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PRESTES, A. Estudo comparativo das matrizes bovina e bubalina na identificacdo de
microRNAs imumoduladores frente ao processo de fermentacao por bactérias probidticas
[Dissertacdo]. Sao Paulo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao
Paulo; 2019.

RESUMO

Introducdo: Com o crescente aumento de hipersensibilidades alimentares e doengas do
trato gastrintestinal, o mercado de lacteos vem ampliando a variedade de produtos com
diferentes matrizes alimentares. A expansdo da criagdo bubalina no pais incentivou o
desenvolvimento de produtos derivados do leite bubalino, os quais contém propriedades
nutricionais e fisico-quimicas diferentes da matriz bovina, ganhando maior participacao
no atual mercado consumidor. As bactérias probidticas sao capazes de modular a resposta
imune inata e adaptativa de acordo com a cepa, matriz e tecnologia empregada no
desenvolvimento do produto. Assim como a modula¢do imune também pode ser alterada
de maneira epigenética por interferéncia da matriz alimentar empregada. Método: Sendo
os microRNAs de leite e leite bubalino homdélogos aos do leite humano, foram preparados
leites fermentados em matriz bovina e bubalina usando a cepa Bifidobacterium animalis
subsp. lactis HNO19 com o intuito de identificar a diferenca entre o perfil fisco-quimico,
viabilidade da cepa probidtica utilizada, e presenca de microRNAs imunomoduladores
homologos com o intuito de verificar se as modificacdes sofridas nas matrizes bovina e
bubalina durante o processo de fermentacdo por bactérias probidticas teria interferéncia
na presenca de miRNAs imunomoduladores e na resposta imune de mucosa. Conclusao:
Os resultados obtidos mostraram maior teor de proteinas, sélidos totais e gordura na
matriz bubalina em relacdo a matriz bovina. Enquanto na matriz bubalina fermentada
apresentou maior teor de acidos graxos comparado a matriz bovina fermentada, o perfil
de acidificag@o e pds acidificacdo foi semelhante em ambas as matrizes. O processo de
fermentagdo em matrizes lacteas distintas, proporcionou modificagdo do perfil celular
imunolégico na mucosa intestinal, porém levou a destruicdo dos miRNAs do
processamento térmico, identificando que esta modificacdo da resposta imune independe

dos microRNAs homélogos estudados.

Palavras chave: Efeito Imunomodulador, miRNAs, Bifidobacterium animalis subsp.

lactis, leite bovino, leite bubalino.



PRESTES, A. Comparative study of bovine and buffalo matrices in the identification of
immuno-modulatory microRNAs against the probiotic bacteria fermentation process
[Dissertation]. Sao Paulo: Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sao Paulo;

2019.

ABSTRACT

Introduction: With the increasing increase of food hypersensitivity and diseases of the
gastrointestinal tract, the dairy market has been increasing the variety of products with
different food matrices. The expansion of buffalo breeding in the country encouraged the
development of products derived from buffalo milk, which contain different nutritional
and physicochemical properties of the bovine matrix, gaining greater participation in the
current consumer market. Probiotic bacteria are able to modulate the innate and adaptive
immune response according to the strain, matrix and technology employed in product
development. Just as immune modulation can also be altered epigenetically by
interference of the food matrix employed. Method: Since the microRNAs of milk and
buffalo milk were homologous to those of human milk, fermented milks were prepared
in bovine matrix and buffalo using the strain Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO19 in order to identify the difference between the physico-chemical profile, viability
of the probiotic strain used, and the presence of homologous immunomodulatory
microRNAs in order to verify if the modifications suffered in the bovine and buffalo
matrices during the fermentation process by probiotic bacteria would interfere with the
presence of immunomodulatory miRNAs and the mucosal immune response.
Conclusion: The results showed higher protein content, total solids and fat in the buffalo
matrix in relation to the bovine matrix. While in the fermented buffalo matrix presented
higher content of fatty acids compared to fermented bovine matrix, the profile of
acidification and post acidification was similar in both matrices. The fermentation process
in distinct milk matrices provided a modification of the immunological cell profile in the
intestinal mucosa but led to the destruction of the miRNAs of the thermal processing,
identifying that this modification of the immune response is independent of the

homologous microRNAs studied.

Key words: Immunomodulatory effect, miRNAs, Bifidobacterium animalis subsp. lactis,

bovine milk, buffalo milk.
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1. INTRODUCAO

O leite, assim como seus derivados, ¢ considerado um alimento nobre devido ao
elevado valor nutricional tanto para criancas quanto para adultos. Ele também apresenta
alto valor comercial por ser fonte de renda para os diferentes segmentos da cadeia
produtiva do leite (RIBEIRO, 2008; IBGE, 2010; VEIGA et al., 2013). O Guia Alimentar
Americano do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) atribuiu ao leite
a caracteristica de ser um alimento de alta qualidade nutricional (USDA, 2010;
DREWNOWSKI, 2010). Nesse sentido, a matriz lactea é considerada como constituinte
de uma alimentagdo saudavel e, por sua importancia, vem buscando novos mercados.

Os bufalos possuem melhor capacidade adaptativa a variacdes ambientais, além
de serem menos susceptiveis a mastite em relagdo a criagao bovina (VIANNI et al., 1999).
Além dessa capacidade de resisténcia a doengas e fatores extrinsecos da criagdo de
bufalas, a matriz lactea bubalina possui maior quantidade de gordura e proteina, o que
possibilita a extracdo de uma diversidade de derivados nutricionalmente mais
enriquecidos (SINDHU & SINGHAL, 1988; ABCB, 2018). As caracteristicas que
favorecem a matriz bubalina sdo diferentes quando comparadas ao leite bovino, como
baixa concentragdo de colesterol, alto teor de calcio, magnésio e aminoacidos
(CZERWENKA et al., 2010; DALMASSO et al., 2011), altos teores de acido palmitico
e CLA, responsaveis pela atividade antitumorigénica (PALMQUIST, 2001; IP &
PARIZA, 1999) e ndo possuem em sua composi¢do o [3-caroteno, percussor da vitamina
A, o que caracteriza sua coloragdo esbranquicada (DUBEY, 1997).

A fim de prevenir alergias e estimular tolerancia naqueles que ja desenvolvem
hipersensibilidade alimentar, a comunidade cientifica vem buscando novas alternativas
no sentido de melhorar a qualidade dos produtos de consumo. Desse modo, a area de
lacteos vem expandindo sua pesquisa, pois no leite foram descobertas pequenas
moléculas de RNA, chamadas de microRNAs interiorizadas em microvesiculas
(exossomas) (KOSAKA et al., 2010; BADELLA et al., 2016). Estes pequenos RNAs,
com 18-24 nucleotideos ndo codificantes estdo presentes tanto no interior celular quanto
em fluidos bioldgicos como soro, plasma, urina, saliva e leite (NEGRINI, NICOLOSO &
CALIN, 2009; WEBER. et al., 2010).

MicroRNAs (miRNAs) presentes em leites de vaca e biifala se caracterizam como

pequenos RNAs ndo codificantes que regulam a expressao génica e controlam diferentes
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processos bioldgicos e patologicos, tais como desenvolvimento, proliferagao,
diferenciagdo e morte celular programada e resposta ao estresse (XIE et al., 2014). Atuam
em processos inflamatdrios, modulando a inflamagao por meio de sua ligagdo a sequéncia
alvo dos RNAs mensageiros (mRNA), modulando a expressdo de citocinas pro e anti-
inflamatorias (BARTEL, 2009; XU et al., 2011). A alergia a proteina do leite ¢ uma
reagdo imunoldgica em que o organismo identifica as particulas do leite como sendo um
alérgeno, ativando vias de sinalizagdo inflamatodrias. Nesse sentido, pode ser interessante
a investiga¢do do comportamento miRNAs em relag¢@o a hipersensibilidade da proteina
do leite, em vista da possibilidade da influéncia da sua atividade imunomoduladora nas
reagoOes inflamatérias (BAZZONI, 2009; ROSSATO, 2012; CURTALE, 2013).

Segundo dados de estudos sobre miRNAs, foram identificados 245 miRNAs no
leite bovino (CHEN et al., 2010; [ZUMI et al., 2012), sendo que alguns miRNAs, como
o miR-29b e miR-200, apresentam sequéncia homoéloga aos miRNAs humanos. O miR-
29b aumenta a mineraliza¢do 6ssea em humanos por meio do aumento da diferenciacdo
de osteoblastos com consequente redugdo na diferenciagdo de osteoclastos. O miR-200c
esta relacionado a diminuigao do risco de cancer (LEE, 2004; GRIFFITHS-JONES, 2010;
ROSSI et al., 2013). Desta forma, quantidades de miRNAs fornecidos pelo leite bovino
e absorvidos pelas células humanas poderiam ser suficientes para alterar a expressao do
gene humano, ou seja, miRNAs de uma espécie de mamifero podem afetar genes em outra
espécie (GRIFFITHS-JONES, 2010; BAIER, 2014). Alguns miRNAs atuam no
desenvolvimento morfoldgico e funcional celular e, atuam como moduladores do sistema
imune, por meio da regulacdo de citocinas (SMYTH et al., 2015), o que os tornam
biomarcadores relevantes devido a sua fungdo reguladora na resposta inata e adaptativa
(CHO, 2007; ZEN, 2012; SMYTH, 2015).

