendo probioticos disponiveis
comercialmente sdo encontrados na forma liquida e sdo armazenados sob
refrigeracdo. Por isso, este trabalho teve como objetivos avaliar a resisténcia da
levedura Pichia pastoris ao armazenamento em solugéo sob refrigeracéo, e a sua
resisténcia ao trato gastrointestinal de mamiferos apés 70 dias de armazenamento,
utilizando camundongos como modelo animal.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

2.1 Microrganismos e condic¢des de cultivo

Para utilizacdo nos experimentos, colonias de P. pastoris cepa X-33
isoladas em Agar Yeast Peptone Dextrose (YPD) foram cultivadas overnight em 10
mL de caldo Yeast Peptone Dextrose (YPD) em baldo aletado, a 28°C, em agitador
orbital (150 rpm). Cinco mililitros desta solucao foi adicionada a 45 mL de caldo YPD
e a solucao foi incubada em agitador orbital a 150 rpm a uma temperatura de 28°C
por 12 horas. Apds, 20 mL dessa solucao foi adicionada a 180 mL de caldo YPD,
incubada nas mesmas condi¢des por 12 horas, dividida em 2 fracbes e centrifugada
a 3000 rpm por 10 min. Um pellet foi ressuspenso em 50 mL de solucéo salina 0,9%
e 0 outro em 50 ml de solugéo salina tamponada fosfatada (PBS), pH 7,2 . Por fim,
os tubos foram armazenados em camara fria sob uma temperatura de 4°C por até 70
dias.

2.2 Avaliacdo da viabilidade de Pichia pastoris armazenada em
solucéao sob refrigeracao

Para aferir a resisténcia da levedura em solucao sob refrigeragao, 50 pl
das duas solucBes foram plaqueadas em placas de Petri contendo Agar Yeast
Peptone Dextrose (YPD), utilizando a técnica de espalhamento com alca de
Drigalski. Apos a confirmacao da viabilidade, foram feitas diluicbes em série decimal
e contagens em duplicata, a cada 48 horas durante os primeiros 30 dias, e a cada 7
dias apos o trigésimo dia. As placas foram incubadas a 30° C por 48 h.

2.3 Avaliacdo da resisténcia ao trato gastrointestinal de
camundongos ap6s 70 dias de armazenamento em solucao sob refrigeracéo

Camundongos BALB/c machos de 6 semanas de idade, provenientes do
Biotério Central da UFPel, alimentados com ragdo sem antimicrobianos e tratados
de acordo com as normas internacionais e em consonancia com 0s principios éticos
de experimentacdo animal do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal), foram inoculados por gavagem com uma unica dose da levedura suspensa
nas solugdes armazenadas sob refrigeracédo por 70 dias. Um grupo composto de 2
animais recebeu 0,3 mL da solucéo salina contendo 2,3x10° UFC/mL da levedura
armazenada sob refrigeracéo e outro recebeu 0,3 mL da solugéo contendo 5,3 x10°
UFC/ mL da levedura suspensa em PBS.
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2.4 Célculo das taxas de sobrevivéncia

As taxas de sobrevivéncia foram calculadas como as porcentagens do log
do numero de UFCs que cresceram nas placas apds a exposicdo a armazenagem
em solucdo sob refrigeracdo e ao trato gastrointestinal de camundongos apés 70
dias de estocagem em relacdo as contagens inicial e da solugdo administrada por
gavagem, respectivamente.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A capacidade da levedura P. pastoris de resistir a0 armazenamento em
solucdo sob refrigeracdo e a passagem através do trato gastrointestinal de
camundongos apds 70 dias de estocagem foi avaliada através de contagens em
placa e do calculo das taxas de sobrevivéncia (Tabela 1). As contagens de P.
pastoris se mantiveram estaveis durante todo o periodo de armazenamento (dados
nao apresentados), apresentando uma taxa de sobrevivéncia de praticamente 100%
apos 70 dias de refrigeracdo em ambas as solugdes (Tab. 1). Esses resultados
sugerem que a levedura apresenta uma elevada resisténcia ao armazenamento em
solucéo sob refrigeragéo.

Em relacéo a resisténcia de P. pastoris a passagem através do trato Gl de
camundongos apdés 70 dias de armazenamento, foi observado que P. pastoris
apresentou elevadas taxas de sobrevivéncia (Tab. 1). Estas taxas foram
semelhantes as observadas utilizando in6culos frescos (88,3%) (dados né&o
publicados). Foi observado também que a resisténcia de P. pastoris quando
suspensa em PBS foi maior do que quando suspensa em solugao salina. Esses
resultados sugerem que a levedura apresenta uma elevada resisténcia ao trato
gastrointestinal de camundongos, mesmo apds 70 dias de armazenamento e que
essa resisténcia pode ser afetada pelo solvente utilizado.

Tabela 1. Taxas de sobrevivéncia de P. pastoris em solucdo sob refrigeracdo e ao
trato GI de camundongos apés 70 dias de armazenamento.
Taxas de sobrevivéncia (%)
Armazenamento (70 dias) em Trato Gl de camundongos

solugéo sob refrigeracéo apos 70 dias de

armazenamento
Solucéo salina 99 75,8
PBS 100 84,4

Nos ultimos anos, o interesse, em nivel mundial, sobre a utilizacdo de
alimentos funcionais contendo micro-organismos probidticos para a promocdo da
saude e prevencdo de doencas tem aumentado significativamente. Estudos iniciais
com P. pastoris demonstraram um efeito probiotico dessa levedura, caracterizado
por melhora nos indices de eficiéncia alimentar e imunomodulagdo, gerando maior
ganho de peso e soroconversdo nos animais suplementados (Storch et al., 2008).
Esses resultados sugerem que P. pastoris apresenta potencial para ser usada como
suplemento em alimentag&o animal.
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4 CONCLUSOES

A levedura Pichia pastoris apresentou uma elevada resisténcia ao
armazenamento em solucdo sob refrigeracdo, visto que se manteve viavel por
setenta dias e resistiu a passagem através do trato gastrointestinal em
camundongos. Outros experimentos visando avaliar potenciais efeitos probidticos de
Pichia pastoris, como o desafio in vivo frente a enteropatdgenos, bem como
experimentos de imunomodulacéo, serao realizados.
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