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APRESENTACAO

Temos o prazer de apresentar o segundo volume da obra “Pesquisa cientifica
e tecnolégica em microbiologia”, contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em
diversos locais do pais que apresentam analises de processos bioldgicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Conforme destacamos no primeiro volume, a microbiologia € um vasto campo
que inclui o estudo dos seres vivos microscoOpicos nos seus mais vaiados aspectos
como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo, genética, taxonomia, interagcdo com
outros organismos e com o ambiente além de aplicagbes biotecnolégicas. Como uma
ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos
fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a linha de frente
de avancos importantes na medicina, agricultura e na industria. Os microrganismos
sdo encontrados em praticamente todos os lugares, e hoje possuimos ferramentas
cada vez mais eficientes e acuradas que nos permitem investigar e inferir as possiveis
enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

O potencial desta obra é enorme para futuras novas discussoes, haja vista que
enfrentamos a questdo da resisténcia dos microrganismos a drogas, identificagcdo de
viroses emergentes, ou reemergentes, desenvolvimento de vacinas e principalmente
a potencializagcdo do desenvolvimento tecnoldégico no estudo e aplicagdes de
microrganismos de interesse.

Portanto apresentamos aqui temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana
sdo com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiolégicos. Parabenizamos a todos os envolvidos que de alguma forma
contribuiram em cada capitulo e cada discussdao, com destaque principal a Atena
Editora que tem valorizado a disseminacdao do conhecimento obtido nas pesquisas
microbiolégicas.

Assim desejo a todos uma étima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 10

Lactobacillus rhamnosus E O DESENVOLVIMENTO DE
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RESUMO: Os probibticos fazem parte dos
chamados alimentos funcionais e sé&o definidos
como microrganismos vivos ndo patogénicos
que, quando consumidos, podem trazer
efeitos benéficos a saude do hospedeiro,
prevenindo ou tratando determinadas doencas,
como infec¢des bacterianas. A inser¢cao de,
principalmente, bactérias 4&cido-laticas em
bebidas e alimentos é uma tendéncia global,
e as qualidades funcionais desses produtos
vém sendo cientificamente demonstradas. O
presente estudo teve como objetivo discutir o
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potencial de isolados de Lactobacillus rhamnosus para a obtencdo de produtos. L.
rhamnosus tem sido foco de diversos estudos por prevenir infeccbes causadas por
bactérias patogénicas, além de melhorar a resisténcia do sistema imune. Diante do
potencial terapéutico das cepas de L. rhamnosus, diversos produtos fermentados tém
sido desenvolvidos e aplicados no combate de doengas, como disturbios inflamatorios,
doengas dermatoldgicas e doencgas relacionadas ao estresse oxidativo. Bacteriocinas,
biossurfactantes e exopolissacarideos tém sido apontados como o0s principais
responsaveis pelas propriedades farmacéuticas e nutricionais de L. rhamnosus (e
produtos derivados). Em sintese, os dados de diferentes estudos demonstram que
isolados de L. rhamnosus sao importantes agentes que podem ser explorados no
desenvolvimento de novos produtos terapéuticos.

PALAVRAS-CHAVE: Probitticos. Fermentacdo latica. Atividade antibacteriana.
Estresse oxidativo.

ABSTRACT: Probiotics are part of so-called functional foods and are defined as non-
pathogenic living microorganisms that, when consumed, can have beneficial effects
on host health by preventing or treating certain diseases, such as bacterial infections.
The inclusion of mainly lactic acid bacteria in beverages and foods is a global trend,
and the functional qualities of these products have been scientifically demonstrated.
The present study aimed to discuss the potential of Lactobacillus rhamnosus isolates
to obtain products. L. rhamnosus has been the focus of several studies for preventing
infections caused by pathogenic bacteria, as well as improving the resistance of the
immune system. Given the therapeutic potential of L. rhamnosus strains, several
fermented products have been developed and applied to combat diseases such as
inflammatory disorders, dermatological diseases and diseases related to oxidative
stress. Bacteriocins, biosurfactants and exopolysaccharides have been pointed as the
main responsible for the pharmaceutical and nutritional properties of L. rhamnosus
(and derived products). In summary, data from different studies show that L. rhamnosus
isolates are important agents that can be explored in the development of new therapeutic
products.

KEYWORDS: Probiotics. Lactic fermentation. Antibacterial activity. Oxidative stress.