Além da regulacao imune pelos miRNAs, os probidticos garantem o equilibrio da
microbiota, condicionando o tipo de resposta imune inata e adaptativa frente a agdo de
patdgenos. A relagdo microbiota — mucosa intestinal — sistema imune estdo intimamente
relacionados, na mucosa estdo as placas de Peyer e toda extensao de tecido linfoide ligado
ao intestino, colaborando no estimulo de células T e B, producdo de IgA no lumen
intestinal (FULLER, 1997, SALMINEN, 1997). Probiodticos sdao definidos como
“microrganismos vivos, que quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a satde do hospedeiro” (FAO/WHO, 2001; Hill e col.; 2014).

Nesse contexto, poucas informagdes estdo descritas na literatura sobre a

modificacdo do perfil de microRNAs em matriz bovina e, principalmente, bubalina
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promovido pelo processo de fermentagdo com bactérias probidticas, assim como a
imunomodula¢do promovida por microRNAs inter-reinos e a interferéncia que bactérias
probidticas podem exercer. Dessa forma, se faz necessario ampliar os estudos sobre as
modificacdes de miRNAs sofridas na matriz alimentar apds o processo de fermentacao,

bem como seu efeito sobre o hospedeiro.
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2. EMBASAMENTO TEORICO

O leite, assim como seus derivados, ¢ considerado um alimento nobre devido ao
elevado valor nutricional. Sua composicdo apresenta diversos componentes como
vitaminas, minerais, 4cidos graxos e proteinas que sdo responsaveis por este
enriquecimento. Devido essa caracterizagdo nutricional, a matriz lactea vem se
expandindo no emprego da tecnologia de fermentagdo com bactérias probiodticas. Entre
as matrizes que sao utilizadas no processo de fermentagdo destacam-se a matriz bubalina
devido algumas caracteristicas diferenciais em relacdo a matriz bovina (RIBEIRO, 2008;
IBGE 2010; VEIGA et al., 2013).

Durante o processo de fermentagdo da matriz lactea ocorrem algumas
modificacdes nos componentes presentes como: acidos graxos e aminodcidos, estes
sofrem alteragdes estruturais que possibilitam o aumento do valor nutritivo das matrizes.
Algumas culturas de bactérias probidticas, quando adicionadas a produtos lacteos,
possibilitam o aumento de isomeros de CLA por meio da bio-hidrogenacdo. O CLA ¢ um
acido graxos poli-insaturado que previne processos de carcinogénese e tumorigénese,
inibindo o crescimento de tumores e regulando a resposta imune (OLIVEIRA et al 2009;
PARIZA et al, 1999). Além de modificagdes em acidos graxos, temos a transformacao de
proteinas em peptideos bioativos. Os peptideos bioativos sdo fragmentos proteicos que
apresentam efeitos benéficos na saude humana, esses sdo produzidos durante o processo
de fermentagdo pela acdo de protedlise dos microrganismos. Esses atuam em processos
bioldégicos de modulagdo imune, regulacdo hormonal, atividade antimicrobiana,
antioxidante e anti-hipertensiva. Com suas caracteristicas diversificadas, os torna
atrativos para industria de alimentos e farmacéutica (CHEN, 2010; YOSHIKA, 2003;
MOLLER, 2008; AGYEI, 2011)

2.1. Leite

Segundo o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RISPOA) “denomina-se leite sem outra especifica¢do, o produto normal, fresco,
integral, oriundo de ordenha completa e ininterrupta de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas” (IN 31 de 29 de junho de 2018, MAPA).

O leite ¢ composto em média por 3,5% de gordura, 2,9% de proteina, 4,3% de

lactose, 8,4% de solidos ndo gordurosos, 12% de sdlidos totais (YE, 2011, BRASIL,
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2013). E um liquido viscoso, obtido pela secrecao das glandulas mamarias, constituido
de uma fase liquida e particulas em suspensdo, formando uma emulsdo de 6leo em agua
estavel devido a adsorcao dos glébulos de gordura ocorrer entre os varios componentes

(SGARBIERI, 2005; BRASIL, 2013).

O leite bubalino apresenta caracteristicas sensoriais diferentes das do leite bovino,
como sabor acentuado caracteristico, mais adocicado e coloracdo esbranquicada opaca.
Tecnologicamente, sua importancia esta no processamento de derivados, justificada pela
composicao fisico-quimica de gordura e micelas de caseina, apresenta maior densidade,
acidez, solidos totais, lactose e minerais (HUHN et al., 1982) resultando em produtos com
bom rendimento. As micelas de caseina do leite bubalino sdo maiores em relagao as do
leite bovino, levando a menor retengdo de agua durante a formagdo do coagulo do leite
(GANGULI, 1979). Verruma e Salgado (1994) identificaram também que leite de bufala
apresenta acidos graxos poliinsaturados em maior propor¢do que o leite bovino,
melhorando o perfil nutricional. Nesse sentido, o leite ¢ uma matriz com alto teor nutritivo
que serve de base na regulacdo de diversas fungdes fisioldgicas do organismo humano
(TOMBINI et al., 2012).

O leite humano ¢ a principal fonte alimentar para recém-nascidos, pois
proporciona a nutricdo necessaria para a saude infantil. O leite materno garante a protecao
contra infecgdes e doengas cronicas, € prepara o intestino por meio da liberagao de fatores
de crescimento para a ingestdo de novos alimentos. Os componentes imunes presentes no
leite, como IgA, proporcionam a féormula certa no combate de agentes patogénicos.
Outros componentes imunoldgicos, como os microRNAs responsaveis pela regulacao e
diferenciagdo de células T e B, foram encontrados nos primeiros 6 meses de lactagao.
Assim, a alimentagdo materna ¢ o estilo de vida, estdo diretamente relacionados a
composi¢do do leite materno, a qual interfere na composicao das vesiculas extracelulares
(PAREDES et al., 2014). Os mircroRNAs encontrados no leite podem ser de origem
exossomal ou derivados da dieta materna, portanto as vesiculas se formam por dois
mecanismos: a partir de um crescente citoplasmatico de globulos de gordura do leite ou
por meio da parte apical de células epiteliais mamarias (IRMAK; OZTAS, 2012;
CARVER, 1991; KRAMER, 2001; GOODMAN, 2011; NEWBURG, 2007,
HODDINOTT, 2008; TILI, 2008; XIAO, 2009; KRAMER, 2001).
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2.2, Leite fermentado

A industria de laticinios vem ampliando a area de produtos funcionais com
destaque para alimentos fermentados. Os produtos fermentados sdo o resultado da
fermentacdo da matriz alimentar, como por exemplo leite, por bactérias fermentadoras,
as quais podem ser ou ndo probidticas, alterando suas caracteristicas sensoriais
(ORDONE-Z et al., 2005; GALLINA et al., 2012). As matrizes de bufala e vaca, quando
fermentadas com cultura 4cido latica, possibilitam modifica¢des nas caracteristicas fisico-
quimicas, sensoriais e perfil de acidos graxos, que colaboram na formagao de um produto
final de maior qualidade e aceitabilidade dos consumidores (BORGES, 2009).

Segundo dados da legislacdo Brasileira, o leite fermentado inclui diversos tipos
de produtos, como por exemplo, leite cultivado ou fermentado, kefir, coalhada, iogurte,
leite acidofilo; a diferenca dentre eles € o tipo de microrganismo usado na inoculagio, o
tempo de fermentacdo, as caracteristicas sensoriais e entre outros fatores das tecnologias
empregadas (BRASIL, 2007).

A fermentacdo do leite consiste na biotransformagdo do substrato em metabolito,
portanto as bactérias acido laticas transformam o agtcar do leite em acido latico e acido
acético que aumentam a concentra¢do de H" e diminui o pH do meio. Durante o processo
da fermentagdo ocorre a modificagdo de componentes presentes na matriz e a producgao
de paraprobidticos que sdo metabolitos produzidos no processo fermentativo (ALMADA
et al., 2016). Estes compostos, como peptideos bioativos e acidos graxos exercem
diversas fungdes na regulacdo da homeostasia do organismo (WANG E MEJIA, 2005).
Neste contexto, o valor nutritivo atribuido ao produto final ¢ aumentado e a ingestao desse
tipo de alimento pode auxiliar no restauro da microbiota intestinal (LIMA 2015; RAMOS
2013). Assim, os probidticos, por meio de competicdo por nutrientes, producdao de
compostos bioativos (acido acético, acido latico, 4cidos graxos de cadeia curta, peptideos
bioativos) e regulagdo da resposta inata e adaptativa, realizam um remodelamento
intestinal tornando o meio desfavoravel para microrganismos patogénicos. Dessa forma,
impedem a proliferagdo de patdgenos e garantem a homeostasia intestinal (BRIGIDI,

2001; KI CHA, 2012; KAJANDER, 2008; LEROY, 2004).

2.3. Probioticos

Probidticos sdo definidos como “microrganismos vivos, que quando

administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satde do hospedeiro”
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(FAO/WHO, 2001; Hill e col.; 2014). A conversao luminal de aminoacidos, fibras
alimentares, carboidratos dietéticos e vitaminas produzem metabolitos como acidos
graxos de cadeia curta e ramificada ou derivados de aminoacidos como GABA (Acido
gama-aminobutirico) e serotonina. Substancias como acido acético, acido latico, diacetil
e peroxido de hidrogénio produzidos durante o processo de fermentacdo e inibem a
atividade de microrganismos patogénicos, tanto por sua acdo microbicida quanto por sua
acao microstatica, equilibrando a microbiota intestinal frente a disbiose (PROTIC et al.,
2005; BALLUS et al., 2010). Assim, a matriz lactea fermentada por essas bactérias
benéficas pode produzir compostos que enriquecem o leite fermentado e que quando
ingeridos, fornecem restauracao da mucosa intestinal. Os principais probidticos utilizados
na industria alimenticia pertencem aos géneros Lactobacillus, Bifididobacterium e
Enterococcus faecium (baixas quantidades) devido a identificagdo em porcdes saudaveis
do intestino como ileo ¢ colon (CHERBUT, 2003; GOODMAN, 2011; FECHNER, 2014;
KASUBUCHI, 2015; BIELECKA et al., 2002). Dentre os microrganismos do género
Bifidobacterium podemos destacar: B. infantis, B.breve, B. bifidum, B. longum entre
outras. No género Lactobacillus temos. Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. plantarum, Lb.
fermentum e Lb. paracasei (SANDERS, KLAENHAMMER; 2001). As bactérias acido-
laticas sdo utilizadas industrialmente pois os produtos obtidos durante a fermentacgao sao
benéficos a saude do consumidor e também garantem a conservagao do alimento. Além
da bactérias benéficas, temos também a levedura Saccharomyces cerivisiae que, além de
apresentar aplicacdo na panificagdo, vinicultura, producdo de destilados, faz-se uso
medicinal por ser fonte de vitaminas e proteinas (ROSE, 1997; OMGE, 2008). O
Saccharomyces boulardii ¢ usado com finalidade medicamentosa no tratamento de
diarréia causada por antibioticos. Assim, cada cepa tem seu mecanismo de agdo conforme

a finalidade do probidtico aplicado ao produto final (OMGE, 2008).

Mecanismos de acao dos probioticos

A microbiota quando em disbiose, favorece a colonizagdo por bactérias
patogénicas que agridem a mucosa intestinal causando uma série de patologias. Desse
modo, os probidticos podem atuar no restauro da microbiota a fim de produzir metabolitos
benéficos a saide (BORCHERS, 2009). Os mecanismos de a¢ao dos probidticos podem
ocorrer por diversas vias (Figura 1), incluindo a competicdo por nutrientes, sitios de

adesdo, inativacdo de toxinas, imunomodulacio e producdo de substancias
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antimicrobianas (SILVA et al., 2004; MATSUMOTO et al., 2005).
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Figura 1 — Mecanismos de agdo dos probioticos (Fonte: Nutr Clin Pract. 2009; n24 pg
10-14).

2.4. Bifidobactérias

As bifidobactérias sdo bactérias Gram-positivas, ndo esporuladas, crescem no
formato de bastonetes na forma Y, sem motilidade, catalase negativas (MILLER, 2017;
WALLER, 2011) terméfilas, anaerdbias, heterofermentativas, produzindo acido latico e
acido acético (GOMES & MALCATA, 1999), presentes no intestino e fluidos bioldgicos
de humanos e intestino de animais (TURRONI, 2014). Apresentam temperatura de
crescimento ideal entre 36 e 40°C (GOPAL et al., 2003), devido 4 essa caracteristica
convivem em simbiose com o hospedeiro e sdo capazes de combater ou controlar
microrganismos patogénicos como a Candida albicans e E. coli (LIONG,2004). Nesse
sentido, as industrias de processamento de lacteos tém interesse na utilizagdo dessas
bactérias, buscando facilidades de manuseio, processamento e beneficios para

consumidores.

Outros estudos mostraram que a imunomodulacdo causada por bifidobactérias
podem contribuir na melhora da resposta imune em doengas inflamatdrias como infecgdes

pelo Clostridium difficile, cancer colo retal e a sindrome do colo irritavel. Dessa forma,
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podem levar a restauracdo da microbiota intestinal (PATEL et al., 2014; TOJO et al.,
2014).

2.4.1. Bifidobacterium animalis subsp. lactis HOWARU HN019

A cepa de Bifidobacterium animalis subsp. lactis HNO19 (HNO19), foi
considerada um probiodtico em potencial, baseada em sua capacidade de resistir a bile e a
pH bem acidos na faixa 4,5 — 5 in vitro (MARCO et al., 2006). Essa cepa mostrou que ¢
capaz de aderir-se em quantidade elevada em diferentes tipos de células de epitélio
intestinal como os enterdcitos (GOPAL; PRASAD, 2001; HASCHKE, 1998), sendo
selecionada devido as suas propriedades imunomoduladoras. Estudos desenvolvidos com
um grupo de vinte e cinco adultos saudéveis de meia idade e idosos foram conduzidos
durante um periodo de seis semanas. Sendo 12 idosos (grupo controle), consumiam 180
mL de leite de baixo teor de lactose e gordura durante duas vezes por semana e 13 idosos
(Grupo probidtico) consumiam leite suplementado com Bifidobacterium animalis subsp.
lactis duas vezes por semana. Os parametros avaliados foram aumento da capacidade
fagocitaria, producdo de interforon e atividade bactericida. Os resultados sugerem que o
consumo do leite fermentado durante seis meses de Bifidobacterium animalis subsp.
lactis (HNO19) aumentou a atividade fagocitica dos mondcitos periféricos, sendo capaz
de melhorar a resposta-imune inata (GILL; RUTHERFURD et al, 2001,
ARUNACHALAM, 1999, ZHOU GILL., 2005). Acredita-se que existam muitos
mecanismos pelos quais a HNO19 exerce seus efeitos benéficos no Sistema Imune

(GOPAL; PRASAD, 2003).

2.5. Sistema imune de mucosa

A microbiota intestinal possui uma func¢ao fundamental no sistema imunologico e
no desenvolvimento de doencas, portanto um desbalanceamento da microbiota intestinal
favorece a proliferagdo de bactérias patogénicas. Muitos fatores influenciam em moldar
o estado da microbiota, como a alimentagdo, a genética e o historico de doengas
(GOODRICH, 2014; LEY, 2005). Nesse sentido, o ecossistema intestinal homeostatico
garante um organismo saudavel, colonizado por bactérias benéficas que produzem

metabolitos contribuintes na satide do hospedeiro. Portanto, o hospedeiro saudavel ¢
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capaz de manter a resposta imune de mucosa contra os antigenos luminais € manter um
estado de “inflamagdo fisiologica” (De LEBLANC et al., 2007).

O funcionamento do sistema imune da mucosa intestinal requer uma complexa
rede de sinais com multiplas interacdes entre antigenos self e non self e células
eucarioticas. Estdo inclusas as células epiteliais, macrofagos, células dendriticas e outras
células que pertencem a barreira ndo especifica como, por exemplo, as células produtoras
de mucina e as células de Paneth, as quais secretam peptideos antimicrobianos como as
criptidinas e defensinas (NEUTRA et al., 2005). As células da mucosa epitelial sdo
cruciais na coordenacgao destes mecanismos. Elas respondem aos sinais do ambiente pela
liberacdo de citocinas e quimiocinas no recrutamento das células imunes durante as
respostas imunes adaptativa e inata. Este recrutamento pode promover a liberagdo de
citocinas pelas proprias células epiteliais, o qual ndo é desencadeado por bactérias
simbiontes patogénicas, controlando a resposta inflamatoria (GALDEANO et al., 2007).
Esse mecanismo desencadeado pelas bifidobactérias, ocorre devido a constitui¢do das
suas paredes celulares, compostas por peptidoglicanos, acido tecdico e polissacarideos,
responsaveis pela ativacdo dos macréfagos (COPPOLA & TURNES, 2004; SAAD, 2006;
PIMENTEL & BARBALHO,2007).

2.6. MicroRNA

Os miRNAs sdao pequenos RNAs ndo codificantes, reguladores pos-
transcricionais do silenciamento de genes. Portanto, se ligam a sequéncia alvo dos RNAs
mensageiros (MRNA) modulando a inflamacao por meio da expressao de citocinas pré e
anti-inflamatérias (BARTEL, 2009; XU et al., 2011).

Li e colaboradores (2015) verificaram a expressdo génica de microRNAs
presentes na glandula mamaria de bovinos lactentes e ndo lactentes. Identificou-se que 25
miRNAs estavam associados ao desenvolvimento de células epiteliais, desenvolvimento
da glandula mamaria, regulacdo da proliferagdo celular e 38 eram ligados ao metabolismo
lipidico e proteina do leite. Isto aponta, que a alimentacdo dos bovinos pode estar
diretamente associada aos produtos do periodo de lactagdo, portanto, influenciar na satde
da populac¢do que consome essa matriz alimentar (WANG et al, 2016; LI et al, 2015).

A matriz lactea tem alta relevancia quando relacionada como regulador
epigenético, pois atua no desenvolvimento de genes responsaveis pelo metabolismo

celular, influenciando o desenvolvimento de diversas patologias.
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2.7.1. Formac¢do de microRNA

A biogénese do miRNA, comeca quando o gene ¢ transcrito pela RNA polimerase
2 e gera uma longa cadeia transcrita de RNA primario (pri-miRNA). O pri-miRNA ¢
clivado pela RNASE III, DROSHA, seu cofator DGCRS, gerando uma molécula
precursora de RNA madura, chamada de pré microRNA com 70 nucleotideos. Em
seguida o pré-microRNA ¢ exportado pela exportina 5 (proteina de exportagdo nuclear)
para o citoplasma e utiliza 0o RANGTP como cofator. No citoplasma o pré-microRNA ¢
clivado pelo DICER 1 e junto com a RNA III ocorre o processamento, gerando um
microRNA de fita dupla com 22 nucleotideos. Este produto ¢ incorporado a um complexo
multimérico denominado RISC (RNA Induced Silence Complex) que inclui proteinas
argonautas. As proteinas argonautas sdo proteinas cataliticas essenciais no complexo
silenciador. Apenas uma das fitas permanece no RISC para controlar a expressdo pos
transcricional de genes-alvo e a outra sofre degradagdo. As proteinas argonautas no RISC
se ligam ao microRNA indicando a sequéncia alvo do RNA mensageiro e inibindo a
tradu¢ao (BERNSTEIN, 2001; SCHWARZ, 2003; LEE, 2003; LEE, 2004; LUND,
2004;).