11 INTRODUCAO

Probibticos sdo definidos como microrganismos vivos ndo patogénicos que,
quando consumidos em doses adequadas, proporcionam beneficios a saude do
hospedeiro, atuando na prevencao ou tratamento de determinadas doencas. Como
integrante dos alimentos funcionais tem beneficios, como capacidade de sobreviver
ao trato gastrointestinal, inibir a proliferacdo de patégenos e estimular a resposta
imune do hospedeiro (DE SOUZA et al., 2018). Segundo Dawood et al. (2016), as
bactérias acido-laticas, que fazem parte dos probiéticos, possuem um importante papel
na formacéo da microbiota do individuo por produzirem substéncias antibacterianas
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como acido latico, acido acético, peroxido de hidrogénio, bacteriocinas, e também por
inibirem a proliferacédo de bactérias prejudiciais ao hospedeiro.

Lactobacillus rhamnosus pertence ao grupo de bactérias acido-laticas, € uma
bactéria Gram-positiva, anaerodbica facultativa, que produz acido latico L(+), acético,
formico e etanol, em condi¢cdes de anaerobiose (BERNARDO et al., 2016). Sdo uma
das espécies mais estudadas por previnirem doencas infecciosas, como as causadas
por Escherichia coli (LIU et al., 2016; HE et al., 2017). Além disso, coloniza, acidifica e
protege o intestino delgado (PACE, F; PACE, M; QUARTORONE, 2015), alivia rea¢des
de hipersensibilidade e inflamacéo intestinal nos individuos com alergias e possuem
estabilidade excelente frente a temperatura e niveis reduzidos de pH (FANG et al.,
2017; SALIGANTI et al., 2015).

L. rhamnosus inibe o crescimento de bactérias patogénicas, melhorando
a resisténcia do sistema imune, além de conferirem protecdo as mucosas atraves
da adesdo as membranas, inibindo e prevenindo infeccbes fungicas e bacterianas
(SALIGANTI et al., 2016). Estudos também mostraram acao na prevencéao de diarreia
infantil e atividade antitumoral (GAMALLAT et al., 2016). Seu uso é indicado como
coadjuvante em casos de neoplasias, eczema, diarreia, intolerancia a lactose,
inflamacao intestinal e infeccdes dos tratos vaginal e urinario (VAJRO et al., 2011).

A fermentacéo latica de produtos alimenticios € uma alternativa interessante e
bastante aplicada para a obtenc&o de produtos diferenciados. Entretanto, apesar deste
tipo de fermentacéo estar muito mais frequentemente associada ao leite, ela também
pode ser realizada a partir de outros substratos, como as polpas de frutas, desde que
possuam acucares fermentaveis em suas composi¢des (DI CAGNO et al., 2013).

Vidal et al. (2012), mencionaram que como parte integrante dos alimentos
funcionais, os produtos fermentados vém obtendo popularidade e aceitacao devido aos
seus beneficios. O uso de frutas apresenta ainda um grande diferencial, a incorporagao
de aromas e nutrientes especificos, resultando em produtos com caracteristicas proprias
e isentos de lactose, que podem ser bem aceitos pelo consumidor (DI CAGNO et al.,
2013). Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo discutir o desenvolvimento
de produtos fermentados utilizando L. rhamnosus.

21 CARACTERISTICAS GERAIS DO LACTOBACILLUS RHAMNOSUS

Lactobacillus rhamnosus é uma bactéria Gram-positiva, anaerobica,
heterofermentativa facultativa, ou seja, sdo microrganismos capazes de fermentar
hexoses e pentoses, produzindo os acidos latico, acético e formico (LI, 2012; MENDES
et al., 2011).

Chang e Liew (2013) citaram que esse microrganismo € capaz de combater
infeccbes por Escherichia coli, Salmonella entérica e Clostridium, podendo também
inibir o crescimento de uropatégenos em casos de infec¢des urinarias. LGG é capaz
também de reduzir os quadros de diarreia causada tanto por infec¢cao por rotavirus,
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quanto pela ingestdo de antibiéticos (FIGUEROA-GONZALES et al., 2011). Ele
demonstrou melhor toleréncia as condi¢cdes do trato gastrointestinal, possuindo boa
capacidade de aderir e colonizar a mucosa intestinal (LEAO et al., 2018).