Os miRNAs sdo pequenos RNAs ndo codificantes que podem estar presentes em
genes animais e vegetais devido sua produ¢do endodgena, sabe-se que um miRNA ¢ capaz
de regular 200 RNAs com fungdes diversas. Considerados como ndo codificantes pois
ligam-se a sequéncia alvo do RNAm, inibindo o processo de tradugdo ou degradando o
mRNA, portanto sdo transcritos mas nao traduzidos (LEE, 1993). Dessa forma, sdo
chamados de reguladores pds-transcricionais, ao se ligarem ao complexo RISC pelas
proteinas argonautas, direcionando a sequéncia alvo do RNA mensageiro (figura 2). O
miRNA pareia de forma complementar ou ndo complementar ao RNA mensageiro

(BRENNECKE, 2005; VALENCIA-SANCHEZ, 2006).
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Figura 2 — Biogénese do MicroRNA (Fonte: ZHOU et al., 2014).

2.7.2. Regulagdo por microRNAs

Os microRNAs envoltos por exossomas sdo absorvidos a partir das matrizes
alimentares, como a bovina e bubalina, e podem permear a barreira do intestino por meio
de endocitose (IZUMI et al., 2015). Desse modo, os miRNAs imunomoduladores ao se
ligarem na sequéncia alvo do RNA mensageiro das células receptoras podem atuar na
diferenciacdo e desenvolvimento das células B e células T.

Assim, além da funcdo génica, podem se ligar a receptores TLR (toll-like
receptor) e essa interacdo miRNA-TLR induz a secrecdo de citocinas inflamatdrias

(MEDZHITOV, 2000; AKIRA, 2001; LUND, 2004; HEIL, 2004).

2.7.3. MicroRNAs imunoreguladores

Os miRNAs imunomoduladores podem ser encontrados com alta homologia entre
espécies diferentes. Esta homologia proporciona a capacidade de um miRNA presente em
uma matriz alimentar interferir na resposta imune de outra espécie que ingeriu aquele
alimento (GUTTMAN, 2012; YOON, 2012), por exemplo, o miRNA- 168 presente em
plantas e arroz, apresentou-se em soro de animais e humanos, impactando na diminui¢ao

do LDL por meio da ligagdo LDLRAP1 (Zhang et al. , 2012). Desse modo, os miRNAs
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sdo capazes de controlar a expressdo génica em espécies diferentes (LAU, 2001; LEE,

2001; GRIFFTHS-JONES, 2004; AMBROS, 2015).

2.8. Exossomos

Exossomos sdo microvesiculas microscopicas de 40-100 nm de didmetro que se
formam a partir da liberacdo das células epiteliais da glandula mamaria em diferentes
periodos de lactacdo, sendo responsaveis pela comunicagdo intercelular (ALSAWEED et
al., 2016; DO et al., 2017). A membrana dos exossomos ¢ constituida por lipidos e
proteinas. Entre suas fungdes, destacam-se como veiculo para transporte de mRNAs,
microRNAs e outros RNAs, como também, na protecdo de seu contetido interno da
degradacdo pelo meio externo. Sdo vesiculas extracelulares responsaveis pela
comunicacdo intercelular por meio da transferéncia de seus RNAs a células receptoras.
Os mecanismos de interacdo exossoma-célula receptora, consiste nas proteinas
transmembranares interagirem com receptores de sinalizagdo da célula alvo ou a fusdo
dos exossomas (figura 3) & membrana plasmatica das células receptoras, entregando seu
contetido ao citossol ou a internalizagdo das células receptoras (MUNIQUE, 2012;
MULCAHY, 2014). Dessa forma, em vista da capacidade dos exossomas de entrega dos
acidos nucleicos e proteinas a longas distancias torna-os potencias para investiga¢do na
terapia génica e imunologica (RAPOSO et al.,, 1996; KARLSSON et al., 2001,
CLAYTON et al., 2004).

.

Secreting
Cell

Microvesicies
. O

Recipient
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Figura 3 - Mecanismos de acdo entre exossoma e célula receptora. Fonte: Raposo;

Stoorvogel, 2013.
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2.9. Xenomirs

Os Xenomirs sdo pequenos RNAs ndo codificantes oriundos da ingestdo de
alimentos (miRNAs exogenos), sendo capazes de influenciar outros miRNAs. Dessa
forma, a relacdo doenca-alimentagdo esta diretamente ligada, pois os alimentos ingeridos
provocam alteracdes na homeostasia do organismo. Portanto, um desbalanceamento da
dieta ou uma desregulagdo metabdlica por condi¢des de nutrigdo como anorexia, bulimia
e entre outras, pode ser um fator para levar ao desenvolvimento de doengas avancadas.
Nesse sentido, a dieta torna-se um possivel fator regulador no desenvolvimento ou
regressao de doengas inflamatoérias. Segundo um estudo comparativo, avaliou-se dietas
vegetarianas e dietas ricas em carne com individuos sadios, durante 7 dias. Os resultados
obtidos com relagdo ao miRNA-168 em dietas vegetarianas foram maior do que em dietas
ricas em carne, desse modo houve aumento do miRNA-168 advindo de plantas e a
possibilidade da influéncia na mucosa intestinal (JASTIN; 2018).

Nesse contexto, a conservagdo dos alimentos seja no armazenamento ou no
preparo sdo fatores influentes para absor¢do destes Xenomirs. Pois dependendo da forma
que se prepara o alimento, pode haver a ndo absor¢do destes Xenomirs devido a sua

degradacao pelo tratamento térmico (KENETH et al., 2013).

2.11. Matriz lactea e microRNA

As matrizes lacteas bovina e bubalina sdo matrizes potencialmente nutritivas
quando in natura, porém o processo de fermentagdo com a cepa Bifidobacterium animalis
subsp. lactis HNO19 (HNO19) proporciona maior enriquecimento devido a
biotransformacdo de seus compostos bioativos e alteracdes nos miRNAs. Desse modo,
essas modificagdes nas matrizes em 4cidos graxos e aminoacidos podem ser prejudicadas
devido o processamento térmico. Portanto, algumas formas de processamento térmico
como tratamento UHT, altera a composi¢do quimica da matriz em proteinas e
carboidratos. A pasteurizagdo por exemplo, inativa micro-organismos patogénicos e
enzimas como a fosfatase alcalina e a lactoperoxidase. (CLAEYS; LOEY;
HENDRICKX, 2002). Além dos componentes nutricionais os miRNAs presentes podem

ser diminuidos devido esse processamento térmico.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar e comparar a presenga de miRNAs imunomoduladores, miR-29b, miR-
200c, miR-146, miR-155, miR-181a e miR-451, na matriz lactea e bubalina e quanto o

processo de fermentagdo por bactérias probidticas altera este perfil.

3.2. Objetivos especificos

(i) Desenvolver os seguintes produtos que sejam estdveis e apresentem contagem
adequada de probidticos (isto ¢ > 107 UFC/mL);
a. Leite bovino integral fermentado por Bifidobacterium animalis subsp. lactis
(HOWARU HNO019);
b. Leite bubalino integral fermentado por Bifidobacterium animalis subsp. lactis

(HOWARU HNO019);

(ii) Determinar o efeito imunomodulador de leite fermentado por Bifidobacterium

animalis subsp. lactis HOWARU HNO019 no intestino de camundongos normais;
(iif)  Identificar a presenca dos miR-29b, miR-200c, miR-146, miR-155, miR-181a e

miR-451 nas matrizes lactea e bubalina antes e apds a fermentagdo por

Bifidobacterium animalis subsp. lactis HOWARU HNO19.
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4. MATERIAL E METODOS

Procedimento experimental — Parte 1

4.1 Preparo do inoculo

Para o preparo do in6culo, foi utilizad 0,9g de cultura probiodtica comercial B. animalis
subsp. lactis HOWARU HNO19 (Dupont, S0 Paulo) em 100 mL de leite desnatado
esterilizado (Molico, Nestlé, Sdo Paulo) conforme padronizado por Florence e
colaboradores (2014). A cultura foi hidratada em banho maria a 37°C durante 15 minutos.
Essa hidratacdo em banho maria favorece o crescimento da cepa probidtica e contribui
para a obtengdo da contagem do indculo superior ou igual a 10’ UFC/mL durante o

processo de fermentacao.

4.2 Fermentac¢ao

Os leites, tanto o adquirido no mercado (bovino) quanto o recebido da fazenda
(bubalino) foram pasteurizados a 65°C por 30 minutos, 24 horas antes da fermentacgao.
Ao leite pasteurizado, foi inoculado 1mL de in6culo para cada 500 mL de matriz lactea e
homogeneizado por 1 min. Apds a homogeneizagio a fermentagado foi realizada em banho
maria a 37°C e monitorada pelo sistema CINAC (Ysebaert, Frepillon, Franca), isto €,
mediante um método automatico para a quantificacdo da atividade de uma cultura
probidtica com base em medidas de valores de pH (SPINNLER & CORRIEU, 1989) até
atingir pH 4,5. Apos este periodo, a fermentacdo foi interrompida e o leite fermentado
resfriado até 10°C em banho de gelo, o coagulo foi quebrado por agitagdo mecanica com
bastdo de inox por 1 min e armazenado sob refrigeracdo a 40C até a analise. Os
experimentos foram feitos em duplicata. A partir dos dados obtidos, foi calculada a
velocidade méaxima de acidificagdo (dpH/dt) expressa como miliunidades de pH/min
(Vmax). No final do periodo de incubagdo foram ainda calculados os seguintes parametros
cinéticos: tymax (tempo no qual se atinge a velocidade maxima em h) e # (tempo de

fermentacdo ou tempo para atingir valor de pH 4,5 em h).
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4.3. Acondicionamento ¢ armazenamento

Os leites fermentados de bufala e vaca foram transferidos manualmente para potes
de plasticos de 50 mL e identificados de modo que pudessem ser analisados
imediatamente apds a fermentagdo e 1, 7, 14 e 21 dias apds a fermentagdo, mantidos sob

refrigeracdo a 4°C.

4.4. Analises fisico-quimicas

As seguintes andlises fisico-quimicas foram realizadas a fim de avaliar a
composi¢do do leite fermentado: solidos totais, proteina, pH e densidade. Todas as
analises foram conduzidas em aparelho digital Ekomilk (EON Trading & Bulteh 2000,
Stara Zagora, Bulgaria) e metodologia classica comparativa preconizada pelo Instituto
Adolfo Lutz (BRASIL, 1981).

As medidas dos valores de pH foram realizadas em potencidometro digital (Kasvi,

Sao Paulo).

4.5. Enumeracio

Para a enumeracao das bifidobactérias, foi diluido ImL do leite fermentado em 9
mL de agua peptonada, homogeneizada e realizada a diluicdo seriada utilizando-se o
mesmo diluente e, 1000 pL da diluicdo apropriada foi inoculada em meio seletivo. A
cultura comercial de B. animalis subsp. lactis foi enumerada no meio seletivo RCA Agar
com adic¢do de azul de anilina (0,03%) e 100 pL do antibiético Dicloxacilina para cada
100 mL, apds incubagdo a 37°C por 72 horas em jarra de anaerobiose € AnaeroGen
(Oxoid, Basingstoke). Placas contendo de 20 a 200 coldnias foram enumeradas e as
unidades formadoras de colonias por grama de produto (UFC/g) foram calculadas

(SACARO et al., 2011).

4.6. Extracao de exossomos

Dez (10) mL de leite bovino e bubalino foram centrifugados em tubo conico de
50mL (Falcon, USA) a 5000g em centrifuga refrigerada (Hermle Labor Technic,
Wehingen, Alemanhad) a 4°C por 30 minutos, seguido de nova centrifugacdo a 10000g
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por 30 minutos para realizar o desnate do leite.

Ao sobrenadante foi adicionado 4 mL de solugdo padrdo B (kit MIRCURY™
Exosome Isolation Kit, Exiqon, Woburn, USA) e incubado a 4°C overnight. Apés esse
periodo, a amostra foi centrifugada a 3200g durante 30 minutos a temperatura ambiente

e o pellet recolhido, conforme instru¢des do fabricante.

4.7. Analise dos microRNAs

Ap0s isolar os exossomas, foram investigados os miR-29b, miR-200c, miR-146,
miR-155, miR-181a e miR-451. Apés a extracdo descrita no item 4.6, as amostras de
miRNAs foram convertidas em cDNA através da reacdo de transcricao reversa utilizando
o kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA)
combinado com os oligonucletideos especificos para os miRNAs alvos providos pelo kit
TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems, EUA) de acordo com o protocolo
descrito pelo fabricante. A quantificagdo relativa da expressdo de cada miRNA foi
mensurada por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
quantitativo (QRT-PCR) utilizando-se o kit TagMan® MicroRNA Assays com sondas
especificas para cada miRNA estudado. As reacdes foram realizadas em duplicata, por
meio do kit TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (Applied
Biosystems, EUA), na plataforma Step One Plus™ Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems, EUA).
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Procedimento Experimental — Parte 11
4.8. Desenho experimental

A dieta e os experimentos realizados seguiram o seguinte desenho (figura 4).

Grupo 1 Grupo 2 PARTE I
Controle Leite Leitede
CI — Leite Fermentado biifla
Controle . C(.) m fermentado
. Probioticos
C2 - Leie L com
bubalino NizISl Probidticos
: LFBP
N=10 e
ANALISES FISICO-QUIMICAS
Enumeracio RT-gPCR
das Bactérias
Probidticas
9 W W
2 / 5 S
%) e % L S
A :5‘ + .c) *’4? 2 A A 4? &)
PARTE II Avaliagdo
do
efeito imune
celular

Analise de Corte Histolégico

Citometria de Fluxo

Microscopia de Fluorescencia

Figura 4 - Desenho experimental.
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4.9. Animais e Dietas

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, machos, com
idade de 21 dias e 20g de peso corporal inicial, distribuidos ao acaso em cada um dos

seguintes grupos experimentais (n=40):

Grupo 1: Controle C1 (Leite integral bovino);
Grupo 2: Controle C2 (Leite integral bubalino);
Grupo 3: Leite bovino fermentado com B. animalis subsp. lactis HOWARU HNO19;

Grupo 4: Leite bubalino fermentado com B. animalis subsp. lactis HOWARU
HNO19.

Estes animais foram colocados em gaiolas (n=5) em biotério a temperatura
ambiente (22+2°C) com umidade constante e foto-periodo controlado de 12h de luz e 12h
de escuro. Os animais receberam ragdo comercial e os produtos lacteos em estudo,
administrados aos grupos diariamente ad libitum. O peso corporal dos animais foi
registrado diariamente, exceto aos finais de semana. Ao término do periodo experimental
os animais foram eutanasiados por sobredosagem de quetamina (300mg/kg) associado a

xilazina (30mg/kg), por via intraperitoneal. (figura 4).

4.10. Analise do infiltrado linfocitario por corte histologico

Apos a eutanasia dos camundongos uma pequena por¢ao do coléon ascendente e
descendente foram recolhidas e fixadas em formalina a 4% durante 24 h. O material foi
encaminhado a empresa Histotech para a continuagdo da desidratagdo, inclusdo em
parafina e cortes de aproximadamente 5 mm. Parte do material foi corado por hematoxila-
eosina e azul oceano e parte dos cortes foram incluidos em ldminas cilanizadas para

marcac¢do de imunofluorescéncia e posterior analise em microscopia de fluorescencia.
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4.11. Analise da modula¢io imunologica celular no coélon por técnica de

Imunofluorescéncia

Os cortes foram reidratados em bateria de xilol e alcool, foi realizada a ativagao
antigénica por aquecimento por 10 min em micro-ondas, resfriados e colocados em
camara umida, foram incubados com anticorpos marcadores afim de localizar os
seguintes tipos celulares: (i) células B — marcador de receptor de superficie IgA e IgM
(i1)) Macrofagos marcador de receptor de superficie CD11b. Foram usados como
marcadores anticorpos de camundongo, feitos em rato e conjugados com isoticianato de
fluoresceina (FITC), R-ficoeritrina (R-PE) e (Cy-5) de acordo com a necessidade de cada
grupo. Apds diluicdo, seguiu incubag@o por uma hora a temperatura ambiente, abrigada
da luz. Apos este periodo, os cortes foram lavados quatro vezes em PBS e observados e

quantificados em microscopio de Fluorescéncia (BOGSAN et al., 2014).

4.12. Analise da modula¢do imunologica celular no intestino delgado por técnica de
citometria de fluxo.

Apoés eutandsia dos animais, o intestino delgado foi submetido a digestdo por
colagenase para soltura das células. Apds a digestao as células foram lavadas com solu¢do
de PBS e acondicionadas em tubos eppendorf plasticos de 1,5 mL em banho de gelo. As
suspensoes celulares foram divididas em grupos, centrifugadas por 4 min a 500 RPM e
suspensas em solucdo de PBS contendo os anticorpos especificos para cada grupo. Estes
grupos foram compostos de forma a identificar os seguintes tipos celulares: (i) células B-
la —marcadores de receptor de superficie CD11b+, IgMtieh | TgD e CD5+ ; (ii) células
B-1b — marcadores de receptor de superficie CD11b+, [gMtieh, [gD'% e CD5-; (iii) células
B-2 — marcadores de receptor de superficie CD11b-, [gM"¥ IgDhe! e CD5-; (iv) células T
helper - marcadores de receptor de superficie CD3+, CD4+; (v) células TCD8+ —
marcadores de receptor de superficie CD3+, CD8+. Foram usados como marcadores os
anticorpos de camundongos, feitos em rato e conjugados com isoticianato de (FITC), R-
ficoeritrina (R-PE) e (Cy-5) de acordo com a necessidade de cada grupo. Apds diluicao,
foi feita a incubac¢do dos anticorpos no periodo de uma hora em banho de gelo. As células
foram lavadas trés vezes em solucdo de PBS e analisadas por citometria de fluxo em
aparelho FACScanto no Departamento de Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas — USP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Execuc¢dao Experimental — Parte 1

5.1. Comparacio fisico quimica das matrizes bovina e bubalina

Foi comparado o perfil fisico-quimico a fim de avaliar a composi¢ao do leite
fermentado de vaca e bufala, assim como seus controles de vaca e bufala sem
fermentagdes. Nestes quesitos, avaliou-se: solidos totais, proteina, pH e densidade. Todas
as andlises foram conduzidas em triplicata em aparelho digital Ekomilk®, EON Trading
& Bulteh 2000 (Stara Zagora, Bulgaria) e pelo método classico preconizado pelo Instituto
Adolfo Lutz (Brasil, 1998). As medidas dos valores de pH foram realizadas em
potenciometro digital (KASVI, Sao Paulo).