Um estudo recente revelou que essa cepa de Lactobacillus foi capaz de
permanecer aderida a mucosa intestinal em humanos por mais de uma semana apds
o fim da sua administracédo (DE ALMADA et al., 2015). Outro estudo mostrou que a
ingestéo de L. rhamnosus foi capaz de prevenir o desenvolvimento por Candidiase
oral em camundongos imunossuprimidos. Os animais que ingeriram o probidtico 14
dias antes da inducédo da infeccdo apresentaram menor contagem de leveduras na
cavidade oral e nos tecidos. Esses animais também apresentaram niveis reduzidos de
IL-6 no soro ja que ela € um importante marcador inflamatério. Com isso, sugerem que
a ingestao de L. rhamnosus, especialmente preventivamente, pode evitar ou diminuir
o desenvolvimento de candidiase em camundongos imunossuprimidos (LEAO et al.,
2018).

Ademais, Alanzi et al. (2018) determinaram o efeito de combina¢des probidticas
da cepa L. rhamnosus GG (LGG) com B. lactis BB-12 sobre a saude gengival, o
acumulo de placas dentéarias e a via oral de quatro patdgenos periodontais putativos
em adolescentes saudaveis. Participaram do estudo, 108 alunos de 13 a 15 anos de
idade. Eles foram divididos em dois grupos: tratados com probibticos (i) e com placebo
(ii), ambos os grupos receberam dois comprimidos (probidticos ou placebo) duas vezes
ao dia durante um periodo de quatro semanas. Uma reducéo significativa foi observada
na contagem total de bactérias salivares do grupo teste. Desta forma, o consumo
diario de curto prazo de pastilhas probiéticas LGG e BB-12 melhorou a saude gengival
em adolescentes e diminuiu as contagens microbianas de A. actinomycetemcomitans
e P. gingivalis.

Holowacz et al. (2018) estudaram o potencial do uso oral de probidticos para
manejo de doencas dermatologicas, como dermatite atopica. Foram utilizadas cepas
de L. salivarius LA307, L. rhamnosus LA305 e B. bifidum PI22 em um modelo de
dermatite atopica induzida por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato em camundongos
SKH-1. Apés o tratamento diario por trés semanas com as trés cepas foi observado
diminuicdo nos niveis séricos das citocinas pré-inflamatérias (IL-183, IL-6, TNF-q, IL-
17, IL-22) e um aumento na producao de citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-4).
Assim, os autores concluiram que L. rhamnosus € um bom candidato para preservar
a integridade da pele e a homeostase através da modulagcéo da microbiota intestinal
e que seu uso pode ser benéfico em condi¢des dermatoldégicas como a dermatite
atopica.

Em outro estudo foram analisados os efeitos antibacterianos de bacteriocinas
obtidas de L. rhamnosus ATCC 53103 em um modelo de infec¢ao por S. aureus apos
cirurgia de substituicdo do joelho de coelhos. As bacteriocinas apresentaram efeitos
inibitorios sob a formacgao de biofilme por S. aureus e nos niveis de proteina C reativa
(PCR) e IL-6 no soro. Os resultados do presente estudo indicam que as bacteriocinas
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sé@o agentes potenciais para a prevencao de infec¢des pos-operatérias ortopédicas
(ZHOU; ZHANG, 2018).

Oh et al. (2018), avaliaram o potencial probiético e inflamatério de cepas de L.
rhamnosus isoladas de fezes infantis. A linhagem de L. rhamnosus 4B15 apresentou
resisténcia a pH baixo, sais biliares e capacidade de aderir ao intestino. Aléem disso,
a cepa demonstrou outras propriedades funcionais, tais como inibicao da atividade
da a-glucosidase, reducao do colesterol, atividade anti-inflamatéria e antioxidante. A
acao anti-inflamatoria foi demonstrada utilizando macréfagos RAW 264.7 tratados com
LPS, onde foi producgéo de oxido nitrico, liberacédo de mediadores inflamatdrios, como
TNF-q, IL-6, IL-1B e IL-10.

A microbiota intestinal exerce um papel fundamental no desenvolvimento de
distarbios metabdlicos. Definir mudancas estruturais nas comunidades microbianas
do intestino com condi¢des relacionadas a sindrome metabdlica, tem se mostrado
dificil. Estudos empregando modelos murinos, compararam dados do DNA genémico
16S e RNA ribossémico da microbiota fecal. O estudo incluiu trés grupos de animais
experimentais compreendendo dois grupos com obesidade induzida por dieta rica em
gordura (DIO), enquanto um terceiro grupo (controle) recebeu uma dieta com baixo
teor de gordura. Um dos grupos DIO foi tratado com o probibtico L. rhamnosus GG
(LGG). Em comparacao com os dados obtidos pela analise de DNA, uma abundéancia
significativamente maior de OTUs foi contabilizada pela analise de RNA. Com isso
a analise baseada em rRNA mostrou uma modulacdo da populacdo microbiana
intestinal ativa no grupo DIO que recebeu LGG, analisando uma mudanca no estado
de obesidade induzida do hospedeiro. Assim, a funcionalidade do L. rhamnosus GG
tem sido associada a atenuacéo da sindrome metabdlica e, em alguns casos, a um
impacto no microbioma resultando no consumo de calorias que afeta o ganho de peso
concomitantemente com a modulag¢ao da estrutura funcional da populagdo microbiana
do intestino (JI et al., 2018).

3 | PRINCIPAIS COMPOSTOS BIOATIVOS PRODUZIDOS POR L. RHAMNOSUS

Os biossurfactantes (BS) sao compostos anfifilicos produzidos por L. rhamnosus
que apresentam propriedades antimicrobianas e anti-adesivas, tornando-os bons
candidatos para aplicagbes no combate a infecgdes. O principal objetivo é avaliar as
capacidades antimicrobiana, anti-adesivas e anti-biofilme in vitro da BS produzida por
Lactobacillus jensenii e L. rhamnosus contra cepas clinicas Resistentes a Mdultiplos
Medicamentos (MDR) de Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus (SAMBANTHAMOORTHY et al., 2014).

Em um recente trabalho, foram comparadas as habilidades dos polissacarideos
L900/2 e L300/3 isolados de L. rhamnosus LOCK 0900, para modular a resposta
imune a antigenos espectadores em um modelo de camundongo de sensibilizacéo de
ovalbumina (OVA), onde ambos os polissacarideos estimularam respostas celulares
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com propriedades distintas onde suprimiu significativamente as regularidades
aumentadas induzidas por OVA de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (GORSKA et al., 2017).

41 L. RHAMNOSUS E ACAO ANTIOXIDANTE

Em um recente estudo investigaram-se as propriedades antioxidantes das cepas
de L. rhamnosus, onde foram encontrados um alto teor de compostos voltados a
eliminacao de radicais livres e inibicao da peroxidacao de acido linoleico, superdxido
dismutase e glutationa. Resultados mostraram uma ampla série de propriedades
antioxidantes que indicam que essas propriedades sao especificas da linhagem, onde
foi observado também que L. rhamnosus com alto teor de substancias antioxidantes
poderiam tolerar bem o estresse oxidativo (CHOORUK; PIWAT; TEANPAISAN, 2017).

Tsai et al. (2013) observaram a atividade antioxidante, além de propriedades
de retencédo de umidade do sobrenadante de cultura de L. rhamnosus (Lr- SCS) em
aplicacbes cosméticas, no qual resultadosrevelaram que Lr- SCS elimina de forma eficaz
e gradual os radicais 1,1-difenil-2-picrilhidrazil e 2,2-azino-bis- (3-etilbenzotiazolino-6-
sulfénico), e aumenta o poder redutor numa dose forma dependente. Desse modo,
promovendo efetivamente a retencdo da umidade e promovendo a atividade da tirosina
in vitro.

Sharma et al. (2014), determinaram o potencial anti-imunossenescéncia do leite
fermentado com L. rhamnosus probiéticos em camundongos envelhecidos, melhorando
no desequilibrio Th1/Th2 associado a imunossenescéncia, a capacidade antioxidante
e aumentando a resisténcia de camundongos a infeccéo por E. coli aumentando seu
potencial para um envelhecimento saudavel.

Verma e Shukla (2014) realizaram um estudo no qual o objetivo foi delinear os
efeitos antioxidantes e antitumorigénicos dos simbibticos (L. rhamnosus + L. acidophilus
+ inulina) na carcinogénese experimental do célon. Observou-se que a administracéo
de um simbiédtico, antes da carcinogénese do colon induzida pelo dicloridrato de
1,2-dimetil-hidrazina (DMH) em ratos Sprague-Dawley, levou ao aumento do peso
corporal e da taxa de crescimento e diminuiu a incidéncia de tumores em comparacgéao
com o grupo tratado apenas com DMH. O estudo mostra que o uso de simbidticos
€ uma estratégia profilatica melhor do que o uso de probidtico e prebidtico sozinho
devido ao maior aumento de antioxidantes associado ao maior grau de atenuacao da
tumorgénese induzida por DMH.