Ao compararmos as duas metodologias ekomilk e cléssica, ndo houve diferenga
estatisticamente significante, sendo validada a metodologia ekomilk para matriz lactea
bubalina (figura 5). Ao analisarmos a propor¢ao de gordura, solidos totais ndo gordurosos
e proteinas observamos que a matriz bubalina apresenta quantidade maior em relagdo a

matriz bovina conforme descrito abaixo.

Comparacdo das metodologias Ekomilk e Instituto Adolfo Lutz

Andlises tradicionais preconizadas pelo Instituto Adolfo Lutz (1995) foram
realizadas para solidos totais ndo gordurosos, gordura e proteina em matrizes lactea e
bubalina, e leites fermentados probidticos (Figura 5). Foram realizadas analises: férmula
de Fleischmann (PREGNOLATTO e PREGNOLATTO, 1985) em conjunto com dados
de densidades das matrizes fornecidos pelo Ekomilk® para s6lidos totais ndo gordurosos,
nitrogénio total (BRASIL, 1981a) para determinar proteinas, Butirométrico para leite

fluido para lipidios (BRASIL, 1981b).
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Figura 5- Comparacao da metodologia Ekomilk e Adolfo Lutz nas matrizes lacteas bovina

¢ bubalina (P<0,05).

5.2. Desenvolvimento dos produtos lacteos - cinética de acidificaciao

A fermentagdo por HNO19 teve inicio com diferenca de pH entre os leites, sendo
pH 6,6 para a matriz bovina e pH 6,5 para matriz bubalina. A fermentagdo foi
interrompida em pH 4,7 apo6s 16,60 h de fermentagdo para a matriz bovina e 20,80 h para
matriz bovina (Figura 6). Apesar do tempo para chegar em pH 4,7 ser maior na matriz
bubalina, os tempos para atingir Vmax, TpHS,5, tpH 5,0 e os demais parametros cinéticos
foram alcancados antes. Estes dados indicam que tecnologicamente a matriz bubalina

apresenta vantagens no desenvolvimento de leites fermentados (tabela 1).

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
Tempo (h)

= pH bovino pHbubalino

Figura 6 — Curva de acidificacdo da fermentag¢ao por HNO19 em matriz bovina e bubalina.
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Tabela 1 - ParAmetros cinéticos da fermentacdo de matriz lactea bubalina e bovina por

cultura de HNO19.

. pH Tmax pHem  tpHS,5 tpH5,0 tpH4,7
Matriz
inicial (h) Vmax (h) (h) (h)
Bovina 6,60 12,67 5,41 12,33 14,53 16,60
Bubalina 6,53 8,20 5,60 8,53 13,73 20,80
Andlise de pH

A p6s acidificagdo da matriz bubalina ¢ menor do que a apresentada pela matriz
lactea bovina até o sétimo dia de refrigeragdo, no entanto, a partir do 14 dia de refrigeragao

as ambas as matrizes se igualam no perfil de pos acidificacdo (figura 7).

D1 D7
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D14 D21
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Figura 7- Anélise de pH dos leites fermentados nos dias 1, 7, 14 e 21 ap6s a fermentagdo

sob armazenamento a 4°C (P<0,5).
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5.3. Desenvolvimento dos produtos lacteos - analises microbiologicas

Foi analisada a viabilidade das bactérias Bifidobacterium animalis subsp. lactis
HNO19 fermentada em matriz bubalina e bovina pelo periodo de 21 dias de vida de
prateleira. Observou-se que um dia ap6s a fermentagdo (D1) houve diferenga estatistica
entre matriz bovina e bubalina, porém nao significante. Ao comparar a viabilidade 14 dias
apos a fermentacdo (D14), foi notado que a matriz bubalina apresentou-se com maior
viabilidade de bactérias em relacdo a matriz bovina, enquanto que 21 dias apds a
fermentacdo a matriz bovina apresentou pequena diferenca em relacdo a matriz bubalina

(figura 8).

D1 Dl4 D21

nias/1 07/ulL
F
N° Colonias/107/uL.
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o - b ow & w
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Figura 8- Viabilidade da bactéria HNO19 nas matrizes bovina e bubalina nos dias 1, 14 e

21 de armazenamento sob refrigeracdo a 4°C (P<0,5).

5.4. Desenvolvimento de produtos lacteos — extracao de exossomos

Apés o desnate das amostras de leites bovino e bubalino, foi realizada a
precipitacdo dos exossomos para posterior extracdo, segundo normas do fabricante (kit
MIRCURY™ Exosome Isolation Kit, Exiqgon, Woburn, USA). Apds o periodo de
overnight das amostras, realizou-se a centrifugacao por 30 minutos a 3200 rpm a 20°C. O
sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 350 pL da solu¢do tampao de lise
aos pellets do leite e leite bubalino. Apds homogeneizar por 15 seg, foi adicionado 200
pL de etanol 100 % as amostras de leite e leite de bufala para a extragdo dos exossomas

conforme informacdes do fabricante.
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5.5. Analise da expressio de miRNAs por PCR quantitativa em tempo real
(RT-qPCR)

A extracdo de miRNAs foi realizada através do kit MiRNeasySerum/Plasma
(Qiagen, EUA) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. Os miRNAs
analisados foram os miR-29b, miR-200¢, miR-146, miR-155, miR-181a ¢ miR-451.

A quantificagdo relativa da expressao de cada miRNA foi mensurada por meio da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativo (QRT-PCR)
utilizando-se o kit TagMan® MicroRNAAssays com sondas especificas para cada

miRNA a ser estudado.

Extracdo de miRNA e sintese de cDNA

RNA total, incluindo miRNAs, foi extraido do pellet de exossomos usando
o miRCURY RNA Isolation Kit (Exiqon, Woburn, MA, EUA), seguindo recomendacdes
do fabricante. O RNA total foi convertido em cDNA pela reacdo de transcri¢ao reversa
usando o Universal ¢cDNA Synthesis Kit II (Exiqon, Woburn, MA, EUA) em
termociclador Veriti™ 96-Well (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). Um controle
exogeno (Spike-in control miR-39) foi adicionado a rea¢do. Os cDNAs sintetizados foram

armazenados a -20°C até a realizacdo da PCR em tempo real.

Expressdao de miRNA pela RT-gPCR

Para a realizacdo dos estudos da PCR em tempo real foram utilizados os ensaios
pré-validados do fabricante Exiqon dos seguintes miRNAs: rno-miR-146b-5p, gga-miR-
451, hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-200c-3p, hsa-miR-155-5p, ssc-miR-181a. A amplificagdo
foi realizada no sistema automatizado ABI 7500 Fast (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
EUA) utilizando o ExiLENT SYBR Green master mix (Exiqon, Woburn, MA, EUA).

Os miRNAs ndo foram identificados ap6s o protocolo realizado, porém o
miRNA39, utilizado no controle de qualidade, foi amplificado nos controles de vaca e
bufala e em ambas as matrizes fermentadas. Desse modo, alguns fatores podem ser
influentes nesse resultado final pois houve amplifica¢do apesar da ndo identificacdo dos
miRNAs do processo final. Nesse sentido, segundo dados de literatura, a lactacdo das
vacas e bufalas tem diferentes periodos, sendo seus niveis de miRNAs variantes na matriz

crua em relagdo as matrizes processadas (XI CHEN, 2010). Em outros estudos, percebeu-
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se que o leite pasteurizado em relagdo ao leite cru apresentava uma porcentagem de
miRNA menor comparado a matriz pasteurizada e essa diferenga também foi constada na
formula infantil em relagdo ao leite materno (KIRCHNER, 2016; MUTIUS, 2012). Ainda
foi relatado que, o processo de fermentagdo ¢ capaz de degradar os exossomas
responsaveis pelo microencapsulamento dos miRNAs. Isso € possivel, pois os micro-
organismo liberam proteases que degradam as membranas dos exossomas e dessa forma,
os miRNAs sdo liberados no meio e entdo degradados (EITAN,2015; SIRUN, 2017).
Desta forma, se faz necessario modificar a técnica de estudo e realizar um
screening dos miRNAs presentes no leite antes e apds o processo de fermentacdo. Por
esta avaliacdo, podemos dizer que tanto o processo de pasteurizagdo quanto o processo
de fermentacdo degradam os miR-29b, miR-200c, miR-146, miR-155, miR-181a e miR-
451, ndo sendo estes responsaveis pela imunomodulacdo encontrada nos animais apos o

consumo dos leites fermentados.

5.6. Analise histologica do infiltrado linfocitario por HE e do muco por Azul Oceano
do colon de camundongos.
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Figura 9 - Microscopia Optica de muco colon ascendente, grupo 1 — leite, grupo
2 — leite fermentado, grupo 3 — leite bubalino e grupo 4 — leite bubalino fermentado

(P<0,05).

Ao ser avaliada a quantidade de muco no co6lon ascendente comparando a matriz
lactea bovina (grupo 1) com a matriz bovina fermentada (grupo 3), foi notada uma
reducdo de muco no grupo 3 que recebeu a matriz fermentada em relagdo ao grupo 1.
Enquanto que no cdlon ascendente a matriz lactea de bufala (grupo 2) em relagdo a bufala
fermentada (grupop 4) houve redugdo de muco. O leite de bufala produziu mais muco do

que o leite tanto pasteurizado quanto fermentado por HNO19 (Fig. 9 e 10).
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Figura 10. Histologia de colon ascendente de animais que consumiram leite por 14 dias, coradas
com azul oceano (A - bovino e C - bubalino) mostrando producdo de muco e contraste para
quantificar em porcentagem as por¢des de muco em vermelho, mucosa em amarelo e luz em verde
(B - bovino e D - bubalino).

Ao contrario do cdlon ascendente, no colon descendente nao ha diferenga
significativa entre a produ¢ao de muco pelo consumo de matriz lactea bovina pasteurizada
ou fermentada. Entretanto, a matriz lactea de btfala pasteurizada gera menor produgdo

de muco em relag@o a fermentada (figura. 11 e 12).
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Figura 11- Microscopia Optica de muco colon ascendente, grupo 1 — leite, grupo
2 — leite fermentado, grupo 3 — leite bubalino e grupo 4 — leite bubalino fermentado

(P<0,05).

Ao comparar os leites ndo fermentados percebeu-se que o leite de bufala produz
menor quantidade de muco que o leite. Porém, nas matrizes fermentadas bubalina e

bovina, notou-se quantidade de muco maior na matriz bubalina fermentada.

Figura 12 - Histologia de coldon ascendente de animais que consumiram leite fermentado por 14
dias, coradas com azul oceano (A - bovino e C - bubalino) mostrando produgdo de muco e
contraste para quantificar em porcentagem as por¢oes de muco em vermelho, mucosa em amarelo
¢ luz em verde (B - bovino e D - bubalino).
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Em relacdo ao infiltrado celular, o célon ascendente de animais que consumiram
a matriz bovina pasteurizada (1) em relagdo aos animais que consumiram a matriz bovina
fermentada (3), pode-se observar aumento no infiltrado celular naqueles que consumiram
a matriz bovina fermentada. Quanto a matriz bubalina, o consumo de leite bubalino
pasteurizado (2) em relagdo ao leite bubalino fermentado (4), ndo houve diferenga

significativa em relacdo ao infiltrado celular (figura 13).
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Figura 13- Microscopia Optica do infiltrtado celular de c6lon ascendente, grupo 1
— leite, grupo 2 — leite fermentado, grupo 3 — leite bubalino e grupo 4 — leite bubalino
fermentado (P<0,05).

Ha aumento do infiltrado celular na mucosa de animais que consumiram matriz
bubalina quando comparada a diferenca dos leite e leite de bufala. Porém, ao comparar a
matriz bovina fermentada em relagdo a matriz de bufala fermentada, notou-se aumento
no infiltrado célular em célon ascendente dos animais que consumiram leite de bufala

(figura 14).

Figura 14 - Histologia de coldon ascendente de animais que consumiram leite fermentado por 14
dias, coradas com HE (A- bovino e C- bubalino) mostrando infiltrado celular sendo marcado em

roxo o nucleo das células, em amarelo a mucosa e em rosa a luz intestinal (B - bovino ¢ D -
bubalino).
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Ao comparar a por¢ao do colon descendente dos animais que consumiram a matriz
lactea bovina pasteurizada em relacdo a matriz lactea bovina fermentada, observou-se a
diminui¢do da porcentagem de células na mucosa dos animais que consumiram a matriz
lactea bovina fermentada. Quando comparada a mucosa dos animais que consumiram a
matriz bubalina pasteurizada, a mucosa dos animais que consumiram a matriz lactea

bubalina fermentada apresentou aumento no infiltrado celular (figura 15).
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Figura 15- Microscopia Optica do infiltrtado celular de c6lon ascendente, grupo 1

3 4

— leite, grupo 2 — leite fermentado, grupo 3 — leite bubalino e grupo 4 — leite bubalino

fermentado (P<0,05).

Os leites pasteurizados de bufala e vaca apresentaram pequena diferenca no
infiltrado celular, sendo maior na mucosa dos animais que consumiram a matriz lactea
bovina. Ja para os animais que consumiram as matrizes fermentadas de bufala e vaca,
percebeu-se que o consumo de leite fermentado bubalino induz aumento do infiltrado

celular (figura 16).

Figura 16 Histologia de colon descendente de animais que consumiram leite fermentado por 14
dias, coradas com HE (A- bovino e C- bubalino) mostrando infiltrado celular sendo marcado em
roxo o nucleo das células, em amarelo a mucosa € em rosa a luz intestinal.
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5.7. Analise por imunofluorescencia do infiltrado linfocitario do célon de
camundongos.

Ap0s a analise da histologia da mucosa intestinal dos animais tratados com leites
pasteurizados e leites fermentados, foi realizada a identificagdo dos principais tipos

celulares que compunham a resposta imune destes animais.

Ao comparar o colon ascendente dos animais que consumiram matrizes
pasteurizadas (grupos 1 e 2) com as amostras dos animais que consumiram matrizes
fermentadas (grupo 3 e 4) foi notado que os animais que consumiram leite fermentado
ndo apresentam diferenca significativa na porcentagem de plasmacitos produtores de IgA,
enquanto que os animais que consumiram a matriz bubalina fermentada, tiveram o dobro
de plasmocitos produtores de IgA do os animais que consumiram o leite bubalino

pasteurizado (figura 17).

Colon Ascendente
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Figura 17 - Microscopia de fluorescencia do infiltrtado celular de célon ascendente
marcado com anticorpo IgA+, grupo 1 — leite, grupo 2 — leite fermentado, grupo 3 — leite
bubalino e grupo 4 — leite bubalino fermentado (P<0,05).

Quando foram comparados os resultados obtidos no colon descendente, os leites
pasteurizados de ambas as matrizes ndo influenciam o numero de plasmdcitos produtores
de IgA presentes na mucosa, no entanto ao fermentar as matrizes, ambas apresentam
aumento superior a 30% no numero de plasmdcitos presentes apos o seu consumo (figura

18).
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Figura 18- - Microscopia de fluorescencia do infiltrtado celular de colon
ascendente marcado com anticorpo IgA+, grupo 1 — leite, grupo 2 — leite fermentado,

grupo 3 — leite bubalino e grupo 4 — leite bubalino fermentado (P<0,05).

A andlise de células B totais na mucosa, representada pela marcagdo positiva para
IgM, mostrou que animais alimentados com leite, leite bubalino ou mesmo com leite
fermentado ndo sofrem alteracdo no perfil imune em coélon ascendente. No entanto, os
animais que consumiram o leite fermentado bubalino, apresentaram aumento na
expressdo dessas células imunes, indicando que o leite bubalino fermentado ¢ capaz de
modular a proliferagdo de células B. Esta modulagao esté relacionada com a interferéncia
de microRNAs, no entanto, neste estudo, os microRNAs abordados que trariam esta
modulagdo ndo estdo presentes na matriz alimentar, levando a hipdtese de que a
modulacdo ocorre por outro mecanismo de agdo. Apesar de ndo significante, ao contrario
do observado no consumo dos alimentos de origem bovina, os alimentos consumidos de
origem bubalina apresentaram diferenca enquanto fermentado ou ndo, mostrando discreto
aumento na populacdo de células B na mucosa dos animais que consumiram o leite

fermentado bubalino (figura 19).
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Figura 19 - Microscopia de fluorescencia do infiltrtado celular de co6lon
ascendente marcado com anticorpo IgM+, grupo 1 — leite, grupo 2 — leite fermentado,
grupo 3 — leite bubalino e grupo 4 — leite bubalino fermentado (P<0,05).
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Em colon descendente, pode ser observado que tanto as matrizes pasteurizadas
quanto as matrizes fermentadas apresentam mesmo padrdo no perfil de células B,
representando aumento médio de 30% na porcentagem todal de células B na mucosa

intestinal dos animais que consumiram as matrizes fermentadas (figura 20).
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Figura 20 - Microscopia de fluorescencia do infiltrtado celular de célon descendente
marcado com anticorpo IgM+, grupo 1 — leite, grupo 2 — leite fermentado, grupo 3 — leite
bubalino e grupo 4 — leite bubalino fermentado (P<0,05).

A populacio de fagdcitos, representada pelas células marcadas positivamente para
o marcador de membrana CD11b, ndo apresentou, em colon ascendente, sofrer influencia
pelo consumo dos produtos lacteos estudados (figura 21), apesar da matriz bubalina
pasteurizada (grupo 2), apresentar aumento nao significante .quando comparada a matriz

lactea bovina (grupo 1).
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Figura 21- Microscopia de fluorescencia do infiltrtado celular de colon ascendente
marcado com anticorpo CD11b+, grupo 1 — leite, grupo 2 — leite fermentado, grupo 3 —
leite bubalino e grupo 4 — leite bubalino fermentado (P<0,05).

Em colon descendente, a presenca de fagdcitos CD11+ ndo sofre influéncia em

sua expressao associada ao consumo dos alimentos lacteos estudados (figura 22).

52



Colon Descendente

100 T T
F8 0 -, -, -, -: -, r -:\]
1 2 3 4

Figura 22- Microscopia de fluorescencia do infiltrtado celular de colon ascendente
marcado com anticorpo CD11b+, grupo 1 — leite, grupo 2 — leite fermentado, grupo 3 —
leite bubalino e grupo 4 — leite bubalino fermentado (P<0,05).

5.8. Analise por citometria de fluxo do infiltrado linfocitirio do célon do

camundongo.

Apos o processo de digestdo, soltura e marcagdo das células do intestino delgado
obtido de animais que consumiram leite pasteurizado e fermentado e leite bubalino
pasteurizado e fermentado, foi realizada a leitura e identificacdo do perfil imune celular
por citometria de fluxo em aparelho FACScanto no Departamento de Analises Clinicas

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP.