Em um recente estudo observou-se que L. rhamnosus GG antagoniza o estresse
oxidativo induzido por Giardia intestinalis e dissacaridases intestinais em camundongos
BALB, mostrando que os camundongos infectados com G. intestinalis e que foram
alimentados com probi6ticos aumentaram significativamente os niveis de antioxidantes
[glutationa reduzida (GSH) e superoxido dismutase (SOD)] e dissacaridases intestinais
(sacarase e lactase), e diminui¢cdo dos niveis de oxidantes no intestino delgado. Assim,
os efeitos de L. rhamnosus GG podem ser usados como uma alternativa de terapia de
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interferéncia microbiana, pois suas propriedades antioxidantes na lesao tecidual sé&o
plausiveis (GOYAL; RISHI; SHUKLA, 2013).

51 DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS FERMENTADOS COM LACTOBACILLUS
RHAMNOSUS

Diante do potencial terapéutico das cepas de L. rhamnosus, diversos produtos
fermentados tém sido desenvolvidos e aplicados no combate de doencgas, como
distarbios inflamatérios, doengas dermatoldgicas e doencas relacionadas ao estresse
oxidativo (BERBL et al., 2016).

Rungsri et al. (2017) avaliaram o efeito do leite fermentado contendo L.
rhamnosus SD11 na microbiota oral. Foram recrutados 43 jovens saudaveis que foram
aleatoriamente designados em dois grupos que receberam leite fermentado com L.
rhamnosus SD11 ou L. bulgaricus, uma vez ao dia por 4 semanas. Os resultados
demonstraram que houve redugdes estatisticamente significativas no numero de
estreptococos do grupo mutans nos individuos que receberam leites com L. rhamnosus
SD11 que pode ser detectado (em> 80% dos individuos) até 4 semanas apds a
interrupcéo da dosagem entre os individuos do grupo probidtico. Nao foram relatados
efeitos colaterais. Assim, L. rhamnosus SD11 pode ser usado como uma cultura inicial
para o leite fermentado.

Segundo Kemgang et al. (2016), o leite fermentado com probidtico L. rhamnosus
S1K3 (MTCC5957) protegeu camundongos de infec¢des por Salmonella, melhorando
0s mecanismos de protecao imunoldgica e nao imune a nivel de mucosa intestinal. Foi
avaliado o mecanismo pelo qual o probidtico L. rhamnosus S1K3 poderia superar a cepa
patogénica Salmonella enterica com énfase na resposta no nivel da mucosa intestinal
apos longo prazo (30 dias) de consumo. O S1K3 foi capaz de produzir compostos
antimicrobianos contra os patdgenos aderindo fortemente ao epitélio intestinal e
mantendo a sua integridade na presenca de Salmonella através da estimulacao e da
juncéo apertadas de gene peptidicos antimicrobianos in vitro. Ap6s o tratamento por
30 dias com leite fermentado S1K3, os camundongos apresentaram baixa incidéncia
de Salmonella patogénica nas mucosas € a nivel sistémico, seguidos por um aumento
na secrecao de IgA no fluido intestinal e no soro. Além disso, S1K3 manteve os niveis
de IL-12, aumentou IL-4 e reduziu o nivel de TGF-B no fluido intestinal / soro na fase
tardia da infeccao. Tendo em vista 0 desempenho, o S1K3 pode ser um candidato
adequado para o desenvolvimento de alimentos nutracéuticos.

Recentemente, foi realizado um estudo onde se investigou também a melhoria de
atividades anti-inflamatorias intestinais da caseina do leite glicado apés a fermentacéo
com L. rhamnosus 4B15. Aavaliacao glicoproteémica de caseina de leite glicada (GMC)
e GMC fermentada por L. rhamnosus 4B15 (FGMC) demonstrou que houve aumento
significativo nas atividades antioxidante e anti-inflamatéria do GMC com galactose,
que foram superiores as do GMC com glicose (GMC-glc), onde a fermentacao de GMC
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por L. rhamnosus 4B15 aumentou sinergicamente as atividades acima, comparadas
com as do GMC néo fermentado (OH et al., 2017).

6 | CONCLUSAO

Devido a tendéncia global de utilizagdo de alimentos funcionais e a necessidade
da industria alimenticia de desenvolver produtos inovadores, Lactobacillus rhamnosus
emerge como grande promissor, por apresentar elevada aplicabilidade em produtos
fermentados.

Sendo assim, a prospeccdao de novos compostos bioativos utilizando cepas
de L. rhamnosus tem se mostrado bastante eficaz, visto que diversos ensaios
vém demostrando comprovadas atividades profilatica e terapéutica por meio deste
microrganismo.
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