Os dados obtidos dos experimentos, mostraram que as células marcadas com
CDI11b, nos parametros FSC-AX SSC-A, apresentaram reducdo na populagdo de
fagdcitos nos animais que consumiram leite fermentado tanto para a matriz lactea bovina
(grupo 3) quanto para a matriz lactea bubalina (grupo 4). A matriz bubalina ¢ capaz de
induzir a proliferagdo de fagocitos 4 vezes mais do que a matriz bovina, se apresentando
como alimento potencialmente inflamatorio (tabela 2). Os fagocitos, como macrofagos,
células dendriticas e células B-1, sdo células da resposta imune inata, que fagocitam
particulas estranhas do hospedeiro e sua presenca em Orgdos como intestino saudavel
garantem a homeostasia da microbiota assim como a regulacdo de patologias da doenca
inflamatoéria do intestino (STRAUSS, 2010; PACHECO E CARDOSO,2012; BAIN E
MOWAT, 2014).
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Tabela 2- Porcentagem de células fagociticas marcadas positivamente para CD11b em
duodeno de animais que consumiram leite (grupo 1), leite fermentado (grupo 2), leite

bubalino (grupo 3) leite bubalino fermentado (grupo 4).

celulas/FITC pos

CD11b SM
Grupo 1 4,07% 0,89%
Grupo 2 16,30% 0,15%
Grupo 3 1,36% 1,25%
Grupo 4 8,68% 0,77%

Dentre os fagocitos, destacam-se as células dendriticas (DC), marcadas por
CDll1c em sua maioria. Os pardmetros FSC-AX SSC-A obtidos na identificacdo de
células do duodeno de animais que consumiram os produtos em estudo mostraram um
aumento de células dendriticas nos animais que consumiram leite pasteurizado quando
comparados aos que consumiram leite fermentado, enquanto os animais que consumiram
a matriz bubalina, apresentaram perfil oposto, sendo observado um percentual menor de
células dendriticas nos animais que consumiram leite bubalino fermentado (tabela 3).

As células dendriticas e macrofagos sdo células hematopoiéticas consideradas
apresentadoras de antigeno, onde as DC ativam linfocitos T reguladores iniciando a

resposta adptativa (DE JONG, 2005).

Tabela 3 - Porcentagem de células fagociticas marcadas positivamente para CD11c em
duodeno de animais que consumiram leite (grupo 1), leite fermentado (grupo 2), leite

bubalino (grupo 3) leite bubalino fermentado (grupo 4).

| celulas/Pe pos |

CD11c SM
Grupo 1 14,21% 0,78%
Grupo 2 73,30% 0,72%
Grupo 3 31,50% 1,50%
Grupo 4 23,90% 0,35%

O marcador de membrana CD3 identifica, nos parametros FSC-AX SSC-A, as

células T. Quando marcadas duplamente com os receptores de membrana para CD3CD4
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nos parametros FSC-AX SSC-A, h4 a identificag¢do de células T helpers e para CD3CDS,
a identificacdo de células T citotoxicas. As células T sdo de origem linfoide. Essas T
efetoras podem ser T helpers CD4+, que atuam na ativagdo de outra células e linfocitos,
e T citotoxicas CD8+, com atividade antitumoral e viral, ambos encontrados na mucosa
(BRADLEY, 2003).

Os gréficos informam que no duodeno de animais que consumiram tanto a matriz
lactea bovina quanto a bubalina, o percentual de células T helper ¢ o mesmo, enquanto o
perfil de células T citotdxicas € quatro vezes menor para aqueles animais que consumiram
matriz lactea bubalina (Tabela 4). Quanto ao consumo dos produtos fermentados, o perfil
de células T helper apresenta 40% mais células na matriz bovina que o consumo do leite
pasteurizado, no entanto, a matriz bubalina fermentada nao altera significativamente o
perfil de células T helper. Ja o perfil de células T citotdxicas, o consumo de produtos
fermentados de matriz lactea bovina ndo interferéncia na modulagdo imune enquanto a
matriz lactea bubalina aumenta em 20% o porcentual total de células T CD8+. Esses
resultados corroboram coma hipotese de que a matriz bubalina, ao contrario da matriz
bovina, promove uma inflamag¢do basal na mucosa, que mantém o sistema imune em
estado de alerta, devido aumento do niimero de células apresentadoras de antigenos e
células T citotoxicas, mas ndo ativado, pois as células T helper, que promoverdo a
diferenciagdo celular e ativacdo da resposta, ndo sofrem alteracdo, sendo os produtos

fermentados derivados de leite bubalino, melhores para a saude do hospedeiro.

Tabela 4 - Porcentagem de células T helper marcadas positivamente para CD3 e CD4 e
de células T citotoxicas marcadas positivamente para CD3+ ¢ CD8+ em duodeno de
animais que consumiram leite (grupo 1), leite fermentado (grupo 2), leite bubalino (grupo

3) leite bubalino fermentado (grupo 4).

celulas/PE APC pos celulas/FITC PE pos
CD3CD4 SM CD3CD8 SM
Grupo 1 51,40% 0,88% Grupo 1 80.40% 0,13%

Grupo 2 40,60% 0,88% Grupo 2 20,30% 0,08%
Grupo 3 91,90% 0,40% Grupo 3 86,40% 1,62%
Grupo 4 31,60% 1,04% Grupo 4 39,70% 0,14%

O perfil de células imunes Bla, B1b e B2 ndo sofreram interferéncia significativa

pelo consumo dos produtos fermentados em ambas as matrizes (dados ndo mostrados).
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5.9. Analise estatistica

Os dados experimentais obtidos foram submetidos ao tratamento estatistico utilizando
o programa SISTEMA R disponivel gratuitamente na rede da universidade. Em todas as
analises foram considerados nivel de significancia P<0,5, sendo as andlises utilizando o
teste T- Student para dados com 2 grupos e paramétricos e o teste Kruskal-Wallis com
dados ndo paramétricos e mais de 2 grupos. Os valores com P < 0,5 foram considerados

estatisticamente significativos.
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6. CONCLUSAO

As matrizes lacteas, apresentam mesmo pH e diferengca em sua composi¢ao de
acucares, gorduras e proteinas, sendo a matriz bubalina a que apresenta maior teor de
todos os componentes. Esta diferenca influencia diretamente o tempo de fermentagao, e
resposta imune, porém o perfil de pos acidificagdo e viabilidade dos micro-organismos se
manteve igual entre as duas matrizes.

A cepa Bifidobacteirum animalis subsp lactis HNO19 apresenta perfil tecnoldgico
superior na matriz bubalina do que na matriz bovina, atingindo tpH5,0 uma hora antes da
matriz bovina.

O consumo de leite bubalino pasteurizado produz menos muco que o consumo de
leite, no entanto, ao consumir os produtos fermentados, o consumo de matriz bubalina
induz maior produ¢@o de muco na mucosa intestinal. Esse aumento pode estar associado
a maior presenga de plasmocitos e células T efetoras na mucosa de animais que
consumiram o leite fermentado bubalino enquanto os fagocitos e células T citotoxicas se
apresentam em maior quantidade na mucosa de animais que consumiram os produtos
derivados de vaca. Essa observacdo indica que a matriz bubalina ¢ capaz de modular a
resposta imune de maneira anti-inflamatdria, sendo um produto melhor a ser consumido
por pacientes com doengas inflamatdrias intestinais e alérgicas. Durante a investigagao
do mecanismo de a¢do promotor desta modulacao da resposta imune, as quais acreditou-
se estarem associadas a presenca dos miR-29b, miR-200c, miR-146, miR-155, miR-181a
e miR-451, foi realizada a extracao dos exossomos em todos os produtos, no entanto sem
a presenca dos microRNAs de interesse. Acredita-se que os processos térmico e
fermentativo tenham degradado esses microRNAs e que ndo estejam associados a
modulacdo da resposta imune observada. Mais estudos sdo necessarios para identificar

esse mecanismo de acao.
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Anexo 1 — Aprovacao da CEUA para o uso dos animais neste experimento.

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE QIENCIAS FARMACEUTICAS
Comisséao de Etica no Uso de Animais - CEUA

CEUA/FCF 036.2018-P564
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada estudo comparativo
da matriz lactea e bubalina na identificagao de micro rnas imumoduladores
frente ao processo de fermentagdo por bactérias probiéticas, registrada com
o n° 564, sob a responsabilidade do(a) pesquisador(a) Alessandra Prestes, sob
orientagédo do(a) Profa. Dra. Cristina Stewart Bittencourt Bogsan — que envolve
produgao ou manutengéo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica — encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei Federal n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto Federal n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e das normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP), em reunido
de 11 de maio de 2018.

Finalidade Pesquisa Cientifica

| Vigéncia da autorizagcdo | 01/06/2018 a 31/07/2019
Espécie/linhagem/raca .| Camundongo isogénico ( Mus musculus) BALB/c
Numero de animais * 20

Sexo Macho
Peso/ldade 20g; 21 dias
Origem Biotério - USP

Conforme a legislagdo vigente, devera ser apresentado, no
encerramento do projeto de pesquisa, o respectivo relatério final.

Sao Paulo, 11 de maio de 2018.

(el |
Profa. Dra. Neuza Mariko Aymoto Hassimotto
Coortlenadora da CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Cidade Universitaria, CEP 05508-900, S30 Paulo, SP
Telefone: (11) 3091 3622 - e-mail: ceuafcf@usp.br



